g% Universidade Estadual de Campinas
:ﬂw Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computacao
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA
BIOMEDICA

Mecanismos Envolvidos na Depressao Contratil e Lesao
de Midcitos Cardiacos Submetidos a Campos Elétricos de
Alta Intensidade

Autor: Pedro Xavier de Oliveira
Orientador: Prof. José Wilson Magalhdes Bassani

Co-Orientadora: Prof. Dra. Rosana Almada Bassani

Trabalho apresentado a Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computagdo da
UNICAMP como parte dos requisitos exigidos para obtencdo do titulo de Doutor em

Engenharia Elétrica.

Banca Examinadora:
Prof. Dr. José Wilson Magalhaes Bassani
Prof. Dr. Airton Ramos
Prof. Dr. Paulo Alberto Paes Gomes
Prof. Dr. Wilson Nadruz Junior
Prof. Dr. José Antenor Pomilio
Profa. Dra. Vera Lucia da S. N. Button
Prof. Dr. Eduardo Tavares Costa

Campinas, abril de 2008
SP — Brasil



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE -
UNICAMP

Oliveira, Pedro Xavier de

OL4m Mecanismos envolvidos na depressao contratil e lesao de
midcitos cardiacos submetidos a campos elétricos de alta
intensidade / Pedro Xavier de Oliveira. --Campinas, SP:
[s.n.], 2008.

Orientador: José Wilson Magalhdes Bassani, Rosana
Almada Bassani.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computagao.

1. Campos elétricos. 2. Coragdo - Ventriculos. 3.
Estimulos elétricos. 4. Desfibriladores. 1. Bassani, José
Wilson Magalhdes. II. Bassani, Rosana Almada. III.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia Elétrica e de Computagao. IV. Titulo.

Titulo em Inglés: Mechanics involved in the depression contractile and
injury of cardiac myocytes submitted to the high intensity
electric fields.

Palavras-chave em Inglés: Defibrillation, Electric field, Heart,

Electroporation.

Area de concentracio: Engenharia Biomédica.

Titulacdo: Doutor em Engenharia Elétrica

Banca examinadora: Airton Ramos, Paulo Alberto Paes Gomes, Wilson

Nadruz Junior, José Antenor Pomilio, Vera Licia da
Silveira Nantes Button e Eduardo Tavares Costa.
Data da defesa: 16/04/2008
Programa de P6s-Graduacao: Engenharia Elétrica

ii



COMISSAO JULGADORA - TESE DE DOUTORADO

Candidato: Pedro Xavier de Oliveira

Data da Defesa: 16 de abril de 2008

Titulo da Tese: "Mecanismos Envolvidos na Depressao Contratili e Lesdo de Midcitos
Cardiacos Submetidos a Campos Elétricos de Alta Intensidade”

.
Prof. Dr. Jose Wilson Magalhées sani (Presidente): /,24-—;
Prof. Dr. Airton Ramos: (L7 .

Dr. Paulo Alberto Paes Gomes: /L\.ZM’.’Q@ OM
Prof. Dr. Wilson Nadruz Junior: __ (A4 -~ el

Lk, = I\ o
Prof. Dr. José Antenor Pomilio: \N‘- ‘\éu\-,fs.\uws- \ e

Prof. Dr. Eduardo Tavares Cosla: \g%

~J \ bf‘-_

Profa. Dra. Vera Licia da Silveira Nantes Button: _-=tc Lo rcic g A ecs L o




Resumo

A desfibrilagdo € a Unica terapia conhecida para reverter o quadro de fibrilacao
ventricular. Entretanto, a estimulacdo do coracdo com campos elétricos de grande
magnitude durante a desfibrilagdo pode lesar midcitos cardiacos, e, como consequéncia,
a eficiéncia contratil do coracdo ser reduzida. Neste trabalho, estudamos o efeito da
estimulagdo por campo elétrico (E) de alta intensidade sobre midcitos cardiacos isolados
de rato. O valor maximo de potencial extracelular gerado por E (Vemax) foi estimado
usando-se um modelo eletromagnético. Os principais resultados foram: a) A aplicagao de
E de alta intensidade causa aumento sustentado de [Ca?‘] citoplasmatica ([Ca®*]), bem
como contratura, que sdo dependentes de [Ca®'] extracelular; para campos maiores que
50 V/cm, estas respostas s&o irreversiveis e levam a morte celular; b) reticulo
sarcoplasmatico, mitocondrias, trocador Na*-Ca** e canais de Ca®* do sarcolema n&o
contribuem de forma significativa para estes efeitos; c) durante aplicacdo de choques a
células despolarizadas com alta [K*] extracelular, observou-se um incremento de Vemax
semelhante ao valor do potencial transmembrana de repouso (V, ~-85 mV), o que indica
que Vemax pode ser considerado uma estimativa razoavel da maxima variacao de Vp,
durante o choque; d) aumento da resisténcia celular ao efeito letal de E, avaliada pelo
valor de E associado a probabilidade de letalidade de 50% (EL50), ocorreu com a
aplicacao de pulsos bipolares da mesma energia, durante a estimulacao de receptores p-
adrenérgicos, e em midcitos isolados de animais nos quais foi induzido stress por
imobilizacdo e choques nas patas repetidos. Conclui-se que: a) O aumento sustentado de
[Ca®]; ocorre provavelmente por influxo do fon através de poros hidrofilicos formados na
membrana devido a imposicdo de E de alta intensidade (eletroporacao); b) a
superioridade de pulsos desfibrilatérios bipolares, ja descrita na literatura, pode dever-se,
pelo menos em parte, pelo menor potencial letal desta forma de onda; c) tanto a
estimulacao pB-adrenérgica in vitro, quanto a condicao de stress parecem conferir protecao
contra o efeito letal de E. Espera-se que estes resultados representem uma contribuicao
para o desenvolvimento de procedimentos mais seguros, tanto para desfibrilagdo, quanto

para estimulacdo marca-passo do coragao.
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Abstract

Electric defibrillation is currently the treatment able to reverse ventricular fibrillation.
However, cardiac stimulation with high-intensity electric fields may cause injury to
myocardial cells, thus impairing cardiac contractility. In this study, the effects of high-
intensity electric fields (E) on isolated rat ventricular myocytes were analyzed. The
maximum value of field-induced extracellular potential (Vema) Was estimated using an
electromagnetic model. Our main results were: a) Application of high-intensity E causes
sustained increase in cytosolic [Ca®*] ([Ca®']) and marked cell contracture, and both
effects depend on the presence of extracellular Ca*; for E> 50 V/cm, these responses are
irreversible and lethal injury develops; b) sarcoplasmic reticulum, mitochondria, Na*-Ca?*
exchanger and sarcolemmal L-type Ca?* channels do not seem to contribute significantly
to such effects; ¢) when shocks were applied to cells depolarized by high extracellular [K*],
Ve.max Was increased by an extent that was close to the value of the resting transmembrane
potential (V,, ~-85 mV), which indicates that V....x may be considered a reasonable
estimation of the maximum variation of V,, during the shock; d) increase in cell resistance
to the lethal effect of E, assessed as the value of E associated to 50% probability of
lethality (EL50), was observed during application of biphasic stimuli with the same pulse
energy, during B-adrenergic receptor stimulation, and in myocytes isolated from rats in
which stress was induced by repeated immobilization and footshock. It may be concluded
that: a) The sustained increase in [Ca?']; is probably due to Ca?* influx through hydrophylic
membrane pores generated during application of high-intensity E (electroporation); b) the
better defibrillation results described in the literature with biphasic shock may be due, at
least partly, to the lesser ability of this waveform to cause lethal injury; c) both in vitro B-
adrenergic stimulation and the stress condition in vivo appear to exert a protective effect
against the lethal effect of E. We expect that the present results may contribute to the
development of safer procedures for both pacemaker and defibrillatory field stimulation of
the myocardium.



Apoio

Este trabalho teve o apoio imprescindivel da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (Fapesp, Proc.: 04/10652-6, bolsa de doutorado).

Agradecimentos

Agradeco a todos que de alguma forma me apoiaram e me ajudaram na execugao
deste trabalho.

Aos professores do Departamento de Engenharia Biomédica e pesquisadores do
Centro de Engenharia Biomédica, em especial aos professores José Wilson Magalhes
Bassani e Rosana Almada Bassani pela orientagédo, apoio e competéncia, imprescindiveis
ao desenvolvimento da tese.

Aos secretarios, engenheiros, técnicos e estagiarios do Centro de Engenharia
Biomédica, em especial as secretarias Nirlei Vitareli Souza e Adriana C. Andrade, ao
engenheiro Sérgio Paulo Moura, aos técnicos Eugénio Carrara, Mauro Sergio Martinazo,
e Marcia de Almeida Queiroz, e a bidloga Elizangela S. Oliveira, pelo apoio técnico
completo e eficiente.

Aos alunos e ex-alunos do Departamento de Engenharia Biomédica, em especial a

Rafael de Almeida Ricardo, pelo apoio, paciéncia e amizade.

Vi



Dedico este trabalho

a minha mae, Antonia.

vii



Sumario

Capitulo 1 — INTRODUCAO
Capitulo 2 - OBJETIVOS
Capitulo 3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 — ANIMAIS
3.2 - SOLUCOES
3.3 - MIOCITOS VENTRICULARES
3.4 — DISPOSITIVOS E EQUIPAMENTOS
3.5 - MEDICAO DA CONCENTRACAO INTRACELULAR DE Ca**
3.6 —- PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
3.7 — DETERMINAGAO DA POLARIZACAO INDUZIDA
PELO CAMPO ELETRICO
3.8 - PROCESSAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS
Capitulo 4 — RESULTADOS
4.1 — MECANISMOS ENVOLVIDOS NA DEPRESSAO
CONTRATIL E MORTE CELULAR
4.2 — DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE INTENSIDADE
DO CAMPO ELETRICO E LETALIDADE
Capitulo 5 — DISCUSSAO E CONCLUSOES
5.1 — MECANISMOS ENVOLVIDOS NA DEPRESSAO CONTRATIL
E MORTE CELULAR
5.2 — DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE INTENSIDADE
DO CAMPO ELETRICO E LETALIDADE
5.3 — RESUMO E CONCLUSOES
Capitulo 6 —- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
APENDICE - A
A.1 — PROGRAMAS DESENVOLVIDOS DURANTE O DOUTORADO
A.2 - DETECTOR DE BORDA DE SINAL DE VIDEO MICROCONTROLADO

01
08
09
09
09
11
11
15
17

20
22
23

23

31
43

43

47
56
58
67
67
76

viii



Lista de Abreviaturas

2a — Dimenséo do eixo menor da célula

2c - Dimenséo do eixo maior da célula

AEC - Acoplamento excitagao contragéo

[Ca]; - Concentragao intracelular de Ca®*

[Ca], - Concentragdo extracelular de Ca®*

CCD - Charge coupled device

DBV - Detector de borda de sinal de video

Vemax90 - valor médio de V..max correspondente a 50% de letalidade
AV, - Variagao do potencial transmembrana

AVmax - Variagdo maxima do potencial transmembrana

AVt - Variagdo maxima do potencial transmembrana no limiar de estimulacao
E - Campo elétrico aplicado

EAP - Estimulador de alta poténcia

EBP - Estimulador de baixa poténcia

EL50 - Campo elétrico correspondente a 50% de letalidade média
Er - Campo elétrico limiar de estimulagao

FCCP - Solugbes de carbonil-cianeto p-(tri-fluorometoxi)-fenil-hidrazona
GLUT - Solucao cardioplégica

IC95% - Intervalo de confianca para 95%

ISO - Isoproterenol

LED - Light emmiting diode

MF — Miofilamentos

n - Coeficiente de Hill da curva sigmdide

NCX - Trocador Na*/Ca?*

NT - Solugéo de Tyrode

OSC - Osciloscopio digital

PA - Potencial de acao

RS - Reticulo sarcoplasmatico

SAD - Sistema de aquisi¢do de dados

TG - Thapsigargin

Tyr-00 - Solugédo NT sem calcio e sédio

X



Tyr-0Ca - Solugdo NT sem célcio

Tyr-K - Solucao despolarizante

VCR - Aparelho gravador de video cassete
V. - Potencial elétrico extracelular

Vemax - Ve Maximo

V. - Potencial transmembrana



Trabalhos afins publicados pelo autor

Resumos em congresso:

* Oliveira P.X., Bassani R.A., Bassani J.W.M. Influéncia da forma de onda estimulatéria no
efeito letal do campo elétrico sobre miocitos cardiacos isolados. XX/l Reunido Anual da
Sociedade de Biologia Experimental. Aguas de Lindéia, SP. Agosto de 2007 (Anais
Fesbe 2007).

* Oliveira P.X., Bassani R.A., Bassani J.W.M. Estimativa do potencial transmembrana letal
em miocitos ventriculares de rato. XX/ Reunido Anual da Sociedade de Biologia
Experimental. Aguas de Lindéia, SP. Agosto de 2006 (Anais Fesbe 2006).

* Oliveira P.X., Bassani R.A., Bassani J.W.M. Cytosolic Ca%* accumulation in ventricular
myocytes after stimulation with high-intensity electric fields (HEF). 49th Annual Meeting of
the Biophysical Society. Long Beach, CA, USA. Fevereiro de 2005 (Biophys J 88, suppl.1,
abstr N. 1514-Pos).

Artigos em congresso:

« D. C. Soriano, R. A. Ricardo, P. X. Oliveira, R. A. Bassani & J. W. M. Bassani.
Instrumentagdo para medicdo de transientes de Ca®* em mibcitos cardiacos isolados:
efeitos da estimulagdo beta-adrenérgica. XX Congresso Brasileiro de Engenharia
Biomédica, Sao Pedro, SP, Outubro de 2006.

* R. A. Ricardo, P. X. de Oliveira, D. C. Soriano & J. W. M. Bassani. Geracao e medicao
de potencial transmembrana: modelo experimental simplificado para uso didatico. XX
Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica, Sao Pedro, SP, Outubro de 2006.

* R. A. Ricardo, P. X. de Oliveira, R.A. Bassani & J. W. M. Bassani. Dispositivo 6ptico de
imagens celulares: relacdo encurtamento-intervalo em cardiomiécitos. XX Congresso
Brasileiro de Engenharia Biomédica, Sao Pedro, SP, Outubro de 2006.

Artigo em revista nacional:

-Ricardo, R. A.; Oliveira, P. X.; Bassani, R. A.; Bassanil, J. W. M. Compact cell image
projector: application to study the relationship between stimulus interval and contraction
amplitude in isolated cardiomyocytes. Revista Brasileira de Engenharia Biomédica, 22:
151-160, 2007.

Artigo em revista internacional:

» Bassani, R.A.; Lima, K.A.; Gomes, P.A.P.; Oliveira P.X.; Bassani J.W.M. Combining
stimulus direction and waveform for optimization of threshold stimulation of isolated
ventricular myocytes. Physiol. Meas., 27: 851-863, 2006.

 Qliveira P.X., Bassani R.A., Bassani J.W.M. Lethal effect of electric fields on isolated
ventricular myocytes. IEEE Trans. Biomed. Engin., 2008 (in press).

xi



CAPITULO 1

INTRODUCAO

O coracao é um o6rgao vital cuja fungcdo é bombear o sangue para as circulagoes
pulmonar e sistémica. A eficiéncia do bombeamento cardiaco requer atividade ritmica e
coordenada de atrios e ventriculos (camaras cardiacas), segundo um padrao sequencial
de excitagédo e contragdo. A atividade contratil das células do coragao é iniciada por uma
onda de ativacao elétrica, o potencial de acao (PA), que consiste de uma variagao rapida
do potencial transmembrana (Vy,) a partir do valor de repouso (cerca de -85 mV). Durante
o PA, ocorre despolarizagao da membrana e rapida reversao de V, (que pode atingir um
valor maximo de 20 a 40 mV), seguidas de retorno ao potencial de repouso.

O PA é disparado quando a impedancia da membrana cai devido a abertura de um
grande numero de canais de Na* dependentes de tensao elétrica, que ocorre quando Vp,
atinge um valor critico, o potencial limiar, menos negativo que o potencial de repouso. No
coracao, a variagdo de Vn, na diregdo do potencial limiar ocorre devido a estimulagédo
elétrica, fisioldgica ou ndo, da célula. Uma vez disparado, o PA se propaga por toda a
célula, por meio do acoplamento espacial da corrente elétrica (teoria dos circuitos locais,
Aidley, 1989). Embora as células cardiacas sejam independentemente excitaveis, elas
sao interligadas intimamente por estruturas juncionais complexas (discos intercalados),
onde se encontram conexdes de baixa resisténcia (gap junctions). Assim, a intima ligagéao
elétrica entre células cardiacas permite que a ativacao elétrica de uma célula se propague
para outra por meio do acoplamento espacial de corrente através dessas juncoes (Garcia,
1997).

O conjunto de eventos desde a ativacdo elétrica das células cardiacas até o
desencadeamento da atividade contratil € denominado acoplamento excitagao-contracao
(AEC). A atividade elétrica é o fendbmeno que desencadeia a atividade contrétil, e,

portanto, sempre a precede (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Relagao temporal entre o potencial de acédo (PA) e a contragao (Cont) em um midcito
ventricular de coelho. A contragdo (encurtamento sem carga externa) estd expressa como
porcentagem do comprimento de repouso da célula (CRC). Modificado de Bers (2001).

A Figura 1.2 ilustra os principais mecanismos celulares participantes no AEC e no
relaxamento. Durante o PA, Ca** entra na célula através de canais de Ca®* dependentes
de tens&o elétrica presentes no sarcolema. O Ca®* que entra, além de ativar diretamente
os miofilamentos (MF), interage com os sitios de ligagcdo de Ca®* dos canais de liberacdo
de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS), provocando sua abertura e liberagéo de grande
quantidade deste fon. A concentracdo citoplasmatica de Ca?* livre ([Ca®'];) eleva-se de
100 nM para aproximadamente 1 uM. Quando a [Ca®], aumenta, a ligagdo do fon aos
miofilamentos gera o processo de desenvolvimento de for¢a e encurtamento (Bers, 2001).
Para que o relaxamento ocorra, [Ca®*]; deve ser reduzida. A maior parte do fon, a mesma
que foi liberada pelo RS, é recaptada para o RS via uma ATPase de Ca®* (esta recarga é
fundamental para a manutencdo da carga de Ca* na organela e da amplitude das
contragdes em regime permanente), e parte é transportada para fora da célula pelo
mecanismo de troca Na*/Ca®* (NCX). Este altimo é responsavel pela extrusdo da maior
parte do Ca®* que entra na célula via canais de Ca** do sarcolema (Bassani et al., 1992,
1994; Trafford et al., 1997; Bers, 2001).

A recaptagdo de Ca** pelo RS e a extrusdo de Ca®* via NCX s&o considerados os
mecanismos rapidos para a reducdo da [Ca®*]. No ventriculo de rato, a ATPase de Ca*
do RS é responsavel por ~90% do total de Ca® transportado durante o relaxamento,
enquanto que a NCX transporta cerca de 7%, e 2% € transportado pelo conjunto dos



chamados mecanismos lentos, o uniporter mitocondrial de Ca®* e a ATPase de Ca?® do
sarcolema (Bassani et al., 1992, 1994, 2002; Bassani & Bassani, 2003).

a2+

Sarcolema

NCX r%
Ca2+ a+ Ca
2+ - 2+
¥ =
| -
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Ca?

24 t [ Ca2+]i MF

J‘xozg

Na*

Figura 1.2: Principais mecanismos participantes no acoplamento excitagdo-contracdo e
relaxamento da célula cardiaca: reticulo sarcoplasmatico (RS); mitocondria (Mito); troca soédio-
célcio (NCX); ATPase de Ca** (ATP); miofilamentos (MF).

O coragéao pode apresentar altera¢des do seu ritmo cardiaco normal, as chamadas
arritmias, causadas, por exemplo, por doengas coronarianas, doeng¢a de Chagas, doencas
congénitas do sistema cardiovascular, ou eventos como acidentes traumaticos e choques
elétricos. As arritmias afetam a eficiéncia da acdo bombeadora do coracao, podendo ser
letais (Opie, 1998; American Heart Association, 2004).

A estimulacao por campos elétricos (E) de alta intensidade vem sendo utilizada no
combate as arritmias cardiacas (marca-passos e cardioversores/desfibriladores), contudo,
pode causar efeitos indesejados sobre o coragdo (depressdo da funcao contratil,
necrose do tecido, disturbios na condugcdo do PA e outras alteragdes

eletrofisiologicas), como ja relatados in vivo (Dahl, et al., 1974; Avitall, et al., 1990; Yabe



et al.,, 1990; Li et al., 1991; Tang et al., 1993; Gazmuri et al., 1996; Xie et al., 1997), em
preparacdes miocardicas multicelulares (Soares, 2003) e em células cardiacas isoladas
(Jones et al. 1978; 1987; Krauthamer & Jones, 1997; Cheng et al., 1999; Cheek & Fast,
2004; Oliveira, 2004).

Um dos fenbmenos celulares relacionados com esses efeitos indesejados e leséo
celular denomina-se eletroporagdo ou eletropermeabilizagdo da membrana celular,
causada por campos elétricos de alta intensidade (Tung, 1996; Weaver & Chizmadzheyv,
1996b). A eletroporagédo acaba tornando mais dificil uma nova desfibrilacdo, reduz a
eficiéncia contratil (Malmivuo & Plonsey, 1995) e gera um “periodo refratario” no qual a
preparacdo deixa de responder aos estimulos (Yabe et al.,1990; Li et al, 1991;
Krauthamer & Jones, 1997). Em contrapartida aos efeitos danosos da estimulagdo por
campos elétricos de alta intensidade até aqui descritos, Al-Kadra et al. (2000) observaram
que a aplicacao de campos elétricos de alta intensidade (3x o limiar de desfibrilagdo) a
coracoes de coelho in vitro inibe a inducao de fibrilacao. Krassowska (1995) defende que
uma eventual formagdo de poros na membrana de células cardiacas induzida pela
desfibrilagdo (fenbmeno denominado de eletropermeabilizagdo ou eletroporagdo) pode
apresentar efeito benéfico, uma vez que os poros gerados pelo estimulo limitam o
aumento da despolarizagao induzida pelo choque elétrico, protegendo a célula.

Considera-se que a eletroporacdo consista na desestabilizacdo da bicamada de
fosfolipidios da membrana plasmatica, tornando-a permeavel a ions e moléculas polares
(aos quais, em condi¢des normais, em membrana € praticamente impermeavel), devido a
aplicacao de uma grande diferenga de potencial. A desestabilizagdo da bicamada de
fosfolipides acaba por facilitar a formagdo de poros hidrofilicos (que permitem a
passagem de ions e moléculas polares, Figura 1.3) a partir de poros hidrofébicos (que
nao permitem a passagem de particulas polares, Figural.3) ja existentes a temperatura
ambiente (Weaver, 1994; Weaver & Chizmadzhev, 1996a, b; Smith et al., 2004).

Uma maneira de submeter a membrana a uma grande diferenga de potencial € a
aplicacdo de campos elétricos de alta intensidade (Weaver & Chizmadzhev, 1996a, b;
DeBruin & Krassowska, 1999). O gradiente de potencial formado na membrana fornece
energia aos dipolos elétricos das moléculas de fosfolipides, diminuindo assim a barreira
energética necessaria para a transformacao do poro hidrofébico em hidrofilico (Figura 1.4,
Weaver 1994; Weaver & Chizmadzhev, 1996a). Os poros hidrofilicos nédo séao
necessariamente permanentes, mas podem se desfazer espontaneamente (Tsong, 1991).
Todo o processo, desde a abertura dos poros hidrofilicos até seu fechamento, demora de



segundos a minutos, para pulsos estimulatérios com duragdo na faixa de us a ms e
intensidade de 150 a 2000 V/cm (Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska, 1999). No entanto,
a eletroporacdo pode ser irreversivel. Quanto maior € o moddulo do potencial
transmembrana (V) resultante da aplicagdo do campo externo, maior € a probabilidade
da abertura de poros hidrofilicos, maiores sao os seus raios, € menor € a probabilidade de
fechamento (Weaver & Chizmadzhev, 1996a, b; Smith et al., 2004). Para uma revisdo
detalhada sobre eletroporagéo, sugere-se consultar Weaver et al. (1996b).
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Figura 1.3: Poros da membrana plasmatica, dos tipos hidrofoébico (que ndo permite a passagem de
ions) e hidrofilico (que permite a passagem de ions). Modificado de Oliveira 2004.

Figura 1.4: Energia livre (W) dos poros hidrofobicos (W) e hidrofilicos (W,) em relagéo ao raio dos
poros (r) e o potencial transmembrana (Vm). W, é a barreira de energia que se opde a formagéo do
poro hidrofilico, e r, € o raio critico para conversao do poro de hidrofébico em hidrofilico. A figura
apresenta dados qualitativos. Modificado de Weaver & Chizmadzhev (1996a).



Evidéncia de que ocorre eletroporacdao em células submetidas a estimulagao por
campos de alta intensidade foi observada por Jones et al. (1987) em cultura de células
cardiacas de embrido de galinha, que desenvolveram microlesdes temporarias de 45-65 A
na membrana celular apds aplicacao de pulsos de 100 a 200 V/cm. Cheek & Fast (2004)
observaram em cultura de células cardiacas de rato que, apds estimulagdo com campos
maiores que 23 V/cm, as ceélulas tornavam-se permeaveis ao indicador fluorescente
iodeto de propidio.

Acredita-se que a leséo irreversivel de células cardiacas se deva principalmente
ao aumento do influxo de ions Ca®* através dos poros nao seletivos (Tung et al, 1994;
Krauthamer & Jones, 1998), causando sobrecarga de Ca?*. E importante lembrar que a
sobrecarga de Ca®* pode gerar atividade espontdnea em miécitos (fonte potencial de
arritmias) e levar a morte celular (Gunter et al., 1994; Bassani et al., 1997; Bers, 2001;
Bassani & Bassani, 2003). Porém, apesar da eletroporagdo ser uma consequéncia
indiscutivel da aplicagdo de campos de alta intensidade, ainda ndo esta confirmado se a
sobrecarga de Ca** celular, que dispara o processo depressdo contratil e/ou de morte
celular, resulta da entrada do ion unicamente através dos eletroporos. Influxo de Ca®
através dos canais de Ca®* e da NCX do sarcolema, e fluxo de Ca®* para o citosol a partir
do RS e das mitocéndrias podem também contribuir para esta sobrecarga de Ca?*.

Por outro lado, o aumento de [Ca®']; € necessario para o re-selamento, mecanismo
de reparo da membrana, que consiste na incorporagdo de um patch de membrana a
superficie da membrana celular rompida por meio de um processo de exocitose ativado
pela entrada de Ca?'. Este processo de reparo é semelhante ao utilizado por células
secretoras, e € fortemente dependente da proteina quinase C (PKC) (McNeil & Steinhardt,
2003). A proteina quinase A (PKA) também parece contribuir para este processo, pois
estimula a secrecao de insulina em células beta pancreaticas (Lee et al., 2003; Yang &
Gillis, 2004; Shimono et al., 2005), e potencializa o auto-reparo de células de cérnea de
coelho perfuradas mecanicamente (Shen & Steinhardt, 2005). Portanto, ao mesmo tempo
em que o influxo de Ca?* dispara a citélise, ele também & necessario para o reparo dos
poros abertos pela eletroporagédo. Assim, o estudo destes processos em células cardiacas
torna-se necessario para identificar fatores que afetem a vulnerabilidade das células
miocardicas aos efeitos deletérios do choque, com o objetivo de procurar contribuir para o
desenvolvimento futuro de protocolos de estimulagdo menos agressivos, bem como de

procedimentos de protecao ou “blindagem” farmacoldgica do coragéo a ser desfibrilado.



Um modo de proteger os miécitos cardiacos de E de alta intensidade é a utilizagao
de formas de onda bipolares, que tém se mostrado mais efetivas e menos lesivas em
choques do tipo desfibrilatério (Faddy et al., 2003). Mas a razdo da menor producao de
efeitos deletérios precisa ser melhor investigada: ela pode se dever tanto a queda do
limiar de desfibrilagdo, quanto a menor efeito lesivo intrinseco do pulso bipolar.

A proposta geral deste trabalho € estudar a resposta de midcitos cardiacos
isolados de ventriculos de ratos adultos a estimulagcdo com campos elétricos de alta
intensidade, buscando esclarecer 0os mecanismos envolvidos nos processos de
depressao contratii e de morte celular decorrentes da estimulacdo. Um aspecto
importante da abordagem a ser feita é a busca ndo sé dos mecanismos, mas também de
uma visao mais integrativa do fendmeno, buscando possiveis condigdes de protecao

miocardica ao choque.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

Estudar o papel do RS, das mitocéndrias, da NCX e de canais de Ca?* voltagem-
dependentes de membrana na depressao contratil e morte de miécitos cardiacos
submetidos a campos elétricos de alta intensidade;

Investigar se a forma de onda do estimulo elétrico de alta intensidade (mono ou

bipolar) afeta a sensibilidade celular ao efeito letal de E;

Investigar condicées que possam modificar a vulnerabilidade celular a leséo letal

por E (e.g, estimulacdo p-adrenérgica in vitro e indugéo de stress in vivo).



CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 — ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (4-7 meses), provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigagao Biologica (CEMIB/UNICAMP) e do Biotério do Centro de
Engenharia Biomédica (CEB/UNICAMP). Os animais foram alojados em gaiolas coletivas,
em ambiente climatizado, recebendo agua e racao ad libitum, em regime de iluminagao de
12:12 horas. Os animais nao sofreram qualquer manipulacao experimental até o dia de
serem utilizados.

O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal, Instituto de Biologia, UNICAMP (protocolos No. 633-1, 774-1,
949-1 e 1185-1; nos casos de indugao de stress por imobilizagdo e choque na pata, os
protocolos foram 776-1 e 951-1, respectivamente).

3.2 - SOLUCOES

Na composi¢do das solugdes, as concentracées dos solutos estdo apresentadas em
mM. As solucdes foram preparadas com agua do tipo | e sais de padrao analitico. Exceto
pelo thapsigargin (adquirido de Calbiochem, San Diego, CA, EUA), os farmacos foram
adquiridos da Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, EUA. As solucdes estoques dos farmacos

foram armazenadas a -20 °C e diluidas antes de cada experimento.

Solucédo de Krebs-Henseleit sem célcio (mM): 115 NaCl; 4,6 KCI; 1,2 KH,POy; 2,4 MgSOQOy;
25 NaHCO;3; 11,1 glicose; pH 7.4 sob borbulhamento com 95% O,, 5% CO..

Solucao de Tyrode (NT) (mM): 140 NaCl; 6 KCI; 1,5 MgCl,.6H,0; 1 CaCl,.2H,O; 10 acido
hidroxietilpiperazina—N"—-2 etanosulfénico (HEPES); 11,1 glicose (pH 7,4 ajustado com
NaOH).

Solucédo cardioplégica (GLUT) (mM): 30 KCI; 10 KH,PQO4; 1 MgCl,.6H,0; 10 HEPES; 11
glicose; 20 taurina; 70 acido glutamico (pH 7,4 ajustado com KOH).




Solucdo despolarizante (Tyr-K): semelhante a solugdo NT, porém foi feita substituicao
equimolar (124 mM) de NaCl por KCI ([KCI] final = 130 mM)

Solucdo NT sem calcio (Tyr-0Ca): semelhante a solucao NT, porém CaCl, foi substituido

por MgCl, de modo equimolar, e adicionou-se 1 mM de &cido etileno-glicol-bis(3-aminoetil-
eter)-N,N,N’,N’ tetracético (EGTA).

Solucdo NT sem célcio e soédio (Tyr-00): nesta solucdo, foi efetuada substituicao

equimolar de NaCl por cloreto de colina e de CaCl, por EGTA (pH 7,4 ajustado com
KOH). A concentracdo de KCI foi ajustada para que a concentragéo final de K* (KCI +
KOH) fosse 6 mM.

Solucéo de indo-1: composta de: a) 10 ul de solugdo 10 mM de indo-1 AM (acetoximetil-
ester, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO). b) 10

ul de solugao 2% (v/v) de Pluronic (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) dissolvido em

DMSO (Pluronic € um agente dispersante que facilita a difusdo do indo-1 para o interior

da célula); e ¢) 980 ul de NT (concentragéao final de indo-1 foi 10 uM).

Solucdes de cloridrato de (-) isoproterenol (ISO): uma solucdo estoque de 20 mM foi

preparada em 4agua, contendo 10 mM de acido ascorbico. Imediatamente antes do uso,
esta solucgao foi diluida em NT para concentracao final de 10 nM.

Solucdes de cloridrato de (+) verapamil: a solucao estoque de 5 mM, preparada em agua,

foi diluida em NT ou Tyr-00 antes do uso para a concentragao final de 5 uM.

Solucdes de thapsigargin (TG): A solucdo estoque de 10 mM foi preparada em DMSO, e

diluida em Tyr-00, para a concentragéo de 5 uM.

Solucées de carbonil-cianeto p-(tri-fluorometoxi)-fenil-hidrazona (FCCP): A solugcao

estoque foi preparada usando-se DMSO como solvente, na concentracdo de 1 mM, e

diluida em NT para a concentragéo de 1 uM.
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3.3 - MIOCITOS VENTRICULARES

Os midcitos ventriculares foram isolados por digestdo enzimatica do coracao,
conforme descrito por Bassani et al. (1992) e Bassani & Bassani (2002). Resumidamente,
o coracdo foi perfundido a 37 °C em sistema de Langendorff com solucdo de Krebs-
Henseleit sem calcio por 5 min. Em seguida, o coragédo foi perfundido com a mesma
solugao contendo 0,5-0,8 mg/ml de colagenase 1 (Worthington Biochem. Corp., Freehold,
NJ, EUA) por 12 — 20 min. Procedeu-se entdo & perfusdo com NT sem Ca?* por 4 min. Em
seguida, o ventriculo esquerdo foi isolado e triturado na solugdo GLUT, para dissociagéao
das células. A suspensdo de células foi submetida a repetidas lavagens com solugcéo
GLUT.

3.4 — DISPOSITIVOS E EQUIPAMENTOS
3.4.1 Set-up experimental para determinagéo das curvas de letalidade

A Figura 3.1 ilustra o diagrama de blocos da montagem experimental,
desenvolvida durante o periodo de iniciagdo cientifica (Ricardo et al., 2007; Oliveira et al.,
2004). Os mibcitos foram depositados na céamara de perfusdo desenvolvida no
CEB/UNICAMP (vide detalhes em Oliveira, 2004). Esta camara, construida em acrilico
transparente, possibilita a perfusdo dos midcitos com fluxo em regime laminar. A
estimulacao elétrica é feita por dois eletrodos de platina, fixados paralelamente ao fluxo
da solugao e apoiados sobre o fundo da camara. Isto permite uma distribuicao uniforme
do campo elétrico (E) no seu interior, permitindo aproximar o arranjo a um capacitor de
placas paralelas (Jones et al., 1978; Gomes, 1997; Oliveira, 2004), no qual o campo é
dado pela expresséo 3.1:

E = V/d [3.1]

onde V é a tensao elétrica (em V) aplicada aos eletrodos, e d é a distancia (em cm) entre
os eletrodos (no presente caso, d=0,75 cm).

Os miocitos eram iluminados por um diodo emissor de luz de alta intensidade
(Super Bright LED, Jumbo, 5000 mcd, 1,85 V, 20 mA, fabr. Archer, N. Cat. 276 - 086). Sua
imagem era ampliada por uma objetiva (mod. Plan 32, Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemanha), refletida em um prisma e projetada no dispositivo CCD (charge coupled
device) de uma camera de video (mod. ICD-31, Ikegami Tsushinki Co., Toquio, Japao). O
sinal de video era enviado a um aparelho gravador de video cassete (VCR, mod. NV-
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SJ405BR, Panasonic, Manaus, AM), cuja saida estava conectada a um detector de borda
de sinal de video (DBV, desenvolvido no CEB/UNICAMP, patente registrada sob o n°
300.834-7). O sinal de tensao elétrica gerado pelo DBV, correspondente ao encurtamento
celular durante a contragcao, era enviado a um sistema de aquisicdo de dados (SAD),
composto de uma placa de aquisicdo de dados USB (USB-6008, National Instruments
Co., Budadrs, Hungria) e por um microcomputador (Pentium Dual Core, 2,8 GHz com 2
GB de RAM e 230 GB de HD), onde os dados eram armazenados. Pelo monitor de video
(mod. KBM 1200S, Kodo, llhéus, BA), era possivel visualizar os midcitos, que foram
estimulados eletricamente pelo estimulador de baixa poténcia (EBP, desenvolvido no
CEB/UNICAMP), que fornece pulsos retangulares de tensao elétrica (mono ou bipolares
simétricos; 0-15 V; 0,1-10 Hz; 0,1-10 ms de duragao), ou pelo estimulador de alta poténcia
(EAP, desenvolvido no CEB/UNICAMP, patente registrada sob o n° MU8500794-3, Moura
et al., 2004), que fornece pulsos retangulares de tensdo elétrica (mono ou bipolares
simétricos; 0-150 V; 0,1-10 Hz; 0,1-10 ms de duracgao), de acordo com a posicao do
comutador (desenvolvido no CEB/UNICAMP). O sinal gerado pelos estimuladores era
medido pelo osciloscépio digital (OSC, mod. DSO3062A, Agilent Technologies Inc.,
Pequim, China). Além disso, desenvolvemos programas para analisar o encurtamento
(Apéndice-A, item A.1.1) e para gerar o encurtamento a partir de um arquivo digital de
video (Apéndice-A, item 1.3), extensao avi, € um novo DBV microcontrolado (Apéndice-A,
item A.2).

Monopolar Bipolar

Monitor

Sincronismo Jumbo

O%}C HComUAtadOF}—'@Cémara de Perfusao i R
32X pev}—Ad

l LED

103
1= |

Bipolar Objetiva SAD
- Camera —
EBP | de |——{VCR
Video

Figura 3.1: Diagrama de blocos da montagem experimental: estimulador de baixa poténcia (EBP);
estimulador elétrico de alta poténcia (EAP); osciloscépio digital (OSC); aparelho gravador de video
cassete (VCR); detector de borda de sinal de video (DBV); sistema de aquisicdo de dados (SAD).
A forma de onda do estimulo estd apresentada na figura proxima do bloco que representa o
estimulador correspondente. Modificado de Oliveira (2004).
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3.4.2 Set-up experimental para medicdo da concentracdo de Ca’* intracelular ([Ca**];)
Este setup esta ilustrado na Figura 3.2. Seus elementos sdo semelhantes aos
descritos anteriormente, exceto pelo uso de um microscopio invertido (descrito no item A)
e de um sistema de medicao de fluorescéncia (descrito no item B). Usou-se outro modelo
de camara de perfusao (CEB/UNICAMP, patente registrada sob o n° Pl 0302.403-2), que
€ semelhante a anterior, exceto pelo modo de fixagdo dos eletrodos de estimulagao, que
tem disposi¢cdo perpendicular ao fundo da cémara. Neste caso, E ndo é uniforme e,

portanto, n&o foi calculado, mas expresso como multiplo do valor limiar.

A) Microscopio Invertido (mod. Diaphot 300, Nikon Corp., Téquio): Todo o sistema de

medicdo de fluorescéncia tem um microscépio invertido como base. Além de sua
utilizagéo para visualizagéo direta dos midcitos cardiacos, o microscopio conta com saida
lateral para acoplamento do fluorimetro e camera, e entrada de epifluorescéncia por meio

de fibra éptica.

B) Sistema de Medicédo de Fluorescéncia (SMF, Figura 3.2): O SMF é baseado em um

sistema de fluorescéncia comercial (mod. RatioMaster, Photon Technology International,
Inc., PTI, Monmouth Junction, NJ). O indicador de Ca** (indo-1) é excitado com luz na
faixa do ultravioleta (UV), proveniente de uma lampada de arco de Xe de 75 W (mod.
UXL-75XE, Ushio Inc., Téquio, Japao), localizada em compartimento separado
(iluminador, ndo mostrado na figura). Apds passar por um monocromador (pico em 360
nm), a luz é conduzida até o microscopio por uma fibra Optica, e passa por um filtro de
interferéncia (pico em 360 nm). Para minimizar os efeitos nocivos a célula da iluminacao
UV, é utilizado um obturador (shutter), localizado entre a fonte de luz e 0 monocromador.
A fluorescéncia emitida pelo indicador passa pela objetiva, é refletida pelo prisma e
separada pelo cubo o6ptico. Este cubo € composto de um espelho dicrdico (que separa as
faixas de comprimentos de onda) e dois filtros de interferéncia (com picos em 405 nm e
485 nm). A emissdo em cada comprimento de onda é registrada em tubos
fotomultiplicadores separados (PMT405 € PMT4s5). A iluminagdo das células foi feita com
luz vermelha (Figura 3.2, tragado vermelho), a imagem ampliada da célula foi projetada na
camera de video (Figura 3.2, CCD), apdés ser refletida pelo dicroico refletor de vermelho.
Os sinais provenientes das PMT (tensao elétrica proporcional a intensidade luminosa)
e do DBV (tensao elétrica proporcional a amplitude da contragédo celular) sdo enviados a
uma interface analégico-digital (PTl, Monmouth Junction, NJ, EUA) controlada pelo
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programa Felix (versdo 1.1, PTI, Monmouth Junction, NJ, EUA). A taxa de aquisicao dos

sinais foi de 50 Hz e apenas o sinal de fluorescéncia passou por filtragem digital utilizando

o algoritmo de Savitzky-Golay (Savitzky & Golay, 1964), com bufferigual a 15.

LED

Camara de Perfusao 2 Bloco de
Estimulagao
objetiva
: CPU | Placa A/ID {H—
; 2=360nm PMT :
i 405 i
iFonte ;
UV . :
; A=2800m A=405nm :
PMT |:
: 485 |1
OME e e L e T ;
grromefeenvessnenamisemieansesnsan et e
: | B0 » VCR DBV —*Monitor
£ i

— conexao elétrica

excitacao ultra violeta
emissao azul (405nm)

emissao verde (485nm)

iluminagao na faixa do vermelho

\ prisma

\ espelho dicroico
(360nm)

cubo oéptico

Figura 3.2 — Set-up experimental — SCI: sistema de captagéo de imagens; cAmera de video CCD

(coupled charged device); VCR: aparelho gravador de video cassete; DBV: detector de borda de

sinal de video; Monitor: monitor de video; SMF: sistema de medicao de fluorescéncia; PMT4o5 €

PMT,gs: fotomultiplicadoras para monitoragdo dos sinais luminosos em 405 e 485 nm,

respectivamente; Placa A/D: placa conversora de sinal analdégico em digital; CPU: computador;

Bloco de estimulacdo: estimulador de alta poténcia, estimulador de baixa poténcia e comutador.

Em cada espelho dicrdico esta apresentado o comprimento de onda de reflexdo (A). Modificado de

Ricardo (2005).
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3.5 - MEDICAO DA CONCENTRAGCAO INTRACELULAR DE Ca*

Utilizamos o indicador raciométrico indo-1 para medir [Ca®*]. Os indicadores
raciométricos sdo assim chamados pois permitem o uso da razao entre a emissao em 2
comprimentos de onda (ou em um Unico comprimento de onda sob excitacdo em 2
comprimentos de onda) para estimar [Ca?*].. Este método tem como principal vantagem a
diminuicdo de erros de medida causados por variagdo da concentragdo do indicador no
interior da célula, intensidade da iluminacdo de excitagdo e ganho da medigdo da
fluorescéncia, assim como artefatos de movimento (Gomes et al., 1998). As principais
caracteristicas espectroscopicas do indo-1 sdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Principais caracteristicas espectroscopicas do indicador fluorescente indo-1. EQ:
eficiéncia quantica; CE: coeficiente de extingcdo (M'1 cm'1); “livre” significa indicador ndo ligado ao
ca* e “ligado” significa indicador ligado ao ca* (modificado de Minta et al., 1989; Grynkiewicz et
al., 1985).

Pico de Pico de
Ky o o EQ EQ CE CE
Excitagéo Emisséao ) i ) i
(nM) (livre) (ligado) (livre)  (ligado)
(nm) (nm)
250? 349 485/405 0,38 0,56 79 83

& K4 aparente in vitro determinado a 37°C, em solugéo aquosa (110 mM KCI, pH 7,05)

Para carregar os miocitos com o indicador, as células foram incubadas com
solugdo de indo-1 em NT por 15 min, e, a seguir, perfundidos com solugao NT por 20 min
para lavagem e deesterificagcdo do indicador. O indicador na forma éster entra na célula
durante a incubacdo, e € deesterificado por esterases celulares durante a lavagem,
resultando na sua forma acida, que nao é lipossoluvel e, portanto, permanece presa no
interior da célula.

Para que seja possivel a analise dos transientes de Ca®* no interior da célula, é
necessario converter o sinal de fluorescéncia medido em concentracdo de Ca?* ([Ca*])
por meio da equacao 3.2 (Grynkiewicz et al., 1985):

R - Rmin

Ca’tli = k,B| ——min_ 3.2
Ca™ W= kg B2

onde R é a razdo de fluorescéncia nos comprimentos de onda 405 e 485 nm; Rmin € Rmax

sd0 os limites superior e inferior de R, respectivamente (i.e., R em [Ca®] virtualmente zero
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e saturante, respectivamente); Ky € a constante de dissocia¢do aparente do indo-1; € a
raz&o das intensidades de fluorescéncia medidas em A = 485 nm, com [Ca®"] minima e
saturante. Embora n&o utilizado neste trabalho, a partir da experiéncia de uso do software
Felix (vide item 3.4.2-B), desenvolvemos um programa que converte o sinal de
fluorescéncia medido em [Ca*], que vem sendo usado em trabalhos mais recentes,
mostrando ser mais eficiente e facil de se manipular (Apéndice-A, item A.1.2).

Todos os valores de R foram calculados apéds subtragéo, em cada comprimento de
onda de emissao, da fluorescéncia emitida por um campo vazio adjacente a célula e de
igual area (fluorescéncia de fundo).

Rmin € Rmax foram determinados segundo Bassani et al. (1994), com pequenas
modificagbes do protocolo. Inicialmente, as células foram perfundidas com solugao
NT,0Ca por 20 min, com aplicacao de 10 mM de cafeina dissolvida na mesma solugao a
cada 5 minutos, para depletar o estoque de Ca* do RS. Em seguida, a solugdo foi
trocada pela mesma solucdo contendo 7 mM de EGTA (quelante de Ca?* utilizado para
reduzir o Ca®* contaminante da solugdo para niveis nanomolares). Apés 5-10 min,
registrou-se a fluorescéncia em aproximadamente 30 células para célculo de Rnin. A
seguir, adicionou-se a solucdo 20 mM de Ca?**, a fim de elevar [Ca®]; para valores
saturantes. Apds estabilizagdo, registrou-se a fluorescéncia em aproximadamente 30
células para calculo de Rmax. Para a calibragdo, Rnin € Rmax foram considerados como os
limites inferior e superior, respectivamente, dos intervalos de confianca para 95% das
amostras correspondentes as 10 células com menor valor de R, € as 10 células com
maior valor de Rmax (Gomes et al., 1998).

Para determinar B, utilizou-se a abordagem alternativa proposta por Gomes et al.,
(1998). Mediu-se a intensidade de fluorescéncia nos dois comprimentos de onda em trés
pontos de um transiente de Ca** tipico, incluindo o pico. Apés subtracéo da fluorescéncia
de fundo, ajustou-se uma fungao linear para descrever a emissao em 405 nm em funcao

daquela a 485 nm, da qual foi obtido o coeficiente angular (a). p foi calculado como:

R, —@a
=— 3.3
p R. —a [3.3]

Assumimos o valor de B como a média dos valores determinados em 10 células. O
valor de Ky foi considerado como 844 nM, obtido em midcitos ventriculares (Bassani et al.,
1995a).
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3.6 - PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Antes do inicio de cada experimento, a camara de perfusdo e os eletrodos
passavam por um processo de limpeza: lavagem com etanol 70%, agua deionizada e
secagem em estufa (37°C por 30 min). A seguir, uma fina camada de solugdo de
colageno era aplicada a laminula no fundo da camara de perfusao, para melhorar a
adesao das células. Apds 20 min de secagem, as células eram depositadas na camara, e
um novo periodo de 20 min era aguardado para sua sedimentagédo e adesao a laminula. A
preparacao era entdo perfundida com solugdo NT a 23 °C, a taxa de 2 a 3 ml/min.

As dimensbes das células, isto é, seus eixos maior (2c) e menor (2a), foram
medidas diretamente no monitor de video, ou, quando usado o microscépio invertido, com

0 auxilio de um micrometro ocular.

3.6.1 Determinag&o do Limiar de Estimulagao

O estimulador elétrico de baixa poténcia (EBP) foi ajustado para produzir pulsos
bipolares de tensao elétrica (0,5 Hz, duracdo de 10 ms no total dos dois semi-ciclos)
supralimiares. A seguir, a amplitude do estimulo foi diminuida gradativamente até que a
célula parasse de contrair. Considerou-se como amplitude limiar o menor valor de tensao
aplicado ao qual as células respondiam com contracdo. Em seguida, a tensao elétrica foi
ajustada para 20% acima do limiar, mantendo-se a estimulacao. A partir da tensao elétrica
aplicada aos eletrodos, medida no osciloscépio, 0 campo elétrico aplicado (E) péde ser
calculado por meio da expresséao 3.1.

3.6.2 Mecanismos envolvidos na depressao contratil e morte celular

Todos os experimentos realizados com medicdo de [Ca?*]; foram realizados em
conjunto com a Profa. Dra. Rosana A. Bassani. Nestes experimentos, [Ca®*]; e contragdes
foram medidos simultaneamente.

A amplitude dos campos elétricos de alta intensidade foi escolhida com base em
estudos anteriores (Oliveira et al., 2003; Oliveira, 2004). Utilizamos a estimulagdo com
pulsos monopolares de 20 vezes o limiar estimulatério (probabilidade de letalidade >0,6),
e de 12-15 vezes o limiar, que tem uma probabilidade de letalidade baixa (<0,25), porém,
costumam causar depressao contrétil reversivel bem definida. A aplicacdo de campos
com baixa probabilidade de letalidade nos permite estudar diferentes tratamentos que
possam proteger a célula ou potencializar o efeito deletério, assim como estudar os

mecanismos envolvidos no processo de depressao contratil.
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As células carregadas com indo-1 foram estimuladas pelo EBP a 0,5 Hz, com
estimulos bipolares de baixa poténcia (1,2 vezes o limiar) durante 5 min, para
estabilizacdo. Um pulso de baixa intensidade era substituido por um pulso monopolar de
alta intensidade com duracédo de 10 ms, por meio do comutador, e a estimulacédo de baixa
intensidade era retomada logo a seguir. Apds estimulos subletais, um periodo de 10 a 15
min era aguardado para recuperacéo da contracdo e do transiente de Ca®* para o nivel
anterior a aplicacao do pulso de alta intensidade. Observe-se que, nestes experimentos, a
estimulacdo de baixa intensidade n&o foi interrompida em instante algum, exceto durante
a aplicacdo de um unico estimulo de alta intensidade. Este protocolo foi repetido sob

varias condi¢des experimentais descritas a seguir.

A) Papel do Ca** extracelular: Para investigar a possibilidade de que a entrada de Ca®* na

célula a partir do meio externo fosse a principal causa da depressao contratil e morte
celular apés a aplicagdo do pulso de alta intensidade (Tung et al, 1994; Krauthamer &
Jones, 1998), comparamos a resposta das células a estimulos aplicados na presenca e
auséncia de Ca?®* extracelular. Apds execucdo do protocolo em solucdo NT ([Ca®']
extracelular, [Ca?*], = 1 mM) e subsequente estabilizacédo das contracdes e transientes de
Ca?*, a solucéo de perfusao foi trocada para Tyr-0Ca ([Ca?'] contaminante estimada em 1
uM, Bassani & Bers, 1994), sem interrupg¢ao da estimulagao basal. Quando contragées e
transientes desapareceram (devido & baixa [Ca®],), foi aplicado o pulso de alta
intensidade, seguido de retorno a perfusao com NT apds um intervalo variavel.

B) Influéncia da NCX na sobrecarga citosélica de Ca®*: E possivel que, mesmo na

auséncia de Ca®*, o choque cause um grande acumulo intracelular de Na* (e.g., por
influxo via eletroporos), o que poderia tornar mais negativo o potencial de reversdo do
NCX, e assim favorecer a operacado deste transportador no modo reverso, levando a
consideravel influxo de Ca®* quando [Ca?*], fosse retornada a 1 mM. Para investigar esta
possibilidade, o pulso de alta intensidade foi aplicado na presenga de solugéao Tyr-00, na
qual Na* foi substituido por um cation que nao é transportado pelo trocador.

C) Papel de canais de Ca® tipo L na sobrecarga citosdlica de Ca?': Outro possivel

mecanismo de aumento de [Ca?']; seria o influxo através de canais de Ca* tipo L da
membrana. Para investigar esta possibilidade, o estimulo de alta intensidade foi aplicado

durante perfusdo com solugao Tyr-0Ca contendo 5 uM de verapamil (bloqueador desses
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canais). Alguns segundos apés o choque, a solugcado de perfusdo foi trocada para NT

contendo a mesma concentragdo de verapamil.

D) Papel do RS na sobrecarga citosélica de Ca*: Nestes experimentos, a aplicagdo do

choque de alta intensidade foi repetida ap6s inibicdo irreversivel da ATPase de Ca*" do
RS por TG. Para isto, as células foram incubadas com 5 uM de TG em solugéo Tyr-00 por
3 min (Bassani et al., 1993). Em seguida, apés lavagem do TG, 10 mM de cafeina
(dissolvida na mesma solucdo) foi aplicada para deplecdo do Ca* que restou na
organela. A freqiiéncia de estimulagado foi reduzida de 0,5 para 0,1 Hz, uma vez que
ocorre consideravel prolongamento da fase de queda do transiente de Ca®* apds
tratamento com TG (Bassani et al., 1994; Bassani & Bassani, 2003a). Isto se da porque a
captacdo de Ca* pelo RS é responsavel por ~90% do total de Ca* transportado durante o
relaxamento em ventriculo de rato (Bassani et al., 1992, 1994; Bassani & Bassani, 2002).
Foram consideradas apenas células nas quais foi impossivel obter recarga de Ca?* do RS
apos estimulacao elétrica (testada pela aplicacéo de cafeina), evidenciando inibigao total

e irreversivel da ATPase.

3.6.3 Determinacdo da Relacéo entre Intensidade do Campo Elétrico e Letalidade

Neste protocolo, foram selecionadas células cujo eixo maior se orientava na
direcédo longitudinal com relagédo a diregdo do E aplicado, com um desvio méaximo de 5°.
Apoés a determinagao do limiar estimulatério, iniciou-se o protocolo de aplicagéo de pulsos
elétricos de alta intensidade (Oliveira, 2004). Este protocolo foi similar ao protocolo
anterior, com a diferenca de que a estimulacdo de baixa intensidade ndo era retomada,
logo apds a aplicagdo do estimulo de alta intensidade. Ap6s um periodo de repouso, a
estimulagcdo com o EBP era retomada por cerca de 5 min, seguida de outro pulso de alta
intensidade de maior amplitude que o anterior. O protocolo era repetido até a indugéao de
lesdo e contratura irreversiveis (morte celular). Os pulsos de alta intensidade tinham

amplitude entre 8 e 35 (tipicamente, 8, 12, 16, 20, 25, 30 e 35) vezes o limiar

estimulatério.

A) Letalidade de campos elétricos em midcitos despolarizados: Neste experimento, as

células ndo foram expostas a solugdo NT, mas transferidas diretamente da solugao GLUT
para a solugdo despolarizante Tyr-K ([K'], = 130 mM). Apds 5 min de perfusdo com esta
solucéo, o E letal foi determinado.
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B) Letalidade de campos elétricos durante inibicdo da captacdo mitocondrial de Ca®*: As
células foram incubadas com FCCP (1 uM) por 1 min antes e durante a aplicagdo do

pulso de alta intensidade (12 ou 20 vezes o limiar de estimulagéo).

C) Letalidade de campos elétricos aplicados na forma de pulsos bipolares: O

procedimento para determinagcdo do campo elétrico letal foi o mesmo, porém o pulso
monopolar de alta intensidade foi substituido por um pulso bipolar simétrico de alta
intensidade com durag¢do de 10 ou 20 ms no total dos dois semi-ciclos. A amplitude do
pulso bipolar foi considerada como a amplitude de pico, e ndo pico a pico.

D) Estimulacdo B-adrenérgica: O valores de E limiar e letal foram determinados na

presenca de 10 nM de ISO (tempo de exposi¢cao > 2 min), concentracao submaxima para
producao de efeito inotrépico positivo em miocardio de rato (Silveira et al., 2003; Carvalho
et al.,, 2006). Em alguns experimentos, a relacdo E x letalidade foi determinada com
aplicacao do choque em solugao Tyr-0Ca, tanto na auséncia, quanto na presenca de 1SO.
Neste caso, apdés determinacdo do limiar de estimulacdo em solucdo NT, o RS foi
depletado de Ca?* por meio da aplicacdo de 10 mM de cafeina (dissolvida em Tyr-0Ca). A
seguir, as células foram perfundidas com Tyr-0Ca, contendo ou ndo ISO (10mM), por 2
min previamente a aplicagdo do estimulo de alta intensidade. Cerca de 30 s depois,
retornou-se a perfusao com solugao NT.

E) Letalidade de campos elétricos apds inducado de stress: O E letal foi determinado em

midcitos de ratos nos quais foi induzido stress por dois modos: a) imobilizagdo: os ratos
eram fisicamente contidos por 1 h em um dispositivo imobilizador de acrilico (Silveira et
al., 2003; Bassani & Bassani, 2003). b) choque nas patas: os ratos foram submetidos a
sessdes de 120 choques (1 mA, 1 s de duragéao, intervalos pseudo-aleatérios, variando
entre 5 e 25 s) aplicados ao piso de uma gaiola (Bassani & De Moraes, 1988; Bassani &
Bassani, 2003b), durante 30 min. Para cada procedimento, foi aplicada 1 sessao diaria
por 3 dias. Os midcitos foram isolados logo apds a ultima sesséao.

3.7 - DETERMINAGCAO DA POLARIZACAO INDUZIDA PELO CAMPO ELETRICO
Adotamos para a membrana ("casca" dielétrica”) do midcito cardiaco o modelo
geométrico do esferdide prolato (Figura 5.2), proposto por Klee e Plonsey (1976), para o

calculo do potencial elétrico extracelular (V) gerado por E. V. foi calculado a partir das
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dimensdes celulares (2a e 2c) e dos valores de E aplicados. Assim, cada célula foi

aproximada por um esferdide descrito pela equacao 3.4:
x¥/a® + y?la? + Z2%/c? = 1 [3.4]

onde c e a sdo, respectivamente, os semi-eixos maior e menor do esferdide.

2a

| |
| 2C |

Figura 5.2: Esferoide prolato, no qual 2a é o eixo menor e 2c o0 eixo maior.

Um campo E = Ex X + Eqy Yy + Eo, z produz um V, dado por (Klee & Plonsey, 1976):

Ve(X, Y, z) = (Eox X + Eoy Y)A + (Eo, 2)C [3.5]
onde,
A={1-0,52-[0,25(1- € AIn[(1- e)/(1+ &)]] € 3} [3.6]
C={e?-10,51- €?)In[(1- €)/(1+ €)]] € 3} [3.7]
e = (1-a%/c?)"? [3.8]

Restringindo E ao plano x, z temos:
Ve(X, 2) = (Eox X )A + (Eoz 2)C [3.9]
Portanto, em células cujo eixo maior se orientava na diregdo longitudinal com

relacéo a direcao do E aplicado, Ve e Ve maximo (Vemax) a0 dados pelas equacdes 3.10 e

3.11, respectivamente.
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Ve(x,2)=EC 2z [3.10]
Ve-max= ECc [311]

Note que Ve.max depende do médulo de E e de parametros puramente geométricos

(equacgdes 3.10 e 3.11).

3.8 - PROCESSAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os resultados estdo apresentados como média acompanhada do erro-padrao ou
intervalo de confianga para 95% (IC95%).

Os dados da relagéo entre E e letalidade foram analisados pelo programa Prism 3.0
(GraphPad, San Diego, CA, USA), com a ferramenta de calculo survival test. O programa
gera tabelas de probabilidade de letalidade em fungédo de E (ou V..max) a partir dos dados
primarios de cada célula, que foram apresentados da seguinte forma:
<Campo elétrico sub-letal maximo> 0

<Campo elétrico letal> 1

Aos valores da tabela, efetuamos um ajuste ndo-linear por uma fungéo sigmdide:
f(x)=1/(1+10(20"™)

onde L50 equivale ao valor médio de E ou Venmax correspondente a 50% de letalidade

(EL50 ou AVemax50, respectivamente) e n € o coeficiente de Hill (Oliveira, 2004).

Um valor de p< 0,05 foi considerado indicativo de significancia estatistica. Os
valores de E e Vemax NO limiar de estimulacdo (Er e AVy, respectivamente) foram
comparados por teste t de Student ou andlise de variancia monofatorial. Nas
comparagdes, a nao sobreposicdo dos IC95% foi considerada como indicativa de
diferenca estatisticamente significativa.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 - MECANISMOS ENVOLVIDOS NA DEPRESSAO CONTRATIL E MORTE
CELULAR

Em 12 células estudadas, a amplitude da contracdo e do transiente de Ca*
médios a 0,5 Hz registrados antes da aplicacao do pulso de alta intensidade foram 7,41 +

0,97 % do comprimento celular de repouso (CRC) e 0,575 + 0,071 uM, respectivamente.

A) Papel do Ca** extracelular:

A Figura 4.1 ilustra o efeito da aplicacdo de um estimulo subletal de alta
intensidade (15x o limiar) sobre o encurtamento celular (Figura 4.1-A) e sobre [Ca®;
(Figura 4.1-B). Pode-se observar que, logo ap6s a aplicagdo do pulso, ocorreu um
aumento sustentado da [Ca**]; diastélica, acompanhado por contratura. A [Ca?']; diastélica
caiu vagarosamente (ficando acima de 0,4 uM por ~10 s), a0 mesmo tempo que ocorreu
lento relaxamento. Podemos observar a ocorréncia de oscilacdes de [Ca®] (e contracdes
fasicas irregulares) durante e apds a contratura. A amplitude das contracbes evocadas
por estimulos de baixa intensidade (twitches) e dos respectivos transientes de Ca?
retornou valores comparaveis aos medidos antes da aplicacdo do pulso teste apos cerca
de 10 min. Em alguns casos (como o ilustrado na Figura 4.1), observou-se aumento
temporario da amplitude desses sinais acima dos valores basais.

Em contraste com a transitoriedade do aumento de [Ca®*], e da contratura durante
pulsos sub-letais, a resposta a aplicagdo de pulsos letais consistiu da elevacao
sustentada de [Ca®] para niveis supramicromolares, acompanhada de contratura
irreversivel, como mostrado na Figura 4.2.
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Figura 4.1: Tragcados de encurtamento celular (A) e [Caz+]i (B) registrados simultaneamente em
miocitos ventriculares de rato durante estimulagcao elétrica. A seta indica a aplicagdo de um Unico
pulso de alta intensidade (15X o limiar). A recuperagcdo da amplitude da contracdo e do transiente
de Ca?*, que ocorre 10 min ap6s a aplicacdo do pulso teste, & mostrada a direita (apds a

interrupgao do tragado).
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Figura 4.2: Tragados de encurtamento celular (A), expresso como % do comprimento de repouso
da célula (CRC), e [Ca2+]i (B) registrados simultaneamente em midcitos ventriculares de rato
durante estimulacéo elétrica. A seta indica a aplicagdo de um unico pulso de alta intensidade (20 x

o limiar).

Para verificar se a entrada de Ca®** na célula estava associada & depressido
contratil ou a morte celular, fizemos experimentos nos quais o estimulo foi aplicado na
auséncia de Ca®* externo (Figuras 4.3 e 4.4). Quando o pulso de 12x o limiar (subletal) foi
aplicado na auséncia de Ca?*, nao houve modificacdo de [Ca*"], mas ao voltarmos [Ca**],
para 1 mM, observamos o aumento sustentado da [Ca®'], com posterior recuperagéo
(Figura 4.3-B). Este resultado contrasta com o que ocorreu quando um pulso da mesma
amplitude foi aplicado na presenga do ion em concentra¢cdo milimolar: neste ultimo caso,

o0 aumento sustentado de [Ca®*]; foi imediato em resposta ao choque (Figura 4.3-A).
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Figura 4.3: Tracados de [Ca®'] registrados durante estimulacdo elétrica. Um pulso de alta
intensidade (12x o limiar de estimulagao, indicado pela seta) foi aplicado em duas condigdes: na

presenca (A) e na auséncia (B) de Ca®* externo.

Ao aplicarmos um estimulo conhecidamente letal (20X o limiar) na auséncia de
Ca?, [Ca®']; também n3o se alterou. Mas, ao voltarmos o Ca®** externo a 1 mM (~1min
apos o pulso teste), ocorreu consideravel e irreversivel aumento de [Ca?®'];, seguido da
morte celular (Figura 4.4).

Em alguns experimentos complementares, o choque foi aplicado na presenca de
solugédo Tyr-0Ca a qual ndo havia sido adicionado EGTA. Neste caso, estima-se que a
[Ca?*], contaminante seja 10 uM (vs. 1 uM na presenca de 1 mM EGTA). A resposta ao
choque foi semelhante aquela observada na presenca de EGTA. Aplicando o choque na
presenca de valores maiores de [Ca®'], (0,1 ou 0,5 mM), observamos que as células
apresentam contratura e contragfes fasicas irregulares semelhantes aquelas presentes
na presenca de 1 mM de Ca*. Porém, quando o choque foi aplicado na presenca de 0,1
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mM de Ca*, as contragdes fasicas cessaram somente quando aumentamos Ca?* para 1
mM, enquanto que na presenca de 0,5 mM, estas contracbes cessaram sem a

necessidade de aumento de Ca?* para 1 mM.

6_
10s
S 4
=2
=
S 2- ¢

1 mM 0 mM Ca®* 1mM

Figura 4.4: Tracados de [Ca®'] registrados durante estimulacdo elétrica. Um pulso de alta
intensidade (20x o limiar de estimulag&o, indicado pela seta) foi aplicado na auséncia de ca*
externo. Apos retorno do Ca® externo, ocorre um aumento seguido de oscilagbes rapidas de
[Caz+]i-

B) Influéncia da NCX na sobrecarga citosélica de Ca**:

Para evitar o acumulo de Na® no citosol apds possivel permeabilizagdo da
membrana induzida pelo pulso de alta intensidade, o que poderia favorecer a operac¢ao da
NCX no modo reverso e causar aumento de [Ca®]; quando [Ca®'], fosse retornada a 1
mM, o choque de alta intensidade foi aplicado na auséncia de Na* externo (Na* foi
substituido por colina, um cation de massa bem maior). A Figura 4.5-A ilustra a condicao
controle (pulso aplicado na presenca de Na*e Ca*, perfusdo com NT), na qual o pulso de
alta intensidade (15X o limiar) provocou aumento sustentado da [Ca®*], com posterior
recuperacao. A auséncia de Na* do meio extracelular ndo impediu 0 aumento sustentado
da [Ca®']; quando [Ca?], foi retornada a 1 mM (Figura 4.5-B).
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Figura 4.5: Tragados de [Ca™];

registrados durante estimulagdo elétrica.. Um pulso de alta
intensidade (15 vezes o limiar de estimulag¢do, indicado pela seta) foi aplicado na presenca (A; NT)

e na auséncia (B; Tyr-00) de Na* e Ca®" externos.

C) Papel de canais de Ca*" tipo L na sobrecarga citosélica de Ca?*:

A Figura 4.6-A ilustra a condicdo controle, i.e., pulso de alta intensidade (12x o
limiar) aplicado na presenca de Ca?*, gerando um aumento sustentado da [Ca®'];, com
posterior recuperacao. A Figura 4.6-B ilustra a resposta a um pulso da mesma intensidade
aplicado na auséncia de Ca®". Como visto anteriormente, [Ca®*]; permaneceu inalterada
apos o choque, mas, ao voltarmos o Ca?* extracelular, observamos o aumento sustentado
da [Ca*]. Na Figura 4.6-C, podemos ver que o aumento de [Ca®*] em resposta ao
aumento de [Ca?*], ndo foi abolido quando os canais de Ca®* do tipo L do sarcolema
foram bloqueados por 5 uM verapamil durante a aplicagéo do choque e retorno de [Ca®*],
para 1 mM. As variacdes fasicas de [Ca®*]; observadas na presenca de verapamil + 1 mM
[Ca®*], foram oscilagbes espontaneas que ndo apresentaram relagdo temporal com a
aplicagéo dos estimulos elétricos.
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Figura 4.6: Tragados de [Ca®'] registrados durante estimulagdo elétrica. Um pulso de alta

[Ca®*]; (uM)

intensidade (12 X o limiar de estimulacéao, indicado pela seta) foi aplicado em trés condicbes: na
presenca de Ca®" externo (A), na auséncia de Ca®* externo (B) e na auséncia de Ca®** externo e

presenga de verapamil (C).

D) Papel do RS na sobrecarga citosélica de Ca**:

Para investigar se o RS tem algum papel na resposta contratil e de [Ca*] a choques
de alta intensidade, realizamos alguns experimentos com células tratadas com TG,
inibidor irreversivel da ATPase de Ca** do RS. Observe-se que, neste caso, a célula foi
estimulada a uma frequéncia menor (0,1 Hz) para permitir a restauracdo da [Ca®'];
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diastélica apos transientes evocados pela estimulacao elétrica de baixa amplitude, dado

que a inibicio da captagdo de Ca* pelo RS prolonga acentuadamente a fase de queda do

transiente.

Quando o pulso de alta intensidade (15x o limiar) foi aplicado antes do tratamento com

TG (condicdo controle), ocorreu um aumento sustentado da [Ca®*], oscilagdes de [Ca®*] e

posterior recuperagdo (Figura 4.7-A). Ap6s o tratamento com TG e deplecédo de Ca®* do

RS com cafeina, observamos que o aumento de [Ca®']; em resposta a um pulso da

mesma intensidade nao foi atenuado, mas, ao contrario, foi maior e de maior duracéo, e

as oscilagbes pds-choque foram consideravelmente suprimidas (Figura 4.7-B). Além

disso, 0 aumento da amplitude dos twitches apds retorno da [Ca?*]; diastdlica aos niveis

pré-choque foi totalmente abolido.

A)
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0.3+

0.0-

A l
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155 '

NT (thapsigargin)

Figura 4.7: Tracados de [Ca™]; registrados durante estimulagdo. Um pulso de alta intensidade (15

vezes o limiar de estimulacdo, indicado pela seta) foi aplicado em duas condicdes: antes (A) e

depois do tratamento com thapsigargin.
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4.2 — DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE INTENSIDADE DO CAMPO
ELETRICO E LETALIDADE

A) Letalidade de campos elétricos em midcitos despolarizados

Os valores de 2a e 2c, apresentados na Tabela 4.1, ndo foram estatisticamente
diferentes entre os grupos (p>0,05, teste t de Student). Em 130 mM [K*],, a célula se
encontra inexcitavel (V,, de repouso ~0), 0 que impossibilitou a determinagéo do limiar de
estimulagdo. Os valores de EL50 e Vo max90 estdo na Tabela 4.2. Na Figura 4.8, estédo
apresentadas as curvas de letalidade em fun¢ao da intensidade de E (painel A) e de Ve.max
(painel B), determinadas na presenca de 6 (grupo controle, N=12) e 130 mM [K™], (N=11),
onde se pode ver um deslocamento para a direita de ambas as curvas obtidas em células
despolarizadas. O desvio de Vema50 ficou entre 84 e 136 mV, que esta razoavelmente
préoximo do valor de V, de repouso (cerca de -85 mV, Bassani et al., 2004). Nao houve

diferenca entre os valores de n (p>0,05, Tabela 4.2).

Tabela 4.1: Médias + erros-padrbes das médias da largura (2a) e do comprimento (2c),
determinados em células expostas a [K'], de 6 (N=12) e 130 mM (N=11).

K
6mM 130mM
Largura (um) 329 +2,1 31,9+2,5
Comprimento (um) 125,3+5,8 139,5+6,9

Tabela 4.2: Valores médios e intervalos de confianga para 95% (IC95%) do campo elétrico e
maximo potencial extracelular associados com 50% de letalidade (EL50 e Vema50,
respectivamente) e do coeficiente de Hill (n) das respectivas curvas, determinados em células
expostas a [K'], de 6 (N=12) e 130 mM (N=11). *p<0,05.

Ko
6 mM 130 mM
média 1C95% média 1C95%
EL50(V/cm) 71,0 68,1 a 74,0 87,5 77,9 298,1*
n 5,22 4,18 a 6,26 9,213 -0,05 2 18,48
Vemaxd0(mV) 456,5 4443 a 469,0 567,2 553,8 a 581,0*
n 7,37 5,99 a 8,75 7,94 6,46 a 9,41
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Figura 4.8: Curvas de letalidade em funcao da intensidade do campo elétrico (E) (painel A) e do
maximo potencial extracelular (Ve.max) (painel B) em células expostas a [K], de 6 (N=12) e 130 mM

(N=11). As linhas verticais indicam os erros-padrées da média.

Em todas as células estimuladas na dire¢cdo longitudinal com pulsos monopolares
letais, a contratura resultante inicia-se na extremidade da célula mais proxima do anodo.
E interessante observar que este padrdo se manteve mesmo na presenca de 130 mM
[K'o.

B) Letalidade de campos elétricos durante inibicdo da captacdo mitocondrial de Ca**

Nestes experimentos, utilizou-se o FCCP, um farmaco que dissipa o gradiente de
concentracdo de H* através da membrana mitocondrial interna, o qual € o principal
componente da diferenca de potencial elétrico através desta membrana e a forca
eletromotriz tanto para a sintese mitocondrial de ATP acoplada a fosforilagcdo oxidativa,
quanto para a captagdo de Ca®* através do uniporter mitocondrial (Gunter et al., 1994).
Por causa da deplecao de ATP resultante do tratamento prolongado com FCCP (> 3 min),
nao foram determinadas curvas de letalidade, mas foram testadas apenas 3 amplitudes
de estimulo (Figura 4.9), com aplicagdo de um unico choque por célula. Campos de
intensidade de 20x Er, que sao letais a ~50% das células sob condigdes controle
(Oliveira, 2004), foram letais a todas as 4 células testadas na presengca de FCCP. Na
presenca de FCCP, a producéo de leséo letal em 50% de células (3 em 6) foi observada
para um estimulo de 16x Et , que, na condi¢do controle, é letal a ~7,5% da populacao de
células (Oliveira, 2004). Estimulacdo com intensidade equivalente a 12x Er, que € letal <
3% das ceélulas controles, resultou em letalidade de um terco das células (2 em 6) na
presenca de FCCP (Figura 4.9). Estes resultados mostram que a inibicdo metabdlica
torna os midcitos mais vulneraveis ao efeito letal do E. As dimensdes das células do
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grupo FCCP (largura = 34,2 + 2,9 um e comprimento = 128,6 + 10,2 um) nao foram
significativamente diferentes daquelas no grupo controle (largura = 32,9 £ 2,1 um e

comprimento = 125,3 £ 5,8 um).

1.0+ [ ] A

Probabilidade
de Letalidade

m FCCP
A Controle
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Campo Elétrico (xLimiar)
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<

Figura 4.9: Curva de letalidade em fungéo da intensidade do campo elétrico, expresso como um

multiplo do campo limiar (x campo limiar), em células controle e expostas a FCCP.

C) Letalidade de campos elétricos aplicados na forma de pulsos bipolares

Os valores de Er e de AVy, determinados com pulsos bipolares de baixa
intensidade com duracdo de 10 ms no total dos dois semi-ciclos, ndo foram
significativamente diferentes (p>0,05; andlise de variancia monofatorial; Tabela 4.3 e
Figura 4.10) entre as populacbées de células as quais foram aplicados pulsos de alta
intensidade (duracdo de 10 ms, N=11) e bipolares (duracdo de 10 e 20 ms, N= 9 e 10,
respectivamente). Isto permite concluir que as células dos diferentes grupos responderam
de modo semelhante a estimulacao limiar. Os valores de 2a e de 2c também nao foram
diferentes (p>0,05; analise de variancia monofatorial; Tabela 4.3).

As curvas de letalidade determinadas com pulsos bipolares com duragéo total de
10 ms deslocaram-se para a direita, em comparagdo com o grupo no qual foram usados
pulsos monopolares da mesma duracao total (Tabela 4.4 e Figura 4.11). Ao aumentarmos
a duracdo total do pulso bipolar para 20 ms, as curvas de letalidade sofreram
deslocamento a esquerda (Tabela 4.4 e Figura 4.11). Observou-se também uma queda
significativa de n no grupo bipolar (20 ms) apenas para a curva em fungéo de E (Tabela
4.4 e Figura 4.11).
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Tabela 4.3: Médias + erros-padrées das médias do campo limiar de estimulagéo (Et), do maximo
potencial extracelular no limiar de estimulagdo (AVy), da largura (2a) e do comprimento (2c) em
células submetidas a estimulagéao de alta intensidade com pulsos mono (10 ms de duracdo, N=11)

ou bipolares (10 e 20 ms de duragéo, N=9 e 10, respectivamente).

Grupo
Monopolar Bipolar (10ms)  Bipolar (20ms)
Er(V/icm) 3,15+ 0,11 3,18 +0,15 3,21 +0,10
AV(mV) 23,21 £ 0,75 23,97 £ 0,95 23,05 +0,44
Largura (um) 33,5+24 32,5+25 33,4 +1,7
Comprimento (um) 137,0 £ 3,0 142171 133,4 £3,6
A) B)
254
—~ 3.5
3 S 3.0 20-
5= 25 S
Ege £
° & 15 < 10
Qs
g g 1.0 < 5|
O -ﬁ 0.5
D g0 0-
Monopolar Bip. (10ms) Bip. (20ms) Monopolar Bip. (10ms) Bip. (20ms)

Figura 4.10: Médias (barras) e erros-padrées (linhas verticais) do campo limiar de estimulagao (A)
e do maximo potencial extracelular no limiar de estimulacdo(B), em células submetidas a
estimulacdo de alta intensidade com pulsos mono (N=11) ou bipolares (Bip., 10 ms, N=9; e 20 ms,
N=10).

Tabela 4.4: Valores médios e intervalos de confianga para 95% (IC95%) do campo elétrico e
maximo potencial extracelular associados com 50% de letalidade (EL50 e Vemad0,
respectivamente) e do coeficiente de Hill (n) das respectivas curvas, em células submetidas a
estimulagdo de alta intensidade com pulsos mono (10 ms, N=11) ou bipolares (10 ms, N=9 e 20
ms, N=10). *p<0,05 vs. monopolar; #p<0,05 vs. bipolar (10 ms).

Grupo
Monopolar Bipolar (10 ms) Bipolar (20ms)
média 1C95% média 1C95% média 1C95%
EL50(V/cm) 69,6 68,9a70,4 81,9 81,4 a 825" 62,5 61,2a639#
n 22,15 16,96 a27,34 18,59 16,42 a 20,75 11,97 852a1541#
Ve max20(mV) 518,6 513,1a524,2 621,7 616,9 a 626,5" 4425 438,7 a 446,3*#
n 14,35 12,19a16,52 16,12 14,01 a 18,23 14,42 12,70a 16,15
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Figura 4.11: Curvas de letalidade em fungéo da intensidade do campo elétrico (E) (painel A) e do
méximo potencial extracelular (Vo.max) (painel B) em células submetidas a estimulagdo de alta
intensidade com pulsos mono (10 ms, N=11) ou bipolares (10 ms, N=9; 20 ms, N=10). As linhas

verticais indicam os erros-padrdes da média.
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A assimetria do inicio da contratura evocada por pulsos monopolares de alta
intensidade, iniciada na extremidade da célula voltada para o anodo, nao ocorreu quando

se usou pulsos bipolares.

D) Estimulacdo B-adrenérgica

Os valores de E+, de AV e da amplitude de contragdo em resposta a estimulos de
baixa intensidade foram determinados na auséncia de ISO, em células posteriormente
tratadas com o agonista (-ISO, N=9) e células que nao foram expostas ao ISO (controle,
N=12) e estdo apresentados na Tabela 4.5 e na Figura 4.12. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos (p>0,05). Os valores de largura e comprimento das células
também nao foram diferentes (p>0,05, teste t, Tabela 4.5). Estes resultados indicam que a
populacdo de células posteriormente expostas a ISO foi comparavel com a de células
controles na auséncia do agonista.

A fim de estudar com maior detalhe o efeito do ISO sobre a resposta a estimulos
de baixa intensidade, determinamos Er, AV e a amplitude da contragdo na mesma
populacao de células (N=9) antes (—ISO) e depois da aplicagédo de 10 nM ISO (+ISO).
Podemos observar que Er e AVy foram menores na presenga de ISO, e que a amplitude
da contracdo a 0,5 Hz foi ~75% maior (p<0,01; teste t para amostras pareadas; Tabela
4.6), o que caracteriza o marcante efeito inotrépico positivo do agonista nesta

concentracao, bem como seu efeito redutor do limiar estimulatério .

Tabela 4.5: Médias + erros-padrées das médias do campo limiar de estimulagao (Et), do maximo
potencial extracelular no limiar de estimulagdo (AVy), da largura e do comprimento obtidos na
auséncia de isoproterenol, em células nao tratadas (controle, N=12) e células posteriormente
expostas a 10 nM isoproterenol (-ISO, N=9).

Grupo
Controle -ISO
Er(V/cm) 3,00 £ 0,28 3,13+0,13
AVt(mV) 20,24 +1,74 23,16 £ 0,93
Largura (um) 329+2,1 31,9+2,5
Comprimento (um) 125,3+5,8 139,5+6,9

36



Z
L

E 3.5-
()
T G 30] =
_E S 25 E
E § > <
8_5 1.5+ >
3 40l <
g E 1.0
o *t;', 0.54
o

0.0-

Controle -ISO Controle -ISO

Figura 4.12: Médias (barras) e erros-padrées (linhas verticais) do campo limiar de estimulagéo (A)
e do maximo potencial extracelular no limiar de estimulagdo (B) obtidos na auséncia de
isoproterenol, em células nao tratadas (controle, N=12) e células posteriormente expostas a 10 nM

isoproterenol (-1SO, N=9).

Tabela 4.6: Médias + erros-padrées das médias do campo limiar de estimulagéo (Et), do maximo
potencial extracelular no limiar de estimulacdo (AVy), e da amplitude da contracdo (Acontragéo),
expressa como % do comprimento de repouso da célula (CRC) na auséncia (-1ISO) e na presencga
de 10 nM isoproterenol (+1SO). N= 9. ** p<0,01.

-ISO +1SO
Er(V/iecm) 3,13+£0,13 2,90 +0,16**
AVi(mV) 23,16 £ 0,93 21,47 +1,08**
Acontracao (%CRC) 5,86 £ 0,90 10,36 £ 1,47**

Na Figura 4.13, estdo apresentadas as curvas de letalidade, em funcao de E
(painel A) e de Vemax (painel B), determinadas na auséncia (controle, N= 12) e na
presenca (N= 9) de 10 nM ISO. Os valores de EL50, Venax50 € n estdo na Tabela 4.7.
Podemos observar que a estimulacdo B adrenérgica reduziu a sensibilidade dos miécitos
ao efeito letal do campo elétrico, pois ambos EL50 e Ve.ma50 foram maiores na presenca

de ISO (p<0,05). Observou-se também um aumento significativo de n no grupo 1SO.
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Tabela 4.7: Valores médios e intervalos de confianca para 95% (IC95%) do campo elétrico e
maximo potencial extracelular associados com 50% de letalidade (EL50 e Vema50,
respectivamente) e do coeficiente de Hill (n) das curvas, na auséncia (controle, N=12) e na

presenca de 10 nM isoproterenol (ISO, N= 9). *p<0,05.

Grupo
Controle 10 nM ISO
média IC95% média IC95%
EL50(V/cm) 71,0 68,1 a 74,0 82,0 80,9 a 83,2*
n 5,22 4,18 a 6,26 18,38 14,14 a 22,63*
Vemaxd0(mV) 456,5 444 3 a 469,0 635,4 625,5 a 645,4*
n 7,37 5,99 a 8,75 11,19 9,244 a 13,13*
A) B)
1.004® Controle 1.001‘ e Controle
g4 ¥ 10nMISO 8o |7 100MISO
E E 0.75 3 E 0.75
E g 0.504 E g 0.50
28 o025 £8ox
0.00- 0.00
JREERAPS
E(V/cm) Ve-max(MV)

Figura 4.13 Curvas de letalidade em funcéo da intensidade do campo elétrico (E) (painel A) e do
méaximo potencial extracelular (Ve.max) (Painel B), na auséncia (controle, N=12) e na presencga de 10

nM isoproterenol (ISO, N= 9). As linhas verticais indicam os erros-padrdes da média.

A estimulacdo p-adrenérgica resulta em aumento da mobilizagdo de Ca* em
midcitos cardiacos (e.g., Bers, 2001; Soriano et al., 2007). Para testar a hip6tese de que
este efeito pudesse estar envolvido no efeito protetor do ISO, impedimos o aumento da
mobilizacdo de Ca®* do citosol pela aplicagdo do agonista na auséncia de Ca*
extracelular e de estimulacdo elétrica, apds deplecdo do estoque de Ca?* do RS. As
células do grupo controle deste protocolo (grupo 0Ca®*, N=9) ndo sofreram tratamento
farmacolégico. No grupo 0Ca?*+ISO (N=7), o protocolo foi semelhante, exceto pela adicdo
de ISO. As dimensdes das células do grupo 0Ca** (2a= 34,6 + 2,4 um e 2c=128,8 + 3,7
um) n&o foram significativamente diferentes (p>0,05) daquelas no grupo 0Ca**+ISO (2a=

35,94 £ 2,59 um e 2c= 125,8 £ 4,17 um). Os valores de EL50 e V.50 estdo na Tabela
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4.8. Na Figura 4.14, estao apresentadas as curvas de letalidade em funcéo da intensidade
de E (painel A) e de Ve.max (painel B). As células do grupo 0Ca?* foram menos sensiveis
ao efeito letal de E (aumento de 11% em EL50, p< 0. 5) e de Ve.max, €M comparagao com
o grupo controle do protocolo, no qual o choque foi aplicado na presenca de Ca*
(Tabelas 4.7 e 4.8). Porém, esta redugéo de sensibilidade pela inibicado da mobilizagao de
Ca** nao ocorreu em células tratadas com 1SO, de modo que, com o protocolo 0Ca**, o
efeito protetor exercido pelo ISO foi abolido (Tabela 4.8 e Figura 4.14).

Tabela 4.8: Valores médios e intervalos de confianca para 95% (IC95%) do campo elétrico e
maximo potencial extracelular associados com 50% de letalidade (EL50 e Vema50,
respectivamente) e do coeficiente de Hill (n) das respectivas curvas, na auséncia de Ca**
extracelular, em midcitos ndo tratados (controle, 0Ca®*, N=9) e expostos a 10 nM isoproterenol

(0Ca®* +ISO, N= 7).

Grupo
0 Ca* 0 Ca* +1SO
média 1C95% média 1C95%
EL50(V/cm) 78,5 77,4a79,6 79,0 77,7 a2 84,3
n 17,22 12,52 a 21,92 10,04 6,26 a 17,43
Vemaxd0(mV) 553,2 543,7 a 562,8 536,4 546,0 a 564,2
n 12,95 9,96 a 15,92 10,24 9,18 a 13,06
A B)
R S Al oot 50
g g 0.75- é E 0.75-
g g 0.50- § g %%
2.8 o025 2.8 025
0.00- 0.00-
REEICRFT
E(V/cm) Ve-max(MV)

Figura 4.14. Curvas de letalidade em fungédo da intensidade do campo elétrico (E) (painel A) e do
maximo potencial extracelular (Ve.max) (painel B), na auséncia de Ca** extracelular em midcitos néo
tratados (controle, oca™, N=9) e expostos a 10 nM isoproterenol (OCa2+ ISO, N= 7). As linhas

verticais indicam os erros-padrées da média.
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E) Letalidade de campos elétricos apds inducao de stress

Os valores de Er e AVy, bem como as dimensdes celulares, determinados em
células de animais ndao manipulados (grupo controle, N=12), imobilizados (grupo
imobilizacdo, N=10) e expostos a choques nas patas (grupo choque, N=11) estdo
apresentados na Tabela 4.9 e na Figura 4.15. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos (p>0,05; analise de variancia monofatorial).

Tabela 4.9: Médias + erros-padrées das médias do campo limiar de estimulagéo (Et), do maximo
potencial extracelular no limiar de estimulagdo (AVy), da largura (2a) e do comprimento (2c), em
células de animais ndo manipulados (grupo controle, N=12), imobilizados (grupo imobilizagao,
N=10) e tratados com choques nas patas (grupo choque, N=11).

Grupo
Controle Imobilizacao Choque
ET(V/cm) 3,00 £ 0,28 2,78 +£0,17 3,24 £ 0,17
AVT(mV) 20,24 £ 1,74 19,80 £ 1,01 20,84 + 0,28
Largura (um) 329+21 29,4 +2.6 33,0+1,9
Comprimento (um) 125,3 +5,8 134,3+2,9 120,0+7,0

A B
- ) 2.
°E .,
T G 301 = 20-
& 251 E 15
E *‘3 2.0 =
o ® 1.5 > 10
o35 ., <
g g 1.0 5
o 1‘7, 0.5+
@ g0

Controle Imobilizacdo Chc;que Controle Imobilizacago Choque

Figura 4.15: Médias (barras) e erros-padrées (linhas verticais) do campo limiar de estimulagao (A)
e do maximo potencial extracelular no limiar de estimulagdo(B), em células de animais néo
manipulados (grupo controle, N=12), imobilizados (grupo imobilizacdo, N=10) e tratados com

choques nas patas (grupo choque, N=11).
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As curvas de letalidade determinadas em miocitos de ratos nos quais foi induzido
stress, independente do modo de inducao (imobilizagdo ou choque), deslocaram-se para
a direita, em comparacdo com o grupo controle. Isto indica que a inducado repetida de
stress reduz a sensibilidade das células ao efeito letal de campos de alta intensidade.
Observou-se também um aumento significativo de n nos grupos Imobilizacdo e Choque
(Tabela 4.10 e Figura 4.16).

Tabela 4.10: Valores médios e intervalos de confianca para 95% (IC95%) do campo elétrico e
méximo potencial extracelular associados com 50% de letalidade (EL50 e Vemaxd0,
respectivamente) e do coeficiente de Hill (n) das respectivas curvas, em células de animais nao
manipulados (grupo controle, N=12), imobilizados (grupo imobilizagdo, N=10) e tratados com
choques nas patas (grupo choque, N=11). *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. Imobilizagao.

Grupo
Controle Imobilizacdo Choque
média 1C95% média 1C95% média 1C95%
EL50(V/cm) 71,0 68,1 a 74,0 80,5 78,5 a 82,5" 77,7 76,0 a 79,5*
n 5,22 4,18 2 6,26 12,92 8,994 a 16,85* 9,34 7,484a11,19*
Vemaxd0(mMV) 456,5 444,3 a 469,0 567,8 560,7 a 574,9* 488,9 483,4a2494,4#
n 7,37 5,99 a 8,75 12,11 10,23 a 14,00* 13,28 11,36 a 15,21*
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Figura 4.16: Curvas de letalidade em fungéo da intensidade do campo elétrico (E) (painel A) e do
maximo potencial extracelular (Vemax) (painel B) em células de animais ndo manipulados (grupo
controle, N=12), imobilizados (grupo imobilizacdo, N=10) e tratados com choques nas patas (grupo
choque, N=11). As linhas verticais indicam os erros-padrdes da média.
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CAPITULO 5

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Embora existam trabalhos na literatura (e.g., Knisley & Grant, 1995) que
apresentem valores de E letais em midcitos cardiacos, ndo havia relato de como a
intensidade de E se relaciona a produgado de lesao, ou sido proposta uma abordagem
metodoldgica para responder esta questdo. Utilizamos um método, desenvolvido em
nosso laboratério (Oliveira, 2004), que nos permitiu uma andlise quantitativa e
probabilistica da rela¢do entre a intensidade do E aplicado a midcitos cardiacos isolados e
letalidade. Esta analise permitiu a obtencdo de um pardmetro que descreve a
sensibilidade da preparacdao a E, e foi utilizada ndo somente para investigar os
mecanismos envolvidos na lesdo celular por E de alta intensidade, mas também para
testar condi¢cdes que pudessem exercer efeito protetor sobre a célula exposta a E de alta

intensidade.

5.1 — MECANISMOS ENVOLVIDOS NA DEPRESSAO CONTRATIL E MORTE
CELULAR

A sobrecarga de Ca* acompanhada de contratura foi observada em células
submetidas a E letais (Figura 4.2) e subletais (Figura 4.1) de alta intensidade. No caso de
E subletais, ocorreram oscilagbes de [Ca®] durante e apds a elevacdo da [Ca®]
diastélica que foi acompanhada por contratura. Observou-se ainda aumento da amplitude
das contragbes e dos transientes de Ca®* evocados por estimulos de baixa intensidade
(efeito inotrépico positivo) apds o retorno de [Ca®']; diastdlica para valores pré-choque.
Este tipo de resposta contratil foi também observado em preparagées multicelulares de
atrio esquerdo isolado de rato (Soares, 2003; Moura et al., 2004). O efeito inotrdpico
positivo pode ser o resultado de um aumento da carga de Ca®* do RS devido & grande
elevagdo de [Ca®']; logo apos aplicacdo do estimulo de alta intensidade, o que pode
aumentar a eficiéncia do AEC (Han et al., 1994; Bassani et al., 1995b; Shannon, 2000). A
auséncia deste efeito inotrépico positivo apés inibicdo irreversivel da ATPase de Ca** do
RS com TG (Bassani et al., 1993) seguida de deplecdo do estoque de Ca** da organela

(Figura 4.7B) esta de acordo com esta hipétese.
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Uma observacao interessante é que, para choques subletais, a elevacao diastélica
de [Ca®']; é transitéria, com o retorno para os niveis pré-choque apés 10-20 s. O carater
transitorio desta resposta permanece apds inibicdo irreversivel da ATPase de [Ca®']; do
RS, 0 que sugere que a recuperacgdo da [Ca®']; possa refletir a remocdo de uma via de
influxo (e.g., possivelmente o fechamento de eletroporos). Isto permitiria que mecanismos
de remogao de Ca®* citosélico pudessem restaurar [Ca®] diastélica para os valores pré-
choque. Por outro lado, a inibicdo da captacdo de Ca** pelo RS resultou em elevacéo
maior e mais duradoura da [Ca®']; diastélica. Isto sugere um papel do RS no
amortecimento da sobrecarga de Ca®, provavelmente pelo seqilestro do Ca** que
adentra a célula apés o choque pela ATPase de Ca* do RS, cuja velocidade de
transporte aumentaria com o aumento de [Ca®']; (Bers, 2001). Também foi observada,
apos inibicdo da fungdo do RS, a supressdo das oscilagbes de [Ca®*]; em resposta &
aplicacao do pulso de alta intensidade (Figura 4.7). Interpretamos estes resultados
propondo que essas oscilacdes seriam causadas pela liberagcdo espontanea de Ca** via
canais de liberacdo de Ca®* do RS, os quais tém sua atividade aumentada com o
aumento de [Ca*] e da carga de Ca®** do RS (Fabiato, 1983; Bassani et al., 1995b,1997;
Lukyanenko et al., 2001; Shannon et al., 2000, 2002). Assim, concluimos que o RS nao
contribui para a sobrecarga de Ca*: pelo contrario, tende a diminui-la; porém, contribui
para o efeito inotrépico positivo observado apés estimulacao de alta intensidade (Figura
4.1). Portanto, pode ocorrer uma menor tolerancia ao choque desfibrilatério em situagbes
nas quais a funcao do RS esta deprimida, como a insuficiéncia cardiaca (Piacentino et al.,
2003) e/ou quando a liberagdo de Ca®** do RS é supranormal, como durante estimulacdo
adrenérgica prolongada e ativacao persistente da PKA e da quinase de proteinas
dependente do complexo Ca**-calmodulina (CaMKIl), presente durante a sobrecarga de
pressao arterial e insuficiéncia cardiaca (Marx et al., 2000; Zhang et al., 2003; Ai et al.,
2005; Curran et al., 2007). Nestas condigbes, a sobrecarga de Ca®* poderia ser maior
e/ou haveria maior faciltagdo da geragdo de atividade espontanea, levando ao
aparecimento de arritmias e até a morte celular (Bassani et al., 1997; Bers, 2001;
Berridge, 1998; Bassani & Bassani, 2003b; Maier et al., 2003; Kohlhaas et al., 2006).

O aumento de [Ca®']; evocado por estimulo de alta intensidade depende da
presenca de concentracdes milimolares de Ca** no meio externo (Knisley & Grant, 1995;
Figuras 4.3 e 4.4). Observe-se que a solucdo Tyr-0Ca nao é totalmente livre de Ca?®*. A
presenca de 1 mM EGTA reduz a [Ca®*], contaminante de ~10 para ~1 puM. Ao trabalhar

com a solugao Tyr-0Ca, tomamos cuidado para minimizar a alteracao da distribuicao de
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cargas elétricas na face externa da membrana com a substituicdo equimolar do Ca* da
solucdo por outro cation divalente (Mg?). Como a [Ca®'] diastélica em midcitos
ventriculares isolados de rato é cerca de 0,20 uM (Bassani & Bassani, 2002; Ricardo et
al., 2008), a diferenca de [Ca®']; extra e intracelular, mesmo na presenca de EGTA, seria
suficiente para permitir algum influxo do ion pelos eletroporos. Entretanto, sinais de
aumento de [Ca®]; (contragdes espontaneas) foram observados apenas quando [Ca?*], foi
>0,1 mM.

Quando [Ca®'], foi rapidamente retornada a 1 mM (tipicamente 10-15 s apéds o
choque), desenvolveu-se acimulo de Ca®* citosélico e contragdes espontaneas no caso
de estimulos subletais (Figura 6.14), porém de modo aparentemente menos severo do
gue na condig¢ao controle. No entanto, a perfusdao com solugédo Tyr-0Ca durante o choque
nao impediu a morte celular apds reintroducédo do Ca** externo no caso de choques de
intensidades mais altas. Estes resultados estdo de acordo com os observados por Knisley
& Grant (1995), que relataram que a leséao irreversivel de miécitos isolados submetidos a
campos elétricos de alta intensidade (100 a 150 V/cm) é dependente da presenca de Ca?*
externo. Resultados similares foram observados no presente estudo quando os midcitos
foram perfundidos com a solugdo sem Ca® por até 5 minutos apés aplicacdo do pulso de
alta intensidade (resultado ndo mostrado) e em preparagées multicelulares submetidas a
um protocolo experimental semelhante (Soares, 2003). Além disso, a auséncia de
aumento de [Ca®'li em resposta ao choque em meio sem Ca?*, mesmo no caso de
campos letais, indica que o acimulo de Ca** ndo se deve & liberacéo de Ca®* de estoques
intracelulares, como o RS e as mitocéndrias. Jones et al. (1980), utilizando microscopia
eletrénica, encontraram danos estruturais em mitocéndrias, RS e miofibrilas em midcitos
submetidos a campo de 200 V/cm. No entanto, esta intensidade € bem superior a faixa de
E utilizada no presente estudo, a qual é compativel com os valores de E experimentados
pelo coracédo durante a desfibrilagao (Yabe et al., 1990).

No conjunto, nossas observacdes confirmam que o aumento de [Ca®] é
dependente da entrada de Ca** externo e que a via de entrada de Ca®** permanece ativa
por até varios minutos apés aplicagao do pulso de alta intensidade.

Uma possivel via de entrada de Ca?* é representada pelos canais de Ca*
voltagem-dependentes do tipo L presentes no sarcolema. No entanto, esta via foi
descartada apOs experimentos nos quais a preparacao foi exposta a verapamil, um
bloqueador seletivo desses canais (Tsien et al., 1991), desde antes da aplicacdo do

choque (em meio sem Ca?*) até os primeiros minutos apds o retorno da [Ca*], a 1 mM
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(Figura 4.6). Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Tovar &
Tung (1992) que observaram que, a partir de uma V,, de 0,4 V, o aumento de condutancia
da membrana de miécitos cardiacos de ra ocorre mesmo na presenca de bloqueadores
desse tipo de canal (1 mM Cd?* e 1 mM Ni?*).

Outra possivel via € o NCX. Um possivel alto influxo de Na* durante o choque
poderia levar a acumulacao citosolica deste ion, tornando assim mais negativo o potencial
de reversao da troca, o que favoreceria o funcionamento do NCX no modo reverso
(extruindo Na* e transportando Ca®* para dentro da célula) ap6s a readmissdo de Ca** ao
meio. Para testar esta possibilidade, retiramos ambos os ions da solugédo de perfusao
(Figura 4.5) durante a aplicagdo do choque, para evitar que a concentragao intracelular de
Na*® aumentasse apés o estimulo. Podemos observar que, do mesmo modo que nos
experimentos realizados na presencga de Na* (Figura 4.4), ocorreram aumento diastélico e
oscilagbes de [Ca®] ap6s retorno & [Ca®*], controle. Assim, ndo nos parece que a NCX
seja a principal via de entrada de Ca? que causa a sobrecarga apés aplicacdo do
estimulo de alta intensidade.

Com base nos resultados discutidos acima, consideramos como mais plausivel a
proposta de que a entrada de Ca?* se faca por poros hidrofilicos formados na membrana
devido a aplicacao do estimulo de alta intensidade (eletroporacao). Entretanto, ainda néo
podemos afirmar que a sobrecarga de Ca®* se deva somente ao influxo de Ca®* através
dos poros. Nao se pode descartar uma contribuicao das vias mediadas por proteinas de
sarcolema (canais de Ca®* e NCX); porém, os presentes resultados indicam que esta
contribuicao, se existe, é pequena.

Em resumo, nossos resultados sao consistentes com a hipotese de depressao
contratil e/ou morte celular causada pela sobrecarga de Ca?*, devido ao influxo de Ca*
principalmente através de poros ndo seletivos da membrana resultantes de eletroporagéo.
No caso de choque subletais, a acumulacdo de Ca?* no citosol parece ser amortecida
pela captacéo de Ca** pelo RS, o que leva ao aumento do contetido de Ca** na organela,
favorecendo maior liberacdo de Ca** espontanea nos primeiros segundos pés choque
(oscilagdes de [Ca®']) e, posteriormente, um aumento da amplitude dos transientes de
Ca®* evocados pela estimulagdo de baixa intensidade. Se por um lado, as oscilagdes de
[Ca®]i podem dar origem a arritmias pela geracdo de correntes despolarizantes
(Schlotthauer & Bers, 2000; Bassani & Bassani, 2003b), por outro, o efeito inotrépico
positivo que se instala ap6és normalizacdo de [Ca?']; pode contribuir para melhorar os
parametros hemodinamicos pds-desfibrilacao.
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5.2 — DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE INTENSIDADE DO CAMPO
ELETRICO E LETALIDADE

O V. gerado por E induz um rearranjo de cargas em ambas as faces da membrana
celular, causando uma variagdo de V., que é positiva do lado do catodo e negativa do
lado do anodo, e se sobrepde ao V. de repouso. Uma vez que o fenémeno da
eletroporacao depende de V., absoluto atingido (Weaver & Chizmadzhev, 1996a, b;
DeBruin & Krassowska, 1999), espera-se que a anulagédo do V,, de repouso resultaria em
menor sensibilidade ao efeito letal de E, ja que um maior valor de V. (e, portanto, de E)
seria necessario para que a extremidade anddica da membrana fosse exposta ao V, de
repouso critico para eletroporagdo. Nossos resultados experimentais confirmaram esta
predicdo. As células despolarizadas por aumento de [K*], foram mais resistentes ao
campo (Tabela 4.2 e Figura 4.8), pois os valores de EL50 e Ve¢.ma50 foram cerca de 25%
maiores do que em células polarizadas, com desvio paralelo das curvas para a direita.
Além disso, em midcitos despolarizados, Vema50 foi aumentado em ~100 mV, um valor
proximo do V. de repouso de midcitos ventriculares de rato submetidos a condi¢oes
experimentais semelhantes (-80 a -85 mV, Bassani et al, 2004), o qual teria sido
suprimido pela alta [K*],. Uma importante conclusdo é que, embora se espere que a
eletroporacdo gere uma via de curto-circuito na membrana, limitando sua polarizagéo,
este resultado nos indica que os valores estimados de Ve.max (pelo menos até o nivel de
Vemax20) representam uma aproximacgao razoavel de AV .

Apesar da variagéo de Vy, induzida por V. ser igual em médulo nos dois lados da
célula, como o V, de repouso é negativo (-80 a -85 mV, Bassani et al., 2004), ocorre uma
assimetria de Vp, final, ou seja, o valor em modulo de V,, € maior do lado do anodo: como
a variacao de V,, é negativa neste lado, ela se soma ao V,, de repouso, enquanto que, do
lado do catodo, ocorre a subtracdo do V., de repouso. Esta assimetria de polarizacao
deve ser abolida com o aumento de [K*],, ou seja, nesta condicdo, o Vy, final durante o
choque deve ser o mesmo em modulo nos dois lados da célula. Porém, mesmo na
presenca de alta [K'],, a contratura desenvolvida em resposta a E letal se manteve
assimétrica, ou seja, iniciou-se sempre na extremidade da célula voltada para o anodo, tal
como acontecia em células normalmente polarizadas. Este resultado (inicio de contratura
ou aumento de [Ca']) também foi observado por outros pesquisadores que aplicaram
pulsos de alta intensidade em células despolarizadas, isto é, durante o platd do potencial
de agao ou na presenca de alta [K*], (Knisley & Grant, 1995; Teruel & Meyer, 1997). No
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entanto, observamos, assim como Tekle et al. (1990) haviam visto em células nao
excitaveis, que esta aparente assimetria de eletroporacao foi abolida quando a célula foi
estimulada por pulsos bipolares. Portanto, nossos resultados confirmam a proposta de
gue essa assimetria ndo é causada pela existéncia do V,, de repouso negativo, mas esta
relacionada a outros fatores, como possivelmente a assimetria de cargas das cabegas
polares dos fosfolipides presentes na membrana celular (Post et al., 1988; Teruel &
Meyer, 1997; Vernier et al., 2006).

Foi observado que, ap6s desacoplamento da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, as
células ficaram menos resistentes a E (Figura 4.9). Com a perda do potencial elétrico
através da membrana mitocondrial interna devida a acdo do FCCP, ocorre anulagédo da
forga eletromotriz para a captacdo de Ca®* pelas mitocdndrias (Giinter et al., 1994), a qual
poderia contribuir para amortecer a elevacdo de [Ca®] resultante do choque. Portanto, é
concebivel que o desacoplamento possa exacerbar a sobrecarga de Ca®* e aumentar a
vulnerabilidade dos midcitos a E. Por outro lado, o processo de reparo da membrana, que
provavelmente influencia na susceptibilidade das células a E, pode ser afetado
negativamente pela queda da concentracdo intracelular de ATP durante a inibicdo
metabdlica (Li et al., 1989), ja que a remogao do gradiente de [H*] através da membrana
mitocondrial interna interrompe a sintese do nucleotideo. O ATP €& necesséario ao
processo de reparo rapido da membrana celular (Haest et al., 1997) e provavelmente
também ao processo de reparo lento, pois este € semelhante a exocitose dependente de
ATP em células secretoras, conforme observado por Shimono et al. (2005) em células
pancredticas de rato. E importante notar, no entanto, que a curta exposicdo a FCCP nos
presentes experimentos (< 3 min) provavelmente nao foi suficiente para causar deplecao
marcante dos estoque celulares de ATP (Li et al., 1989). Contudo, ndo podemos descartar
deplecéo localizada no compartimento associado a regido frans do sistema de Golgi, de
onde provém as vesiculas que formam o patch de reparo (McNeil & Steinhardt, 2003). E
importante lembrar que o coracdo em fibrilacdo perde sua fungdo bombeadora, o que
prejudica o aporte de O, e nutrientes também para o proprio miocardio, o que leva a
isquemia e pode comprometer a producdo de ATP. Deste modo, podemos intuir que
guanto mais longo o periodo de fibrilagdo, mais vulneravel o miocardio se tornaria aos
efeitos deletérios do choque. Isto pode contribuir para a queda da probabilidade de
sucesso da desfibrilacdo com o tempo de arritmia. Estudos clinicos relatam que a
probabilidade de 6bito € de 50% se a arritmia é tratada nos primeiros 5 min, e aumenta
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10% a cada minuto sem tratamento. Poucas tentativas de desfibrilacdo tém éxito apos 10
minutos (Eisenberg et al., 1980; Larsen et al., 1993).

Buscando contribuir para o desenvolvimento de protocolos estimulatérios mais
seguros, testamos a influéncia da forma de onda do choque sobre a sensibilidade dos
miocitos ao efeito letal de E. A excitacado de midcitos ventriculares com a forma de onda
bipolar requer menor E e variagdo de V., quando comparada com a monopolar (Bassani
et al., 2006). Alem disso, a forma bipolar em choques do tipo desfibrilatério é mais efetiva
e causa menos efeitos deletérios (Faddy et al, 2003). Os presentes resultados
demonstram, pela primeira vez, que os melhores resultados obtidos in vivo com pulsos
bipolares durante a desfibrilacdo poderiam ser atribuidos, pelo menos em parte, ao a um
menor efeito lesivo sobre o miocardio, inerente a esta forma de onda. Observamos que,
para pulsos com a mesma duracao total (10 ms), as células foram menos sensiveis a
acao letal de E com pulsos bipolares do que com monopolares (Tabela 4.4 e Figura 4.11).
Por exemplo, para um E de 70 V/cm (equivalente a Ve.max ~500 mV), a probabilidade de
letalidade foi >50% para o pulso monopolar e ~0% para o pulso bipolar. Ainda ndo esta
claro porque o estimulo bipolar causa menos danos a célula. Vernier et al. (2006)
propuseram que E de alta intensidade, além de produzir eletroporagéo, atua induzindo a
externalizagdo, na extremidade anddica da célula, de fosfolipides carregados
negativamente, os quais estdo localizados preferencialmente no folheto interno da
membrana. Esta alteracao facilita a transicdo dos poros da configuracao hidrofébica para
a hidrofilica, além de contribuir para a estabilizacao dos poros formados. Este fendmeno
se mostrou cumulativo e dependente do tempo de aplicacdo do E (Vernier et al., 2006).
Assim, com a inversdao de polaridade do pulso, o processo de expansdo e/ou
estabilizagdo dos poros numa dada extremidade da membrana poderia ser interrompido,
de modo que o grau de eletroporagdo seria menos severo do que com pulsos
monopolares.

Quando aumentamos a duragéo dos pulsos bipolares (total de 20 ms), a curvas de
letalidade se inverteram, ou seja, as células foram mais sensiveis a acao deletéria de E
do que com monopolares de 10 s de duracéo (Tabela 4.4 e Figura 4.11). Este resultado
nao estd de acordo com o resultado apresentado por Tovar e Tung (1992), que nao
observaram diferengas entre estimulos monopolar (10 ms) e bipolar (20 ms de duragéo
total) no V., requerido para eletroporacdo de midcitos ventriculares de anfibios sob
voltage-clamp, mas observaram que a reversdo do aumento de conduténcia era mais

rapida com pulsos bifasicos. Porém, a técnica utilizada para indugcao dos poros foi
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diferente da que foi utilizada neste trabalho: enquanto esses autores utilizaram voltage-
clamp (i.e., variacao de tensao homogénea em toda a membrana), nés utilizamos, assim
como nos processos clinicos de estimulacdo cardiaca, campos elétricos externos, que
causam variagoes de V., que sao altamente variaveis no espaco. Além disso, nés nao
mensuramos a eletroporacdo, mas sim a probabilidade de letalidade, a qual envolve
outros fendbmenos, além da eletroporagéo.

Comparando os efeitos de ambas as configuragbes de pulsos bipolares,
observamos que, para um dado valor de E, o pulso com duragéo total de 10 ms foi menos
letal do que aquele com duragéo total de 20 ms. Isto poderia ser explicado pela relagao
positiva entre a duragcdo do pulso e a densidade de poros e o tempo em que a célula
permanece permeabilizada (Rols & Teissié, 1998; Gabriel & Teissié, 1999). O coeficiente
de Hill da curva de letalidade vs. E para do grupo bipolar (duragdo de 20 ms) foi
significativamente menor do que nos dois outros grupos (Tabela 4.4), no entanto néo
temos informagéao suficiente para propor uma explicacao para este fenémeno.

Por outro lado, o pulso bipolar de amplitude alta o suficiente para produzir lesao
irreversivel provavelmente causa danos severos a membrana de ambas as extremidades
da célula (anddica e catddica), pois a contratura sustentada foi iniciada em ambos os
lados da célula, diferentemente da contratura observada em resposta ao estimulo letal
monopolar, que foi iniciada somente na extremidade voltada para o anodo.

Um importante parametro a ser observado durante a estimulagao por E é o fator
de seguranca (razao entre os valores de E requeridos para a lesdo e excitagdo), que pode
ser aproximado por EL50/Er. E interessante notar que, em comparagcdo com pulsos
monopolares da mesma duragéo, o valor de Er € ~25% menor para os pulsos bipolares
(Bassani et al., 2006), enquanto que EL50 é ~15% maior (presentes resultados), o que
resulta em um fator de seguranca 55% maior. Portanto, de acordo com nossos dados,
pode-se concluir que a forma de onda bipolar seja superior a monopolar para desfibrilagcao
e estimulagdo marca-passo, pois € mais eficiente na excitacao elétrica, além de ser
menos lesiva as células.

Espera-se que, na maioria dos casos em que a desfibrilagdo é necessaria, ocorra
um aumento do grau de estimulacdo B-adrenérgica do miocardio, seja por aumento
reflexo da atividade simpatica devido a hipotensdo causada pela queda do débito
cardiaco, seja pela injecao de adrenalina para tentar reverter a assistolia (Tsagkataki et
al., 2008). Portanto, consideramos importante investigar como a ativacdo de receptores f3-

adrenérgicos modificam a vulnerabilidade miocardica ao efeito letal de E de alta
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intensidade. Na presenca de 10 nM ISO (uma concentracdo submaxima do agonista,
razoavelmente compativel com os niveis fisiologicos de estimulacdo, Carvalho et al.,
2006), observou-se que Er e AVt foram menores, enquanto que a amplitude da contragéo
foi 75% maior do que na auséncia do agonista. Este ultimo resultado j& era esperado, pois
ja é conhecido que a estimulagdo B-adrenérgica tem um efeito inotropico positivo (Bers,
2001; Soriano et al., 2007). Os menores valores de Er e AV, que caracterizam maior
sensibilidade a excitacado pelo campo elétrico, poderiam, a principio, ser explicados por
uma possivel despolarizagdo diastolica da membrana, como observado em midcitos
ventriculares de humanos sob estimulacao -adrenérgica por Koumi et al. (1995b). Porém,
estes autores usaram concentragdes supramaximas de ISO (na faixa micromolar), bem
superiores a concentracdo usada nos presentes experimentos (10 nM), que pode ser
insuficiente para alterar V diastdlico. Consideramos mais provavel que nossos
resultados possam ser explicados, pelo menos em parte, pelos seguintes mecanismos:
a) A estimulagao B-adrenérgica diminui a corrente retificadora de entrada de K* (Koumi et
al.,, 1995a,b; Bers, 2001; Pogwizd et al., 2001), principal componente da condutancia
ibnica da membrana em repouso, 0 que levaria a aumento da resisténcia total da
membrana. Isto tornaria mais facil para correntes despolarizantes (e.g., de Na*) causarem
o disparo de um PA, o que poderia diminuir a despolarizacdo necessaria para que o
potencial limiar fosse atingido (AVr).
b) A estimulagdo B-adrenérgica aumenta a corrente de Na®, devido ao aumento do
numero de canais funcionais no sarcolema que medeiam a corrente de Na* voltagem-
dependente (Lu et al.,, 1999). Isto poderia elevar a probabilidade de disparo de um PA
com uma menor AV, induzida pelo E, o que levaria a redugéo de Et e AVr.

Os resultados das curvas de letalidade na presenca de ISO foram surpreendentes:
todas as curvas de letalidade (em funcdo de E, bem como de V..max) deslocaram-se para a
direita com relagdo a condic¢ao controle (Figura 4.13), o que indica aumento da tolerancia
celular ao efeito letal do campo elétrico. O aumento do coeficiente de Hill indica que o
efeito protetor do ISO foi restrito a campos de menor intensidade (50-80 V/cm), mas nao
se manifestou para valores mais altos de E, para os quais a letalidade foi semelhante
aquela em células controles (80-130 V/cm). Krauthamer & Smith, (2004) relataram que a
estimulacdo de adrenoceptores B encurta o periodo de inatividade elétrica (atribuido a
eletroporacao) ap6s choque do tipo desfibrilatério em cultura de células cardiacas. Estes
resultados sdo consistentes com 0s nossos, ja que sugerem menor grau de eletroporacao
(e/ou reparo mais eficiente) em resposta a choques de uma dada amplitude.
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Consideramos trés possibilidades nao exclusivas para explicar o efeito protetor do
ISO:
a) ISO modificaria as propriedades da membrana, tornando-a mais resistente a AV,
induzida pelo E de alta intensidade. Os poros hidrofilicos formados a partir de poros
hidrofobicos devido a eletroporagdo podem ser reversiveis se ndo ultrapassarem um raio
critico (Tsong, 1991; Weaver, 1994; Weaver & Chizmadzhev, 1996a, b; DeBruin &
Krassowska, 1999; Smith et al., 2004). Todo o processo, desde a abertura dos poros
hidrofilicos até seu fechamento, demora de segundos a minutos, para pulsos
estimulatérios com duragado na faixa de us a ms (Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska,
1999), e tanto sua formacao quanto sua reversao para poros hidrofébicos depende da
fluidez da membrana: quanto menos fluida a membrana menor a chance de formar o poro
e maior a chance de desfazé-lo (Weaver & Chizmadzhev, 1996a). Em membranas
planares, foi observado um menor limiar de eletroporacdo quando era adicionado um
agente surfactante, que diminui a tensao superficial da membrana (i.e., aumenta a fluidez,
Troiano et al., 1998). Observou-se, ao contrario, maior limiar de eletroporagédo quando é
adicionada gramicidina, que se incorpora a membrana e a estabiliza (diminui a fluidez,
Troiano et al., 1999). Um conhecido estabilizante de membrana € o propranolol (Godin et
al., 1976; Welman, 1979; Anderson et al., 1996), que, ao contrario do ISO, é um B-
bloqueador. Assim, seriam esperados mais altos limiar de eletroporagéo e valor de EL50
se ISO diminuisse a fluidez da membrana. Porém, ndo achamos nenhuma evidéncia na
literatura de que o ISO interaja diretamente com a fase lipidica da membrana e altere sua
fluidez, embora esta possibilidade nao possa ser totalmente descartada.
b) Estimulacéo pelo ISO da remogdo de Ca** do citosol. Ndo ha evidéncia conclusiva de
qgue a NCX seja modulada pela estimulacao p-adrenérgica (Lin et al., 2006). Ja a taxa de
captacdo de Ca?* pela ATPase de Ca®* do RS é sabidamente aumentada pela
estimulacdo pB-adrenérgica (Bers, 2001). No entanto, apesar do RS contribuir para minorar
a sobrecarga de [Ca®] ap6s o choque (Figura 4.7), a inibicdo da funcéo do RS por TG
ndo causou aparente aumento da sensibilidade das células a aplicacdo de campos
elétricos de alta intensidade. Por exemplo, E de intensidade 12-15x Ey, que tém baixa
probabilidade de letalidade (Oliveira, 2004), causaram aumento transitério de [Ca®*] tanto
antes quanto depois do tratamento com TG. Portanto, parece pouco provavel que maior
atividade do RS per se seja responsavel pelo deslocamento a direita das curvas de
letalidade de células na presenca de ISO. Porém, € necessdria investigagdo mais
profunda deste possivel mecanismo.
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c) ISO potencializaria os mecanismos de reparo da membrana. Estes mecanismos
apresentam um componente rapido (que pode durar ms ou menos) e um mais lento (que
dura de segundos a minutos). O reparo rapido consiste na reversdo dos poros hidrofilicos
em hidrofobicos, e depende somente da tensao superficial da membrana (Weaver &
Chizmadzhev, 1996a; McNeil & Steinhardt, 2003). Em células nucleadas, este mecanismo
leva ao reparo de pequenas rupturas (<0,2 um de didmetro, McNeil & Steinhardt, 2003). O
reparo lento consiste no re-selamento da membrana. Os resultados de nossos
experimentos na auséncia nominal de Ca®" extracelular (Figura 4.3) sugerem que os
poros s6 se fecham totalmente apds a volta do Ca?®* externo para nivel milimolar, ja que,
mesmo ap6és 5 min apés o choque, o retorno do Ca®* extracelular ainda causava
acumulacdo intracelular de Ca®*. Este processo de reparo é fortemente dependente da
proteina quinase C (PKC, McNeil & Steinhardt, 2003). Embora ndo possamos afirmar que
a PKC seja ativada pelo ISO, o mecanismo de acao deste agonista B-adrenérgico
certamente inclui ativacdo da PKA (Bers, 2001). A estimulacdo da PKA aumenta a
secrecao de insulina em células beta pancreaticas (Lee et al., 2003; Yang & Gillis, 2004;
Shimono et al., 2005), e potencializa o auto-reparo de células de coérnea de coelho
perfuradas mecanicamente (Shen & Steinhardt, 2005).

Shen & Steinhardt (2005) observaram que a estimulacdo da PKA nao tem efeito
facilitador do reparo da membrana quando a PKC esta bloqueada, e propuseram que a
PKA age como coadjuvante da PKC no processo de re-selamento, potencializando seu
efeito. Nossa hipétese inicial foi a de que o aumento da mobilizagdo de Ca** do citosol
resultante da estimulagdo da PKA contribuiria para a ativagdo da PKC em midcitos
cardiacos, facilitando assim o reparo do sarcolema e aumentando a resisténcia a E de
intensidade moderadamente alta. Testamos esta hipdtese nos experimentos em que o
choque foi aplicado na auséncia de Ca®* externo, apds esvaziamento dos estoques do
RS. Nestes experimentos, as células ndo foram eletricamente estimuladas durante a
exposicdo ao ISO com o objetivo de manter [Ca?*]; baixa em ambos os grupos controle e
ISO. Nestas condigbes, observamos que as células do grupo 0Ca?* (controle) foram
menos sensiveis ao efeito letal de E, comparado com o grupo controle no qual o choque
foi aplicado na presenca de 1 mM Ca?* (Tabelas 4.7 e 4.8). Uma possivel explicacdo para
esta menor sensibilidade é a de que a troca da solucao Tyr-0Ca por NT nao foi imediata,
ocorrendo um aumento gradual de Ca®* externo. Assim, entre a aplicacdo do choque e o
retorno de [Ca®*], para 1 mM, poderia teria havido fechamento de uma parte dos poros

pelos mecanismos de reparo, 0 que poderia ter exercido um efeito protetor. No entanto,
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para nossa surpresa, esta reducdo de sensibilidade pela aplicacdo do choque na
auséncia de Ca®*, ndo ocorreu na presenca de ISO, de modo que o efeito protetor do ISO
foi abolido nesta condicao (i.e., comparado ao mesmo protocolo na auséncia de ISO;
Tabela 4.8 e Figura 4.14). Parece plausivel, portanto, concluir que os efeitos
dessensibilizantes da remogao de Ca®* extracelular e de ISO nao sao aditivos. Isto pode
indicar que ambos os efeitos protetores (i.e., da auséncia de Ca®* durante o choque e do
ISO) sdo mediados pelo mesmo mecanismo, possivelmente reparo de membrana.

O efeito da remocéao de [Ca*], sobre a susceptibilidade celular ao efeito letal de E
na auséncia de ISO certamente complicou a interpretagcdo dos resultados frente a nossa
hipétese inicial. No entanto, tal manobra foi absolutamente necessaria para minimizar
diferencas de mobilizacdo de Ca®* citosélico na presenca e auséncia do agonista. O
resultado final é que, quando estas diferengas sdo minimizadas, ndo mais se observa o
efeito protetor do 1SO. E importante, portanto, que se investigue futuramente se de fato o
reparo de membrana é o mecanismo subjacente a ambos os efeitos, e especialmente o
papel de enzimas envolvidas neste mecanismo, como a PKC e a PKA.

A estimulacao B-adrenérgica apresentou efeitos qualitativos semelhantes aos do
pulso bifasico: diminuiu Er e AVr, e reduziu a sensibilidade ao efeito letal de E. Foi
descrita reducdo também do limiar desfibrilatério durante a estimulagdo B-adrenérgica
(Kalus et al., 2005). Portanto, a estimulagdo B-adrenérgica deveria, teoricamente,
contribuir para maior efetividade e menor risco na desfibrilacdo. Mas a estimulacao -
adrenérgica aumenta o consumo de O,, 0 que pode ser um problema na isquemia
miocardica (ja discutido), e facilita a fibrilacao (Han et al., 1964). O uso de agonistas -
adrenérgicos na terapia emergencial da fibrilagdo ventricular tem sido bastante discutido.
Embora doses moderadas de adrenalina tenham sido recomendadas nos casos de
assistolia, argumenta-se que nao ha evidéncia clara de efeitos benéficos em humanos,
apesar de haver relatos de beneficio em animais (Tsagkataki et al., 2008). Ha relatos de
maior taxa de recuperagado espontanea da circulagdo e maior porcentagem de pacientes
vivos ingressando no hospital apos tratamento emergencial com adrenalina vs. nao
tratados com o agonista ou submetidos a desfibrilagédo elétrica (embora a porcentagem de
altas hospitalares n&do tenha sido diferente, Herlitz et al., 1995). No entanto, como
reconhecido pelos préprios autores, € provavel a existéncia de viés devido ao fato de que
nenhum dos pacientes tratados com adrenalina tenha sido também desfibrilados

eletricamente.
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A estimulagdo B-adrenérgica massiva, como a produzida por altas doses de
catecolaminas, pode ter efeitos pro-arritmicos em preparagdes ventriculares, tanto
associados a geracdo de atividade espontanea relacionada a sobrecarga de Ca** (e.g.,
Bassani & Bassani, 2003b; Boer, 2006; ter Keurs & Boyden, 2007), quanto a facilitagao de
reentrancia devido a encurtamento da refratariedade elétrica (Tovar & Jones, 1997). Por
outro lado, o aumento da excitabilidade pela estimulacdo p-adrenérgica pode estar
associado a queda do limiar de desfibrilagdo observado em humanos com cardioversores
implantaveis (Kalus et al., 2005). Sdo de particular relevancia os resultados descritos por
Tang et al. (2001) a partir de experimentos in vivo, que indicam queda da energia do
choque requerida para desfibrilacdo tanto com o uso de ondas bifasicas, quanto com a
infusdo de adrenalina. Embora a variabilidade tenha sido bem alta, uma analise da
energia média obtida revela que a combinagao de choques bifasicos com estimulacao B-
adrenérgica causou uma consideravel diminuicdo (75%) da energia do choque
desfibrilatério, particularmente apés fibrilagdo ventricular prolongada. Nossos resultados
em midcitos isolados indicam que o tratamento com baixa concentracao de ISO € capaz
de aumentar em 25% o fator de seguranca da estimulacao elétrica (LE50/ Et). Portanto,
torna-se evidente a necessidade de que se explore melhor os possiveis beneficios da
utilizacdo da estimulagdo p-adrenérgica de intensidade relativamente baixa (i.e.,
insuficiente para franca pré-arritmia) na facilitagdo e protegdo miocardica durante a
desfibrilagao elétrica.

Uma condicao frequentemente presente num paciente que requer desfibrilacdo é a
elevacao dos niveis plasmaticos dos chamados horménios de stress (catecolaminas e
glicocorticoides), evocada por ma perfusao dos tecidos, dor, inflamacao, etc. Para simular
a condi¢cdo de aumento da atividade adrenérgica, utilizamos a aplicagdo de I1SO in vitro.
No entanto, para evocar a reagao de stress, foi necessario utilizar manobras in vivo, das
quais selecionamos os modelos de contencéo fisica (imobilizacao) e estimulagao elétrica
dolorosa (choque nas patas), que ja tém sido estudados neste laboratério (e.g., Bassani &
Bassani, 1993; Silveira et al., 2003), e sdo modelos amplamente utilizados por outras
equipes (Nourani et al., 1992; Spadari-Bratfisch et al., 1999; Hudecova et al., 2007).

Observamos que midcitos de animais nos quais stress foi induzido por ambos os
protocolos foram mais resistentes a E (Tabela 4.10 e Figura 4.16), embora este efeito ndo
tenha sido tdo acentuado quanto aquele observado para o I1SO. E importante notar que,
no grupo Imobilizagdo (no qual o desvio da curva foi maior), pode ter havido alguma

interferéncia (particularmente na curva em funcdo de V.ma) das dimensdes celulares,
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uma vez que o comprimento das células neste grupo tendeu a ser maior do que nos
outros.

E pouco provavel que este resultado seja devido a estimulacdo adrenérgica
aguda, ja que os experimentos foram realizados varias horas ap6s a remoc¢ao do coracao,
e neste periodo, além da eliminagéo das catecolaminas enddgenas, a reversao do efeito
destes agonistas sobre mecanismos celulares ja pode ser considerada completa.
Portanto, consideramos que este resultado possa estar relacionado com o aumento da
concentracao plasmatica de glicocorticbides em resposta ao stress (Sapolsky et al.,
2000). Estes horménios, por serem lipo-soluveis, podem penetrar nas células e, em teoria,
poderiam permanecer ligados a sitios intracelulares (ou de membrana) mesmo apds o
isolamento dos miécitos. Embora estes horménios tenham acgéo primariamente genémica,
varios autores relatam também agdes nao-gendmicas (Qiu et al., 1998; Han et al., 2002).
Os glicocorticoides, dentre outras agdes, causam elevagdo da atividade da PKC,
conforme observado por Maddalia et al. (2005) em artérias coronarias de porco, e por Qiu
et al. (1998) em células PC12. Este aumento pode potencializar o processo de re-
selamento, conforme discutido anteriormente, exercendo assim um efeito protetor.

Outra acao importante dos glicocorticéides é sobre a fluidez da membrana, a qual,
se reduzida, poderia diminuir a probabilidade de eletroporacédo para choques de uma da
intensidade. No entanto, ha relatos tanto de aumento (Keating et al., 1988; Van Laethem
et al., 2003), quanto de reducao (Gerritsen et al., 1991; Miccheli et al., 1994) da fluidez da
membrana por glicocorticoides. Assim, esta possibilidade ainda necessita ser investigada.

Ainda é possivel o envolvimento de alteragdes de origem genémica decorrentes da
acao de agentes neuro-humorais (mediadores simpaticos, glicocorticoides, etc.) liberados
durante a exposi¢do repetida a situacao geradora de stress., e que podem, de algum
modo, afetar a resposta celular a campos de alta intensidade.

5.4 — RESUMO E CONCLUSOES

Um dos objetivos deste trabalho foi identificar mecanismos envolvidos na
disfungéo contratil e morte celular causadas pela aplicacdo de pulsos de alta intensidade.
Em conjunto, nossos resultados sao consistentes com a hipétese de que, na faixa de
intensidade de E estudada, ambos os efeitos advém da sobrecarga de [Ca*] devida
unicamente ao influxo do ion, porém nao pelas principais vias de transporte presentes no
sarcolema integro, mas provavelmente através de poros resultantes de eletroporacao da

membrana. Foi possivel também identificar um papel de organelas internas (RS e
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possivelmente mitocdndrias) no amortecimento da acumulacdo citosdlica de Ca®.
Concluimos ainda que a morte celular ocorre caso nao haja reversao da acumulacao de
Ca?', a qual possivelmente ocorre por fechamento dos eletroporos, processo este que
requer Ca®*, em associacdo ao transporte que promove remogao de Ca®* do citosol.

De uma maneira geral, procuravamos condigdes que protegessem as células dos
efeitos deletérios da estimulacdo por campos de alta intensidade. Esta protecao foi
encontrada pela estimulagao p-adrenérgica moderada in vitro e pela indugéo de stress in
vivo. No primeiro caso, os presentes resultados apontam a possivel participagdo de
mecanismos de reparo da membrana. ldentificamos ainda uma influéncia marcante da
forma de onda do estimulo: para uma dada duragdo, choques bifasicos foram menos
potentes na producao de lesao celular irreversivel. Este resultado, descrito pela primeira
vez no presente estudo, representa uma contribuicdo para o desenvolvimento de
procedimentos mais seguros, tanto para desfibrilacdo, quanto para estimulacdo marca-
passo do coracao.

Esperamos que os resultados obtidos no presente trabalho possam ser
aproveitados em futuros estudos com campos de alta intensidade e contribuir para o

desenvolvimento de técnicas de desfibrilagdo mais eficientes.
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APENDICE - A

A.1 PROGRAMAS DESENVOLVIDOS DURANTE O DOUTORADO
Os programas foram desenvolvidos com o auxilio da ferramenta GUIDE do MatLab
(verséao 7.1, MathWorks Inc., Natick, MA).

A.1.1 Analisador de encurtamento e de transientes de Ca**

O objetivo deste programa é auxiliar a andlise de transientes de Ca** e/ou
encurtamento de midcitos cardiacos isolados. Seu funcionamento é simples e intuitivo: ele
importa os dados (encurtamento ou [Ca®]) no formato *.txt, que sdo gerados pelos
programas de aquisicao (Felix, Aqdados e LabView) utilizados em nosso laboratério. Para
esta operacao basta, como primeiro passo, ativar o botédo abrir, presente na tela inicial do

programa (Figura A.1).
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Figura A.1: Tela inicial do programa analisador de encurtamento e de transientes de Ca*.

O segundo passo é escolher o tipo de dado a ser analisado, calcio ou
encurtamento (Figura A.2). Esta escolha sé influencia no modo em que se calcula o

tempo para metade do decaimento (ti/2).
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Figura A.2: Tela com o sinal aberto e a opg¢édo de escolha entre célcio ou encurtamento.

Para facilitar a analise do sinal é necessario utilizar a ferramenta zoom, por meio
das teclas ZOOMX E ZOOMY, que ajustam a escala das coordenadas x e v,
respectivamente, com o auxilio do mouse (Figura A.3). As teclas > ou >> deslocam o sinal
para a direita e as teclas < ou << deslocam o sinal para a esquerda. Para reverter o zoom
basta ativar a tecla ZOOM out.

<) |Grafico

Abrir

Limpar
ZOOM x| AMP:
11 Zzo0omy

T~/
o
(=]
=
o
=

He¥
Amplitude
12 |tz

B3

-

Salvar
Figura A.3: Tela com o sinal apés a utilizacao da ferramenta zoom.
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A partir do momento em que o sinal de transiente de Ca?* ou de encurtamento do
midcito estiver bem visivel na tela, podemos comecar a analise. O botdao X e Y mostra as
coordenadas x e y (campo abaixo do botdo “t1,”) do ponto selecionado pelo mouse
(Figura A.4).
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Figura A.4: Tela com os valores das coordenadas x e y do sinal. As linhas pretas indicam o alvo do

préximo do ponto em que se deseja saber as coordenadas.

O botao “Amplitude” inicia o calculo da amplitude do sinal analisado, selecionando
3 pontos: dois pontos obrigatoriamente sao selecionados no nivel basal do sinal, antes do
pico (Figura A.5, pontos A e B), e o ultimo ponto a ser selecionado é o pico (Figura A.5,
ponto C). A amplitude € dada pelo pico menos a média do sinal entre os pontos A e B
(Ca® ou contragao diastélica). Logo apds selecionar o ponto C, a amplitude é indicada do
lado do botdo ZOMMX.
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Figura A.5: Tela com o valor da amplitude (Amp) do sinal analisado. Os pontos A, B e C sao os
pontos selecionados, nesta ordem, para que ocorra a analise de modo correto.

O botéao ty,; inicia o céalculo do tempo para queda de 50% selecionando 3 pontos:
um ponto € o pico do sinal (Figura A.6, ponto A) e dois pontos obrigatoriamente séo
selecionados no nivel basal do sinal, apés o pico (Figura A.6, pontos B e C). Se o dado a
ser analisado é o encurtamento, o t,» € calculado da seguinte forma:

1- Amplitude do sinal é calculada

Amplitude= pico — média do sinal entre os pontos A e B
2- Amplitude dividida por dois é subtraida do pico
y’ =pico-(amplitude/2)
3- O valor de ty» é calculado por:
t2=X"-Xp
onde x” é o tempo correspondente a y” e X,, 0 tempo correspondente ao
pico
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Figura A.6: Tela com o valor de ty» do sinal de encurtamento analisado. Os pontos A, B e C sédo os

pontos selecionados, nesta ordem, para que ocorra a analise de modo correto.

Se o dado a ser analisado é o transiente de Ca?*, o sinal é selecionado da mesma
forma que o item anterior. O t;,, € calculado do seguinte modo:

1- E feita uma regressdo nao linear do sinal selecionado, utilizando a
seguinte equacao:

y=amplitude x exp(-kx)+ média do sinal entre os pontos A e B

2- Dessa regresséao obtemos k e calculamos ty,:
t12=0,69/k

Por meio do botado Salvar, pode-se salvar os dados da andlise (amplitude e ty2) do
sinal analisado. Os dados sao salvos na sequéncia em foram executados em arquivo *.txt.
De modo geral este programa foi criado para diminuir o tempo de analise dos
dados executada pelos outros programas (Felix ou Agdados). O tempo de andlise dos
dados varia de usuario para usuario do programa, mas caiu no minimo 50% em

comparagao com 0s outros programas existentes no laboratério.
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A.1.2 Conversor de fluorescéncia para [Ca®*];

O objetivo deste programa €& converter o sinal de fluorescéncia para [Ca2+]i. @)
sinal de fluorescéncia é captado pelo programa felix e exportado no formato *.txt. O
Conversor de fluorescéncia para [Ca®']; importa este sinal, utilizando-se a tecla Abrir

(Figura A.7).
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Figura A.7: Tela do programa conversor de fluorescéncia para [Ca®] com os sinais de

fluorescéncia, 405 nm e 485 nm abertos.

O préximo passo é digitar ou selecionar o intervalo do sinal correspondente ao
back-ground. Isto é feito ativando a tecla Back Ground e escolhendo o modo de entrada
do dado, que pode ser: “mouse” (para selecionar o intervalo no gréafico) ou “teclado” (para
digitar o valor correspondente, Figura A.8). Uma vez selecionado ou digitado o back-
ground, o sinal de razdo de fluorescéncia calculado é mostrado em uma nova janela
(F40s/F4ss, Figura A.9):
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Figura A.8: Tela do programa com a op¢do de escolha do modo de entrada do valor deback-
ground.
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Figura A.9: Tela do programa com o a razao de fluorescéncia e os dados de calibragdo digitados.

Para que ocorra a conversdo de razdo de fluorescéncia para [Ca®], temos que
entrar com os parametros da calibracao (Kd, Rmin, Rmax, Sf2, Sb2 e Visc) por meio do

teclado ou por meio de um arquivo (escolhendo a opcao Abrir; Figura A.9). A calibragao
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digitada pode ser salva ativando a tecla Salvar (Figura A.9). Uma vez digitada ou aberta a

calibracéo basta ativar a tecla Converter para visualizar o grafico de [Ca®]; (Figura A.10).
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Figura A.10: Tela do programa com o sinal de Ca®*, os valores de back-gorund e os parametros de

calibragéo.

Se ativarmos a tecla SMOOTH, podemos filtrar o sinal pelo algoritmo de Savitzky-
Golay e, por meio da tecla TRUNCATE, podemos selecionar uma parte do sinal de Ca?
(Figura A.10). As opc¢des Calcio, Smooth e Truncate (canto inferior direito da figura A.10),
quando selecionadas, mostram 0s respectivos sinais na tela, se existirem. O sinal,
incluindo o sinal filtrado e o sinal selecionado, podem ser salvos em um arquivo *.txt, que
pode ser analisado pelo programa Analisador de encurtamento e de transientes de Ca®".

Este programa foi criado para diminuir o tempo de conversdo para [Ca®'];
executada pelo programa Felix. O tempo de conversao dos dados de fluorescéncia varia
de usuario para usuario do programa, mas caiu no minimo 80% em comparagcao com o

necessario para esta conversdo em outro programa.

A.1.3 Detector de borda de sinal de video de arquivos *.avi.

Nos ultimos anos os aparelhos gravadores de video cassete deixaram de ser
fabricados. Com isso, a aquisicao dos dados de encurtamento pds-experimentos ficaram
prejudicadas, uma vez que é dependente deste aparelho. Assim, tornou-se necessario a
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conversao do sinal de video analdgico para um sinal de video digital, por meio de placas
de aquisicdo de video. Utilizamos uma placa de aquisicdo (mod. Dazzle DVC150 USB,
Pinnacle Systems, Pequim, China) que permite converter o sinal de video analégico em
arquivos *.mpg ou *.avi e vice-versa. Dessa forma podemos recuperar o sinal de video
analégico diretamente da placa e, portanto, recuperamos o sinal de encurtamento, ligando
a placa diretamente no DBV.

Porém, como o sinal de video ja esta na forma digital, desenvolvemos um
programa que gera o sinal de encurtamento da célula cardiaca isolada a partir de um
arquivo de video (avi). Ativando o botao Abrir, abre-se o primeiro frame do sinal de video,

que pode ser trocado, digitando o numero do frame e clicando em atualizar (Figura A.11).

-0 Frame:
-
e Linha:
Janela:
200
Janela2:
150
&0 Fator (coluna x umj:
O &0 100 150 200 2850 300 350 400 450 Comprimento (um):

Figura A.11: Tela do programa com o primeiro frame do sinal de video de um miécito cardiaco
isolado aberto.

O préximo passo é escolher a linha (linha preta horizontal), o limite inferior
(Janelal, linha preta vertical) e superior (Janela2, linha branca vertical) do sinal de
encurtamento a ser analisado, e ativar o botdo Atualizar (Figura A.11). A linha horizontal
deve estar acima da borda preta da célula e os limites devem englobar o maior
encurtamento da célula. O campo Fator (coluna x um) corresponde a uma constante de

correcao, que converte o nimero da coluna do sinal de video em comprimento (um). Para
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obter o sinal de encurtamento em porcentagem do comprimento de repouso, basta digitar
o comprimento de repouso da célula, para obter em um basta digitar 100 em vez do
comprimento da célula.

Ao ativar a tecla Encurtamento, comega a analise do sinal de video e o sinal de
encurtamento serqd mostrado em uma nova janela (Figura A.12). O sinal pode ser salvo
com extensdo *.ixt e pode ser analisado pelo programa Analisador de encurtamento e de
transientes de Ca?".
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0 5 10 45
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Figura A.12: Sinal de encurtamento gerado a partir de um arquivo digital de video.
A.2 DETECTOR DE BORDA DE SINAL DE VIDEO MICROCONTROLADO

O DBV utilizado neste trabalho € um aparelho totalmente analdgico e, pelo menos
a cada trés meses, necessitava de calibragdo (sdo mais de dez trim-pots de calibracao).
Assim, desenvolvemos um novo DBV baseado em um microcontrolador (PIC-16F877A).
O diagrama de blocos do DBV esta ilustrado na Figura A.13. Seu funcionamento é bem
simples. O sinal de video passa pelo separador de sincronismo, que envia um sinal que
indica quando a tela € iniciada e outro de quando cada linha é iniciada. O PIC escolhe a
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linha e o intervalo de analise, inseridos pelo usuario. A linha e o intervalo sao inseridos
pelo PIC no sinal de video por meio do somador e sdo visualizados na tela do monitor por
meio de uma linha branca. A partir do inicio do intervalo de analise o PIC comega a contar
o tempo até a deteccao de uma borda preta, detectada pelo comparador, de acordo com
o ajuste do usuario, esse tempo € proporcional a posi¢cao da borda preta e é transferido
para o conversor analédgico/digital (A/D). Portanto, o sinal da saida do conversor A/D é
proporcional a posigdo da borda preta e, logo, ao encurtamento celular. Este sinal é
amplificado e visualizado no osciloscépio.

SINAL DE SEPARADOR DE
VIDEO SINCRONISMO

i v

COMPARADOR r—» MICROCONTROLADOR y
—) SOMADOR
A PIC-16F877A
INTERFACE
COM O USUARIO _> J’ l
CONVERSOR MONITOR
A/D

v

» AMPLIFICADOR —»| OSCILOSCOPIO

Figura A.13: Diagrama em blocos do detector de borda de sinal de video microcontrolado.

Este DBV microcontrolado ficou trés vezes menor que o DBV analégico e possui
somente dois trim-pots de calibracdo. A interface com o usuario é bem simples, composta
por 6 chaves, para escolher a linha, intervalo de analise e posicao do intervalo, e dois
potencidmetros, para ajustar o off-set do amplificador e o limiar de deteccdo da borda

preta para o comparador.
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