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E mais facil quebrar um
atomo que um preconceito.
Albert Einstein
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Resumo/Abstract

Resumo

A infusdo intravenosa de solu¢ao hiperosmaética de NaCl tem se mostrado eficaz
como tratamento Unico para a condicao de choque hemorragico, mas o conhecimento de
seus efeitos sobre o coracdo ainda é limitado. Neste trabalho, desenvolvemos
instrumentacdo para registro de encurtamento celular e investigamos o efeito direto de
solucdes hiperosmoticas de NaCl sobre a atividade contratil e transientes de Ca** em
midcitos ventriculares isolados de rato. A amplitude do encurtamento celular (AEC) e dos
transientes de Ca?* (A[Ca?*];, medida com indo-1) foi registrada em miécitos estimulados a
0,5 Hz antes e depois do incremento da osmolaridade extracelular em 85 mOsm/| pela
adicao de sacarose (HiperSac) ou NaCl (HiperNac) a solugcao de perfusdo. Variagbes do
contetdo de Ca® e da liberagcdo fracional de Ca®** do reticulo sarcoplasmatico (RS)
também foram avaliadas. Simulacdo computacional (LabHeart v. 4.9.5) de transientes de
Ca® e curva corrente-tensdo da troca Na*-Ca®* (NCX) foram usados para auxiliar o
entendimento dos resultados. A perfusdo dos midcitos com solugcao HiperNac provocou
redugao transitéria, seguida de recuperacéo de A[Ca®*]; e AEC. Por outro lado, a perfusao
com HiperSac reduziu de maneira persistente a AEC, sem alterar A[Ca**]. O aumento da
liberagao fracional de Ca®* do RS (p< 0,05) provocado pela solucdo HiperNac pode ter
contribuido para a recuperacdo de A[Ca®]. A hiperosmolalidade per se prolongou o
relaxamento, sem afetar a cinética de [Ca**], possivelmente por aumento da viscosidade
intracelular. A queda mais lenta de [Ca®], durante o transiente induzido por cafeina é
compativel com reducdo da extrusdo de Ca®** via NCX devida ao actimulo intracelular
lento de Na® na condicdo de hiperosmolaridade. Os resultados da simulacao

computacional estdo de acordo com esta hipotese.



Resumo/Abstract

Abstract

Intravenous injection of hyperosmolar NaCl solution has been used as the sole
treatment for hemorrhagic shock, but its effects on heart muscle are not completely
elucidated. In this work, we developed instrumentation for cell shortening measurement
and investigated the direct effects of hyperosmolar NaCl solution on contractile activity and
cytosolic Ca®* concentration ([Ca®*]) in isolated rat ventricular myocyte. Cell shortening
(AEC) and Ca* transient amplitude (A[Ca?*], measured with indo-1) were recorded in
myocytes stimulated at 0.5 Hz before and after increasing extracellular osmolarity in 85
mOsm/I by sucrose (HiperSac) or NaCl (HiperNac) addition to the perfusate.
Sarcoplasmatic reticulum (RS) Ca* load and fractional release were estimated.
Computational simulation (LabHeart, v. 4.9.5) of Ca®* transient and Na*-Ca?* exchange
voltage—current relationship was performed. HiperNac perfusion caused transient
decrease of A[Ca®]; and AEC, followed by a gradual recovery. HiperSac perfusion caused
a monophasic decrease of AEC, but did not change A[Ca®']. Increased fractional RS Ca*
release (p< 0.05) in the presence of HiperNac may have contributed to the delayed
recovery of A[Ca?®*]. Hyperosmolarity per se prolonged cell relaxation, but did not affect
[Ca®*]; decline kinetics, possibly by increased intracellular viscosity. Slower [Ca?*]; decay
during caffeine-induced transients indicates decreased NCX-mediated Ca** efflux
transport following progressive intracellular [Na®] accumulation due to extracellular

hyperosmolarity. Computational simulation results agree with this hypothesis.



Lista de Abreviaturas

Lista de Abreviaturas

SCV - sistema cardiovascular

CH — choque hemorragico

[Ca®*]; — concentragao intracelular de Ca**

[Ca®*], — concentracdo extracelular de Ca**

[Na'] — concentracao intracelular de Na*

[Na'], — concentragao extracelular de Na*

RS — reticulo sarcoplasmético

NCX — troca Na*/Ca**

PA — potencial de agéo

En — potencial de membrana

Incx — corrente de membrana mediada pela troca Na*-Ca?®*
Ix — corrente tardia retificadora de potassio

CEB - Centro de Engenharia Biomédica

CEMIB — Centro Multidisciplinar para Investigacao Biol6gica
HiperSac — solugao hiperosmatica de sacarose

HiperNac — solucao hiperosmética de NaCl

DBV — detector de borda de sinal de video

CCD - charge coupled device

UV — ultra-violeta

LED - light emmiting diode

PMT — tubo fotomultiplicador

VCR - aparelho gravador de video cassete

CCR — comprimento celular em repouso

IC95% — Intervalo de confianga para 95%

[Ca®**]gs — carga de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico

LF — liberagao fracional de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico
A[Ca?*]; — amplitude do transiente de Ca2+

[Ca®*]ga — cOncentracdo intracelular de Ca?* diastélica
AEC — amplitude da contragéo celular

ti2e1 — tempo necessario para que a célula relaxe o equivalente a metade do valor da
amplitude da contragéo

Vi
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t12.ca — teMpO necessario para que o transiente de Ca®* decline até metade do seu valor
de pico

twitch — contracao evocada por estimulacao elétrica
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1 Introducéo

O sistema cardiovascular (SCV) tem como funcao principal transportar sangue a
uma pressao adequada a todos os tecidos, de modo que nutrientes, horménios, oxigénio
e calor sejam distribuidos por todas as células do organismo, e os produtos do
metabolismo celular sejam removidos e transportados para seus sitios de eliminacao.
Assim, o SCV é um grande sistema de transporte, no qual o coragao atua como principal
elemento ativo de propulsao, e o fluxo de sangue para cada leito vascular é determinado
por regulacao local e neuro-humoral da resisténcia vascular.

Varios sao os fatores que podem alterar o equilibrio e a manutencao da pressao e
do fluxo sanguineo, tanto de ordem fisiol6gica (e.g. exercicio fisico) quanto nao-fisioldgica
(e.g. insuficiéncia cardiaca, choque circulatério) (Milnor, 1980). Neste trabalho, estudamos
células musculares cardiacas (miocardicas) submetidas a uma condicdo que esta
presente em uma das abordagens terapéuticas para a condicao de choque circulatério.

Quando, em um processo hemorragico, a perda de sangue é pequena, ocorre
reducao transitéria da pressdo de enchimento circulatério e queda da pressao arterial,
condigdo compensada pelos mecanismos de regulagdo a curto prazo da presséao arterial,
como a inibicdo da atividade baroceptora, o que causa ativagdo simpatica e inibicao
parassimpética. Estas modificagdes do tébnus neural autonémico levam ao aumento do
tébnus vascular e, conseqientemente, ao aumento de resisténcia periférica e reducao da
complacéncia venosa, aumento da frequéncia cardiaca e contratilidade miocardica. Esta
série de eventos permite a recuperagao da pressao aos niveis normais. Quando a perda
de sangue é elevada (cerca de 2/3 do volume sanglineo total) e persiste por periodo
prolongado, estes mecanismos compensatérios nao revertem o quadro de hipotenséo, e o
choque hemorragico (CH), um dos tipos de choque circulatorio, instala-se. Nesta condi¢ao
de hipotenséao, ha drastica reducao do fluxo sanguineo para varios leitos vasculares (e.g.
renal, mesentérico, cutaneo, hepatico) em proveito da manutencao de fluxo para os leitos
cerebral, pulmonar e cardiaco. Se esta condi¢do perdurar por um longo periodo (cerca de
40 min a 1 hora no cao, Velasco et al., 1980), o choque se torna irreversivel devido a
lesdo e morte celular nos tecidos mal irrigados. Nesta condicido de choque prolongado,
nao se conhece terapia capaz de salvar o individuo da morte.

As terapias convencionais para abordagem ao CH, que incluem reposicao de

volume por meio de transfusdo sanglinea ou infusdo de grande volume de solugbes
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cristaldides isoténicas (Auler Junior & Fantoni, 1999), podem acarretar um grande numero
de problemas, desde o risco de sobrecarga de volume até os perigos tipicos das
transfusées, como contaminagdo por virus e microorganismos e problemas de
compatibilidade antigénica.

O tratamento do CH ganhou novos horizontes quando foi descoberto que a infusao
intravenosa de pequeno volume (cerca de 10% do volume perdido) de solucéo
hiperosmotica de NaCl (7,5% ou 2400 mOsm/I) poderia reverter o quadro do CH em cao
(Velasco et al., 1980) e no homem (De Fellipe et al., 1980), sem a necessidade de
transfusdo sanguinea. O emprego deste tipo de solugdo passou a ser uma nova
alternativa ao tratamento do CH, com inumeras vantagens: diminuicdo do volume
administrado ao paciente, reducdo dos riscos inerentes a transfusao sanguinea, facilidade
de transporte e administracao, e o baixo custo relativo do cloreto de s6dio (Rocha-e-Silva,
1998).

O uso de solugdes hiperosméticas no tratamento do CH pode causar variagdes
locais e generalizadas na osmolaridade plasmatica. Estas variagdes afetam drasticamente
a hemodinamica do SCV por influir no ténus vascular, na distribuicdo de liquidos entre
compartimentos e no volume plasmatico (Mellander, 1973; Rocha-e-Silva et al., 1992).
Estudos experimentais possibilitaram visualizar um quadro geral dos efeitos da infusdo de
solugdes hiperosméticas na circulagao. Este quadro inclui reducéo de resisténcia ao fluxo
sanglineo (Gerber et al., 1979) com intensidade e persisténcia dependentes do soluto
infundido e da regido perfundida (Gazitua et al.,, 1971), venoconstricdo (Gazitua et al.,
1971; Hauge & Bo, 1971) e queda da pressao arterial sistémica (Raizner et at., 1973).
Além dos efeitos diretos no SCV, a eficacia do tratamento do CH com solucdes
hiperosmoticas de NaCl parece depender também da participacao de vias neurais. Pisarri
et al. (1992) demonstraram que a infusao de solucdo salina hiperosmotica na circulagao
pulmonar aumenta a freqiiéncia de potenciais de acao em fibras nervosas tipo C em caes.
Outros estudos sugerem a necessidade de uma inervacao pulmonar integra para que a
reversao do choque ocorra (Lopes, et al., 1981; Younes et al., 1985; Allen et al., 1992).
Recentemente, Velasco & Baena (2004) demonstraram que o bloqueio da agdo vagal em
caes submetidos ao CH praticamente eliminou a sobrevida de animais tratados com
solucdo hiperosmotica de NaCl. Além disso, Barbosa et al. (1992) constataram que a
reversao do CH por este tratamento é inibida pela leséo irreversivel hipotalamica na
regiao da area pré-éptica medial e da lamina terminal.
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Apesar de seus mecanismos de agdo nao estarem totalmente esclarecidos, as
solugbes hiperosméticas de NaCl sdo ainda a melhor alternativa a transfusdo sanguinea
na reversao do CH (Rocha-e-Silva & Poli de Figueiredo, 2005; Cabrales et al., 2004;
Muller & Gerhards, 2003; Chiara et al., 2003). O que se pode afirmar com certeza é que
os efeitos das solugdes hiperosmoéticas sao multiplos e muito se tem a fazer para elucida-
los.

Um dos pontos que ha varios anos vem sendo motivo de estudo no Laboratério de
Pesquisa Cardiovascular (LPCv, CEB, Unicamp) é a acao da osmolaridade e dos solutos
de solugbes hiperosméticas sobre o miocardio. Bassani (1987) e Bassani et al. (1987)
demonstraram que a hiperosmolaridade per se (i.e., sacarose como osmodlito) reduz a
freqUéncia de contragdes espontédneas do atrio direito isolado de rato e aumenta a forga
contratil do tecido atrial esquerdo estimulado eletricamente em diferentes frequéncias.
Curiosamente, solugdes hiperosmaéticas de NaCl, ao mesmo tempo que produzem
reducao de frequéncia espontanea, provocam marcante redugao transitéria da forga
desenvolvida pelo tecido cardiaco, seguida de recuperagao para um nivel estavel, cuja
amplitude mantém uma relagdo negativa com a concentragdo do soluto para uma dada
osmolaridade (Bassani et. al., 1987; Bassani & Bassani, 1989; Bassani et al., 1990). O
efeito de solucdes hiperosméticas sobre o coracao inclui ainda reducao de resposta a
noradrenalina no tecido atrial esquerdo isolado de rato (Bassani & Bassani, 1991). No
tecido ventricular esquerdo, este tipo de solucdo também apresenta, aparentemente,
efeito inotropico negativo, causando diminuicdo do pico e derivada temporal maxima da
pressao do ventriculo esquerdo e reducao do débito cardiaco (Bem-Haim et al., 1992).

Os efeitos das solugdes hiperosmoticas sobre a contratilidade do tecido cardiaco
podem ter origem no processo de contracdo no nivel celular. Este processo tem inicio
com a ativacao elétrica da célula, caracterizada por uma variagao rapida, ativa e nao
linear do potencial de membrana, conhecido como potencial de acdo (PA), que dispara
uma série de eventos que resultam na contracdo celular (processo conhecido como
acoplamento excitagdo-contragdo; AEC). A Figura 1 ilustra as principais estruturas
celulares envolvidas no AEC.
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Figura 1.1 — Mecanismos celulares envolvidos no AEC em midcito cardiaco de mamifero. O influxo
de Ca®* via canais de Ca®* voltagem-dependentes' induzem a liberagdo de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico (RS). O Ca** proveniente desta organela se difunde para os miofilamentos (MF) e
dispara a contragdo. [Ca®"] é reduzida pela ATPase do RS e pela NCX do sarcolema, permitindo o
relaxamento celular. Outros mecanismos também contribuem para a redugéo de [Ca®*;, porém
com participacdo relativa em torno de 2 % (i.e., mitocdndria, ATPase de Ca®* do sarcolema). A
ATPase de Na*-K" contribui indiretamente para o transporte de Ca?*, mantendo o gradiente

eletroquimico dos ions Na* e K* na ocorréncia de PA’s. Modificado de Bers (2001).

Durante o PA, Ca®" entra na célula por meio de canais de Ca® voltagem-
dependentes presentes na membrana (sarcolema). O Ca®* que entra, além de
diretamente ativar os miofilamentos, liga-se aos canais de liberagdo de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico (RS), provocando a liberacdo de grande quantidade do ion da organela
que contém o principal estoque do Ca?® ativador da contracdo (Bers, 2001). Este
mecanismo é denominado de liberacdo de Ca®* induzida por Ca®* (Fabiato, 1983). Com
isto, a concentracao intracelular de Ca** ([Ca?'];), de cerca de 200 nM em repouso, eleva-

se bruscamente para cerca de 1 uM. No citosol, Ca** se difunde para os miofilamentos e
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liga-se a troponina C, disparando o processo de encurtamento celular (contragcéo) e
geracao de forga, processo que se explica com base na teoria dos filamentos deslizantes
(Huxley, 1969). Para que o relaxamento ocorra, [Ca®*]; deve ser reduzida. A maior parte
do fon é recaptada para o RS por meio da ATPase de Ca® do RS, e o restante é
transportado para fora da célula pelo mecanismo de troca Na*-Ca** (NCX) e pela ATPase
de Ca®* do sarcolema (Bassani et al., 1994).

Conhecidamente, a perfusdo de midcitos com solugcées anisosmoticas provoca
variacdo do volume celular (Roos, 1986; Vandemberg, et al., 1996), que depende do
soluto utilizado e da osmolaridade da solugdo. Esta variagdo de volume pode induzir
diversas respostas celulares: alteracdo da concentracao intracelular de diversos ions
(e.g., K*, Na* e Ca®), estresse mecanico do citoesqueleto e variacdo da distancia que
separa os filamentos contrateis finos e grossos (Vandemberg et al., 1996). A remocgao de
agua do meio intracelular provocada pela hiperosmolaridade extracelular aumenta a
viscosidade citosélica e, assim, pode alterar a dindmica de contragdo e desenvolvimento
de forga pelo miocito (Allen & Smith, 1987). Além disso, a compressdo volumétrica da
célula reduz o espagcamento entre os miofilamentos, podendo, desta maneira, alterar a
probabilidade de ligacao entre actina e miosina (Fuchs & Wang, 1996). Existem também,
na literatura, diversos trabalhos que indicam modificacdo da sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca®* em midcitos submetidos a choque osmético (McDonald & Moss,
1995; Fuchs & Wang, 1996; Fukuda et al., 2001; Konhilas, et al., 2002).

De maneira direta ou indireta, a hiperosmolaridade pode influir em diversos tipos
de transportadores i6nicos e ATPases de membrana. Whalley et al. (1991) demonstraram
que solucdes hiperosméticas de sacarose tém efeito direto sobre o trocador Na*-H",
aumentando a extrusao de protons e influxo de Na*, gerando assim alcalose e acumulo
de Na' no citosol. Em trabalho posterior, Whalley et al. (1993) realizaram também
medigOes da corrente gerada pela atividade da ATPase Na*-K* em midcitos ventriculares
de coelho submetidos a choque osmoético, e mostraram que solugdes hiperosmaticas
inibem e solu¢des hiposmoticas estimulam esta ATPase. Demonstraram ainda que estes
efeitos sdo dependentes, respectivamente, do aumento e da redugdo da afinidade da
ATPase ao Na* e ndo dependem da [Ca®]; e pH intracelular. A corrente de membrana
mediada pela NCX (Incx) também é modulada pela variagdo da osmolaridade extracelular.
Utilizando midcitos ventriculares de cobaia, Wright et al. (1995) observaram que o
aumento moderado da osmolaridade extracelular (30% acima do valor controle por adigao

de sacarose) provoca aumento estavel da Incx (aumento de 25%) enquanto o aumento da
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osmolaridade em 50% provoca aumento acentuado porém transitério do valor de pico
desta corrente (aumento de 55%). No entanto, a alteracdo da Ixcx nao foi acompanhada
de variacdo do potencial de reversao do trocador, 0 que sugere que este efeito ndo seja
devido primariamente a modificacdo das concentracdes intracelulares de Na* e Ca*.

O curso temporal do PA cardiaco depende da somatoria das correntes ibnicas
mediadas por todos canais, trocadores e ATPases de membrana. Portanto, espera-se que
a modulacao destas correntes induzida pela variacdo de osmolaridade extracelular possa
alterar ndo s6 o curso temporal do PA, mas também o potencial de repouso da
membrana. Ogura et al. (1997) demonstraram em midcitos ventriculares de cobaia que a
adicao de 50 mM de sacarose a solugéo de perfusdo causa hiperpolarizacao diastolica da
membrana (cerca de 10 mV; estimulacdo a 1 Hz). Estes autores observaram também
diminuicdo transitéria, seguida de aumento da duracdo do PA, além de diminuigdo da
corrente de Ca®* mediada por canais tipo L (lcaL), que foi atribuida ao aumento da [Ca®']..
Estes resultados foram confirmados por Kasamaki et al. (1998), que demonstraram ainda
gue o aumento da duracao do PA apds 10 min de perfusao com solugao hiperosmética de
sacarose se deve a redugao (cerca de 55%) da corrente tardia retificadora de potassio
(Ik), que tem papel importante da fase de repolarizagdo do PA cardiaco, com reducéo de
30% e 50%, respectivamente, de seus componentes de ativacao rapida (lx,) e de ativacao
lenta (Iks) (Ogura et al., 2003). A corrente retificadora de entrada de potassio (lks) também
€ sensivel a variagbes da osmolaridade extracelular. Missan et al. (2004) relataram
aumento da amplitude da Ix; em miécitos de cobaia apds 5 min de perfusao com solugao
hiperosmotica, que foi atribuida a um aumento da condutancia do respectivo canal.
Observaram também deslocamento do potencial de reversdo deste canal para valores
mais negativos, supostamente em funcdo de um aumento da concentragao intracelular de
K™ ([K']).

Um dos aspectos pouco explorados na literatura € o emprego de técnicas que
permitam estudar o papel dos transportadores de Ca®* no efeito inotropico das solucdes
hiperosmoticas de NaCl. Vérias propostas de modelos quantitativos j& foram feitas, tanto
para explicar de que modo os diversos transportadores de Ca®" atuam em conjunto, na
promocao do relaxamento (Bassani et al., 1994), quanto para propor um novo mecanismo
regulador da atividade contratil no coragdo (Bassani et al., 1995a). Procuramos, neste
trabalho, fazer uso destas propostas para investigar o efeito de solugdes hiperosméticas
de NaCl sobre os transportadores de Ca?* em midcitos ventriculares. Além da motivacéo
gerada pelo tratamento do CH com solugdes hiperosméticas, o estudo do efeito da



1 Introducéao

hiperosmolaridade pode ser aplicado a diversas circunstancias na qual ela ocorre, como a
isquemia fisiologica (e.g., exercicio) ou nao fisiolégica (e.g., problemas vasculares ou
cardiacos), e hipertonicidade extracelular devido a desidratagdo ou excesso de perda
urinaria de agua (e.g., diabetes mellitus e diabetes insipitus). Além da metodologia
experimental, fizemos uso de um modelo matematico (Puglisi & Bers, 2001) do PA e
transporte celular de Ca®* no midcito ventricular para auxiliar o entendimento dos
resultados.

No presente trabalho, procuramos caracterizar, por meio da medicdo do
encurtamento celular (contragéo) e transientes de Ca®, o curso temporal dos efeitos
causados pelo aumento da osmolaridade, por adicdo de NaCl ou sacarose ao meio
extracelular. Foi possivel investigar o envolvimento do RS na atividade contratil celular na
presenga de solugdes hiperosmoticas. Fez parte ainda desse trabalho o desenvolvimento
de instrumentagdo para registrar o curso temporal das contragbes de midcitos

ventriculares de rato.
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2 QObjetivos

Os principais objetivos do presente trabalho foram:

a) Desenvolvimento de instrumentacao especifica para medicdo e registro da
atividade contratil de midcitos isolados;

b) Caracterizacdo o curso temporal do efeito de solugdes hiperosmoticas de NaCl
sobre a atividade contratil e transientes de Ca?* em midcitos ventriculares isolados de

rato;

C) Determinagdo da carga de Ca?** e da liberagdo fracional de Ca2+ do reticulo

sarcoplasmatico de midcitos ventriculares na presenca de solugao hiperosmética de NaCl.
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos de ambos os sexos, pesando de 250-400 g,
provenientes do provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigagdes Biologicas
(CEMIB) e do Biotério do Centro de Engenharia Biomédica (CEB) da Universidade
Estadual de Campinas. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas, recebendo agua
e ragao ad libitum, em regime de iluminagado de 12 horas, e nao sofreram manipulagéo
experimental até o dia do sacrificio.

O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal — Instituto de Biologia — UNICAMP (certificados P-637-1 e P-775-

1).
3.2 Solucgées Fisiologicas

3.2.1 Composicao

As concentracbes de todos os sais e compostos listados abaixo estdo expressas
em milimolar (mM). Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada e
deionizada, com excecado das solugbes utilizadas no isolamento de midcitos, que foram
preparadas com agua ultrafiltrada (mod. Easypure UF, Barnstead International, Dubuque,
lowa, EUA).

Solucéo de Tyrode normal (NT): NaCl 140; KCI 6; MgCl,.6H,O 1,5; HEPES (acido
hidroxietilpiperazina—N"-2 etanosulfénico) 5; glicose 11,1; CaCl,.2H,0 1; pH 7,4 a 23°C

(ajustado com NaOH).

Solucdo NT sem calcio e sddio (Tyr-00): Cloreto de colina 140; MgCl,.6H,0O 2.5; HEPES
5; glicose 11,1; EGTA (acido etileno-glicol-bis(B-aminoetil-eter)-N,N,N’ N’ tetracético) 1;
pH 7,4 a 23°C (ajustado com KOH).
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Solucado hiperosmoética de NaCl (HiperNac): Adicao de NaCl (50 mM) a solugdo NT para
obtencdo de um incremento de osmolaridade de aproximadamente 85 mOsm/I (ver item
3.2.2).

Solucao hiperosmotica de Sacarose (HiperSac): Adigdo de sacarose (100 mM) a solugao

NT para obtencdo de um incremento de osmolaridade de aproximadamente 85 mOsm/I
(ver item 3.2.2).

Solucdo de Tyrode isosmoético com baixa concentracdo de calcio (Hipo-Cal): NaCl 140;
KCI 6; MgCl,.6H,0 1,5; HEPES 5; glicose 11,1; CaCl,.2H,0 0,47; pH 7,4 a 23°C (ajustado
com NaOH).

Solucao de Tyrode isosmotico com baixa concentracdo de sodio e calcio (Hipo-Tyr): NaCl
40; cloreto de litio 100; KCI 6; MgCl,.6H,0O 1,5; HEPES 5; glicose 11,1; CaCl,.2H,0 0,47;
pH 7,4 a 23°C (ajustado com NaOH).

Solucdes de cafeina contendo sédio e calcio (Caf-NaCa): 10 mM de cafeina adicionados

a solugao NT, HiperSac, HiperNac, Hipo-Cal ou Hipo-Tyr.

Solucéo de cafeina em Tyr-00 (Caf-00): 10 mM de cafeina adicionados a solugéo Tyr-00.

Solucdo estoque de indo-1: indo-1 AM (acetoximetil-ester, 10 mM, Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA) dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO).

Solucéo de indo-1 para incubacéo de midcitos (NT-indo): 10 ul de solugéo estoque de

indo-1 adicionados a 10 ul de solugdo 2% (v/v) de Pluronic (Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) em DMSO (Pluronic € um agente dispersante que facilita a difusdo do indo-1

para o interior da célula), e diluidos em 980 ul de NT.
Todos os sais e demais compostos quimicos foram obtidos da Sigma Chem. Co.

(St. Louis, MO, EUA) e Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), salvo quando

indicado no texto.
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3.2.2 Medigédo de osmolaridade

A capacidade de uma solugcdo induzir osmose ¢é caracterizada por sua
osmolaridade, que é expressa em osmoles por litro de agua (Osm/l). A osmolaridade
depende do numero de particulas de soluto por volume de solvente, e ndo da
concentracao do soluto. Uma solugédo contendo 1 mol de soluto nao dissociavel dissolvido
em 1 | de agua (portanto, de concentracdo 1 M) é definida como tendo osmolaridade de 1
Osm/l. Por outro lado, uma solugao de igual concentragdo de um soluto que se dissocia
em 2 particulas (e.g., ions), tera osmolaridade tedrica maxima de 2 Osm/l (assumindo
dissociagcdo completa do soluto). Na pratica, sabe-se que esta dissociagdo é apenas
parcial; portanto, a osmolaridade desta solugdo devera assumir um valor maior que 1 e
menor que 2 Osm/l (Procépio-Araujo, 1999).

Neste trabalho, utilizamos solugdes hiperosmoéticas obtidas pela adigdo de
sacarose e NaCl ao NT. A sacarose € um composto nao dissociavel e o NaCl se dissocia
em ions Na* e CI'. Desta maneira, para que fosse possivel garantir o mesmo incremento
de osmolaridade em ambas as solucbes utilizadas (HiperNac e HiperSac), tornou-se
necessario o levantamento de curvas de calibragcdo de osmolaridade para ambos os
solutos.

Foram preparadas solucdes-padroes de sacarose e NaCl pela adigao de 0 a 150
mM (passo de 25 mM) e de 0 a 75 mM (passo de 12,5 mM), respectivamente, a solugao
NT. Cada solucao foi preparada separadamente para eliminar os erros decorrentes da
diluicdo seriada de uma solugdo de estoque. A osmolaridade de cada solugéo (4 réplicas
em solugdes independentes) foi medida por meio de um osmdmetro (modelo Osmette A,
Precision Systems, Inc., Natick, Massachusetts, EUA). As curvas de calibragao estao

apresentadas na Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Curva de calibragdo de osmolaridade de solugbes preparadas da pela adigcdo de
sacarose e NaCl a solugdo NT (n=4 para cada solugdo testada). No eixo das abscissas, esta
representado o incremento de molaridade (mM) do soluto na solugdo, e no das ordenadas, o
incremento de osmolaridade (mOsm/l) da solugdo. Resultados da regresséo linear: Sacarose: y =
0,9048x - 3,143; F=0,998. NaCl: y =1,661x - 0,1964; #=0,996. As linhas tracejadas representam
os intervalos de confianga de 95% dos coeficientes angulares (c.a.) das retas ajustadas. A reta

tedrica para um soluto ideal ndo dissociavel esta indicada por c.a.=1.

Quando o incremento de osmolaridade foi obtido por adicdo de sacarose, o
coeficiente angular (c.a.) da reta ajustada aos pontos, embora proximo ao esperado
tedrico (c.a.=1), foi estatisticamente diferente deste valor, pois seu intervalo de confianga
para 95% (IC95%; linhas tracejadas) nao incluiu 1. Este desvio pode estar relacionado a
erros no preparo das solugdes e na medicao da osmolaridade. Quando o soluto foi o
NaCl, o c.a. da reta ajustada aos pontos foi cerca de 80% maior que aquele para solugbes
de sacarose, o0 que indica que o sal se dissocia em meio aquoso, mas nao totalmente,
conforme esperado. Podemos, por meio das curvas ajustadas, calcular o incremento da
concentragcao molar necessaria para causar um dado incremento de osmolaridade efetiva
da solugdo. Estimamos que seria necessario adicionar 50 e 100 mM de NaCl e sacarose,
respectivamente, para obtermos o incremento de osmolaridade escolhido, de

aproximadamente 85 mOsm/I, ou cerca de 30% acima da osmolaridade da solugdo NT.
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3.3 Isolamento de Midcitos Ventriculares

Os midcitos ventriculares foram isolados por digestdo enzimatica, conforme ja
descrito detalhadamente (Bassani et al., 1992; Bassani & Bassani, 2002). De modo
simplificado, o coragao foi perfundido em sistema de Langendorff com solugédo de Tyrode
sem célcio por 5 minutos (37 °C). Em seguida, o coragao foi perfundido com a mesma
solugdo contendo 0,2-0,7mg/ml de colagenase tipo | (Worthington Biochemical
Corporation, Lakewood, NJ, EUA) para digestdo enzimatica por cerca de 20 minutos ou
até que o coragdo se tornasse flacido. O tecido ventricular foi entdo separado,
fragmentado e agitado em solucdo de Tyrode sem célcio, para dissociagédo das células. A
suspensdo de células foi submetida a repetidas lavagens, com aumento gradual da

concentracao extracelular de calcio para 1 mM.

3.4 Instrumentos e Dispositivos

3.4.1 Sistema de medicao de encurtamento celular

Uma das propostas deste trabalho era o desenvolvimento de um sistema capaz de
registrar o comprimento miécitos ventriculares e sua variacdo durante uma contragdo. O
sistema de microscopia foi projetado tendo em vista trés objetivos: ter baixo custo, ser
compacto e possibilitar uma futura expansdo mecanica, com a implementacdo de um
sistema de fluorescéncia para medicdes de concentragao intracelular de Ca?".

A Figura 3.2 ilustra esquematicamente este sistema (demarcado pela linha
tracejada) juntamente com os equipamentos que integram o set-up experimental
completo. Os miécitos eram depositados na camera de perfusao (patente registrada sob o
n° Pl 0302.403-2). Esta camara, construida em acrilico transparente, possibilitava a
perfusao dos miécitos com fluxo em regime laminar e permitia a troca rapida da solugao
de perfusdo, necessaria para obtencao da contratura induzida por aplicacdo rapida de
cafeina. Os midcitos eram iluminados por um diodo emissor de luz de alta intensidade
(Super Bright LED, Jumbo, 5000 mcd, 1.85 V, 20 mA, Archer, N. Cat. 276 - 086). Sua
imagem era ampliada por uma objetiva (mod. DPlan 40, Olympus, Japao), refletida em um
espelho plano a 45° e projetada no dispositivo CCD (charge coupled device) de uma
camera de video (mod. ICD-31, Ikegami Tsushinki Co., Téquio, Japao). O sinal de video

era enviado a um aparelho gravador de video cassete (mod. NV-SJ405BR, Panasonic,
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Manaus, AM), cuja saida estava conectada a um detector de borda de sinal de video
(DBV, Centro de Engenharia Biomédica, Unicamp, Campinas, SP). O sinal de tensao
elétrica gerado pelo DBV, correspondente ao encurtamento celular durante a contragéo,
era enviado a um conversor analdgico-digital (mod. CAD 12/36, Lynx Tecnologia
Eletronica Ltda, Sao Paulo, SP) e armazenado em um microcomputador (mod. AT486
DX4 100 MHz, Acer do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP). Pelo monitor de video (mod. M008,
Oriental, Seul, Coréia), era possivel se visualizar os midcitos. Os midcitos depositados na
camara de perfusdo eram estimulados por meio de um estimulador elétrico (Centro de

Engenharia Biomédica, Unicamp, Campinas, SP).

Computador
Estimulador
Elétrico 4
Placa A/D
CCD » VCR » DBV
Monitor

Figura 3.2 — Representagdo esquematica do set-up experimental usado durante este trabalho. A
linha tracejada indica o sistema de microscopia desenvolvido. Na caAmara de perfusdo, os midcitos
(preparagéo bioldgica) eram estimulados eletricamente por meio de eletrodos conectados a um
estimulador elétrico. A imagem dos midcitos, apds ser ampliada pela objetiva e refletida por um
espelho plano a 45°, era registrada por uma camara de video (CCD) conectada a um gravador de
video cassete (VCR), cujo sinal de saida era enviado a um detector de borda de sinal de video
(DBV). A tenséo de saida do DBV era proporcional a amplitude da contragdo do midcito. Este sinal
era adquirido por meio de um conversor analdgico-digital (Placa A/D) e armazenado em um
microcomputador sob a forma de arquivo. Um monitor de video conectado a saida do DBV permitia

a visualizagado do midcito e seu posicionamento em relagéo a janela de medigdo do DBV.
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Na Figura 3.3, apresentamos uma fotografia do sistema de microscopia
desenvolvido durante este trabalho. Este sistema apresentou uma boa estabilidade
mecénica quando utilizado em conjunto com a bancada anti-vibragdo (também
desenvolvida neste projeto, vide item 3.4.3), facilidade de operacdao e dimensdes

reduzidas, o que facilitou consideravelmente a rotina de trabalho no laboratério.

Figura 3.3 — Sistema de microscopia desenvolvido neste trabalho.
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3.4.2 Sistema de medicdo da concentragao intracelular de Ca** ([Ca®'];)

Este setup experimental é formado por um microscépio invertido (mod. Diaphot
300, Nikon Corp., Toquio, Japao), um sistema de medicdo de fluorescéncia (mod.
RatioMaster, Photon Technology International, Monmouth Junction, NJ, EUA) e um
sistema para captagao de imagens.

O sistema de captacdo de imagens funciona de maneira analoga ao sistema
descrito no item anterior, e o caminho percorrido pela luz (comprimento de onda de
aproximadamente 650 nm) pode ser observado na Figura 3.4 (tragado vermelho).

O indicador fluorescente (indo-1, ver Apéndice A) presente no interior das células
era excitado com luz na faixa do ultravioleta (UV), proveniente de uma lampada de arco
de xendnio de 75 W (mod. UXL-75XE, Ushio Inc., Toquio, Japao). Esta fonte luminosa
estava localizada em compartimento separado (lamp housing, nao mostrado na figura).
Apoés passar por um monocromador (pico em 360 nm), a luz era conduzida até o
microscopio por uma fibra dptica, e passava por um filiro de interferéncia (pico em 360
nm) antes de chegar aos miécitos. Para o controle do tempo de exposi¢cao dos midcitos a
iluminagdo UV (nociva a tecidos biolégicos), era utilizado um shutter, localizado entre o
lamp housing e o monocromador.

A fluorescéncia emitida pelo indicador nos dois comprimentos de onda de
interesse (picos em 405 nm e 485 nm) passava pela objetiva, era refletida pelo prisma e
separada pelo cubo 6ptico. Este cubo era composto por um espelho dicréico (que
efetivamente fazia a separagcdo dos dois comprimentos de onda) e dois filtros de
interferéncia (com picos em 405 nm e 485 nm). A emissdao em cada comprimento de onda
era registrada em tubos fotomultiplicadores separados (PMT 05 € PMT 4g5).

Os sinais provenientes das PMTs (tensado elétrica proporcional a intensidade
luminosa) e do DBV (tensao elétrica proporcional a amplitude da contragao celular) eram
enviados a um conversor analégico-digital (Photon Technology International, Monmouth
Junction, NJ, EUA) controlado pela interface Felix (versdao 1.1, Photon Technology
International, Monmouth Junction, NJ, EUA). A taxa de aquisicdo dos sinais foi de 50 Hz e
apenas o sinal de fluorescéncia passou por filtragem digital (decimacéo, utilizando o

algoritmo de Savitzky-Golay, com bufferigual a 15).
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Figura 3.4 — Set-up experimental utilizado na medigdo de transientes de Ca®*. CCD: camera de
video CCD; VCR: aparelho gravador de video cassete; DBV: detector de borda de sinal de video;
Monitor: monitor de video; PMT4s e PMTyes: tubos fotomultiplicadores para registro da
fluorescéncia com picos em 405nm e 485nm, respectivamente; Placa A/D: placa conversora de

sinal analégico em digital; CPU: microcomputador. Em cada espelho dicréico esta apresentado o

comprimento de onda de reflexao (1).
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3.4.3 Bancada anti-vibragdo (Centro de Engenharia Biomédica, UNICAMP, Campinas,
SP, Brasil)

Uma importante caracteristica de um sistema desenvolvido para adquirir sinais de
encurtamento celular € a estabilidade mecéanica. Portanto, uma bancada antivibragao foi
projetada e construida durante a realizagao deste trabalho (projeto em colaboragdo com o
Eng°®. Pedro Xavier de Oliveira). Esta bancada foi projetada de modo a garantir um bom
espaco de trabalho, incluindo local adequado para montagem de todos os equipamentos
€ minimizacao de vibragbes mecanicas. O corpo da bancada foi construido com perfis
metalicos e chapas de aluminio e o sistema antivibratério, constituido de uma pedra de

granito apoiada sobre quatro bolas de ténis.

3.5 Testes da Instrumentacao

3.5.1 Linearidade espacial do sistema de microscopia

Este procedimento foi realizado para verificar se a tensédo de saida do DBV (Epgy)
em fungdo de um deslocamento conhecido de um objeto apresentado no monitor de video
(Ax) era mantida constante em qualquer regido do mesmo. Uma graticula-padrdo com
precisdo de 10 um (Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) foi devidamente posicionada no
sistema de microscopia e o foco foi ajustado. Sua imagem observada no monitor de video
foi dividida em quatro quadrantes e, por meio de um osciloscopio digital (mod. TDS-360,
Tektronix Inc., Beaverton, Oregon, EUA), foi medida a Epgy relativa a um Ax de 10 um
(n=5) em cada um dos quadrantes Q-I, Q-Il, Q-lll e Q-IV. Os resultados obtidos deste

teste estdo apresentados na Figura 3.5.
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Q- Qi Q-lil Q-IV

Figura 3.5 — Epgy registrado nos quatro quadrantes do monitor de video (Ax = 10 um). n = 5.

Epsv ndo variou significativamente em funcdo da regiao do monitor onde esta
sendo realizada a medigdo (p > 0,05; analise de varidncia monofatorial para dados
pareados), indicando que néo houve distor¢des ou paralaxe que interferissem na exatidao

da medigao.

3.5.2 Linearidade da relagao Epgy: AX

O procedimento ja descrito foi repetido para Ax igual a 20 um, 30 um e 40 um,
medidos em regides aleatérias do monitor de video (n=5). Uma reta foi ajustada aos
pontos experimentais para verificacdo da linearidade da relacdo Epgy : Ax. Os resultados

deste teste estdo apresentados na Figura 3.6.
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Figura 3.6 — Linearidade da relacao Epgy : Ax. Regresséo linear: Epgy = 27,59 Ax - 10,72;
#=0,9996. n = 5. Devido a baixa dispersdo das medicbes, ndo & possivel observar as barras de

erro na figura.

Podemos observar que a variagdo de Epgy em funcdo de Ax obedeceu a uma
relacdo linear (r* = 0,9996). O coeficiente angular desta reta indica que uma variagéo de 1
um do comprimento celular equivale a uma tensdo de 27,59 mV na saida do DBV, dado

utilizado na calibragao deste equipamento.

3.6 Calibracdo do indicador indo-1

O indo-1 é um indicador fluorescente raciométrico, ou seja, permite o uso do
método da razdo que consiste em analisar a razdo entre a intensidade da fluorescéncia
emitida pelo indicador ligado ao Ca®" e aquela emitida pelo indicador néo ligado ao Ca?*
(ap6s a subtracao da fluorescéncia de fundo). Este método tem como principal vantagem
a diminuic&o de erros de medida causados por variagdo da concentragcéo do indicador no
interior da célula, intensidade da iluminagdo de excitacdo, ganho da medigdo da

fluorescéncia, artefatos de movimento, entre outros.
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Para que seja possivel a analise da variagdo da [Ca®']

no interior da célula,
devemos converter o sinal de fluorescéncia medido em [Ca?']. Para isso, é utilizada a Eq.

3.1 (Grynkievicz et al., 1985).

2+7 _ R - Rmin
[Ca*'] = kdﬂ(—Rmx " RJ (3.1)

onde R é a razao de fluorescéncia; Rnin € Rnax S80 0s limites inferior e superior de R,
respectivamente; Kd é a constante de dissociacdo aparente do indo-1; 3 é a razdo das

intensidades de fluorescéncia medidas em A = 485 nm, com [Ca**] minima e maxima.

Determinac&o de Rmax € Rmin

Estes parametros foram determinados segundo Bassani et al. (1994). Para a
obtengdo de Rnn (razdo de fluorescéncia com [Ca®'] minima), os midcitos foram
perfundidos com solugdo de Tyrode sem Ca?* por cerca de 20 minutos, com aplicagdo da
mesma solugdo contendo 10 mM cafeina a cada 5 min, para depletar o estoque de Ca?*
do RS. Em seguida, o meio de incubagao foi trocado por uma solugdao sem calcio
contendo 7 mM de EGTA (quelante de Ca?* utilizado para garantir a reducdo do Ca?*
contaminante da solugdo para niveis nanomolares). Um registro de fluorescéncia foi
realizado em aproximadamente 30 células. O limite inferior do 1C95% das 10 razdes de
fluorescéncia de menor valor foi considerado como sendo Ruin.

Para a obtengdo de Rnax (razdo de fluorescéncia com [Ca2+] maxima), foi
necessario elevar [Ca2+]i, de modo a saturar os sitios de ligacdo do indo-1. Para isso,
adicionou-se 20 mM de Ca2+ a solucao de perfusdo. Este processo resulta em uma
contratura irreversivel da célula, seguida, em alguns casos, de morte celular. Durante esta
etapa, a fluorescéncia foi registrada em aproximadamente 30 células. O limite superior do
IC95% das 10 razbes de fluorescéncia de maior valor foi considerado como sendo Rpax
(Gomes et al., 1998).

O parémetro B foi determinado segundo Gomes et al. (1998). Resumidamente,
mediu-se a intensidade de fluorescéncia nos dois comprimentos de onda em pelo menos
trés pontos de um transiente de Ca?* tipico, incluindo o pico. Estes pontos foram tragados
em um gréafico no qual o eixo das abscissas representava a fluorescéncia emitida em 485

nm e o das ordenadas a fluorescéncia emitida em 405 nm. Por meio de regressao linear,
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estimou-se a equagéo da reta que melhor se ajustava a esses pontos. Com isso, B foi

determinado pela Eq. 3.2:

R —a
= 3.2
B R 4 (3.2)

min

onde "a" é o coeficiente angular da reta.

O valor de B foi considerado com a média dos valores determinados em cada
célula. A constante de dissociacao aparente do indicador indo-1 (Ky) foi considerada com
sendo igual a 844 nM (Bassani et al., 1995b).

3.7 Protocolos Experimentais

Antes de depositar a suspensdo de células no interior da cAmara de perfuséo, era
aplicada uma solucdo de colageno sobre a laminula (local onde se sedimentavam os
miocitos) com o objetivo de aumentar a adesdo dos mesmos a superficie da laminula.
Apods a sedimentacdo, os miécitos eram incubados com solugdo NT-indo por 15 minutos,
e a seguir perfundidos com solugdo NT por 20 minutos para lavagem e deesterificagdo do
indicador. O indicador na forma éster que, durante a incubacdo, entra na célula, é
deesterificado por esterases celulares durante a lavagem, resultando na sua forma acida
que nao é lipossoluvel e, portanto, permanece presa no interior da célula.

Apos este procedimento, os midcitos eram perfundidos com solugdo NT e
estimulados eletricamente (pulsos bipolares de tensdo, 20% acima do limiar de
estimulagao, duracado de 8 ms e frequéncia 0,5 Hz) por um periodo de aproximadamente
5 minutos, para estabilizagdo da amplitude das contracées e transientes de Ca*".

Todos os protocolos apresentados a seguir foram realizados em temperatura
ambiente (23 °C).

3.7.1 Efeito do aumento da osmolaridade extracelular sobre a amplitude do
encurtamento celular e transiente de Ca®*
Este protocolo foi utilizado para analisar o efeito produzido pelo aumento rapido e

mantido da osmolaridade externa com solu¢do de NaCl (HiperNac) ou de sacarose
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(HiperSac). A sacarose produz, teoricamente, um efeito puramente osmético, pois ndo
tem a capacidade de transpor a membrana celular. Por este motivo, a sacarose foi
utilizada no auxilio ao entendimento dos efeitos causados pela solugdo de NaCl, a qual,
além do efeito osmatico, tem um efeito ibnico em fungdo da dissociacdo da molécula de
NaCl em ions de Na* e CI".

Apods o periodo de estabilizacdo de cerca de 5 minutos sob perfusao com solugao
controle (NT, exceto quando indicada outra), foi feito o primeiro registro de contracdes e
transientes de Ca*". Em seguida, a estimulagdo elétrica foi interrompida e a solugdo de
perfusao substituida por Tyr-00 por cerca de 15 s. Substituindo-se a solugao de perfuséo
por Caf-00, foi induzida uma contratura por aplicacao rapida e mantida de cafeina
(registrada juntamente com o transiente de Ca?*), com o objetivo de avaliar a carga de
Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) (Bassani & Bers, 1995), uma vez que este farmaco
causa liberagdo do conteudo de Ca?" armazenado no RS (Bassani et al., 1993a; Bers et
al., 1993). Retomando a perfusdo com solugéo NT e a estimulagéo elétrica por cerca de 5
minutos (tempo necessario para a estabilizacdo da amplitude das contracbes e
transientes de Ca**), novamente foram registrados contracées e transientes de Ca?".

Apdés as medicbes na solugdo controle, foi aplicada a solugao-teste
(hiperosmética). Os registros de contracdes e transientes de Ca®* foram realizados 0,5, 1,
2,3,5,10 e 15 min apos o inicio da perfusdo com a solugdo-teste. Depois de 15 min (i.e.,
estabilizagéo do efeito), repetiu-se o procedimento de obten¢céo da contratura evocada por
Caf-00.

Por fim, a osmolaridade foi retornada ao valor de controle por perfusdo com
solugdo NT e, 15 min depois, foram registradas contragbes evocadas por estimulacado
elétrica e contratura evocada por Caf-00, bem como os respectivos transientes de Ca*',
para testar a reversibilidade do efeito produzido pela solugao hiperosmotica.

Em alguns experimentos, foi utilizada a solugao Caf-NaCa com objetivo de
investigar a taxa de extrusdo de Ca? pela NCX (Bassani et al., 1992;1994). Foram
obtidas contraturas evocadas por estas solugdes apds a interrupgdo da estimulagao
elétrica na presenca da solugido controle, e depois de 2 e 15 min de perfusdao com a
solugado hiperosmotica. Observe-se que a solugao na qual a cafeina foi dissolvida é a
mesma que perfundia a célula antes da aplicacédo deste farmaco.

Para a andlise dos efeitos das solugdes hiperosmoéticas, utilizamos algumas
variaveis extraidas dos registros de contracdes celulares e transientes de Ca?*, que

foram: a) amplitude da contragao celular (evocada por estimulagao elétrica e por cafeina
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normalizada pelo comprimento celular em repouso (CCR); b) amplitude (i.e., diferenca
entre o valor de pico e o valor diastdlico) dos transientes de Ca?* evocados por

estimulagdo elétrica e por Caf-00; c) [Ca®]

diastdlica; d) valores de ti, de relaxamento
(t12rel - tempo necessario para que a célula relaxe o equivalente a metade do valor da
amplitude da contragdo) e de declinio da [Ca®']i (ti2.ca - tempo necessario para que o
transiente de Ca?* decline até metade do seu valor de pico) de contragdes evocadas por

estimulagao elétrica e por solugdo Caf-NaCa.

3.7.2 Aumento isosmotico da concentragdo extracelular de Na* ([Na'],)

Para possibilitar melhor separagdo dos efeitos causados pelo aumento da [Na'], e
da osmolaridade, tornou-se necessario estudar os efeitos do aumento da [Na'], sem
concomitante aumento da osmolaridade do meio. Isto foi feito sob condi¢des

hiperosmatica e isosmética, como explicado a seguir:

a) Para o aumento de [Na'], em condig¢&o hiperosmotica, usou-se 0 mesmo procedimento
descrito no item 3.7.1, com aplicacdo da solugdo HiperSac por 15 min. No entanto, a
seguir, o perfusato foi mudado diretamente para a solugdo HiperNac (no caso, a solugao-
teste), de osmolaridade idéntica & da solugdo Hipersac . Contragdes e transientes de Ca?*

foram medidos durante os 15 min subsequlentes.

b) Na condicdo de isosmolaridade, utilizou-se como controle uma solugao (Hipo-Tyr) de
osmolaridade igual a da solugdo NT, na qual 50 mM de NaCl foram substituidos de modo
equimolar por cloreto de colina (i.e., [Na'], foi reduzida em 50 mM). A redugéo de [Na'],,
no entanto, altera a forca motriz para o transporte de Na* e Ca? pela NCX, sendo
necessaria redugao paralela da concentragdo extracelular de Ca** ([Ca®'],). Considerando
a NCX um sistema no qual um fon Ca?* é transportado paralelamente ao contra-transporte
de n ions Na*, de forma dependente do gradiente eletroquimico destes ions através da

membrana celular, temos (Blaunstein & Lederer, 1999):

Ape, = NAuy, (3.3)

onde Apion € 0 gradiente eletroquimico dos ions Ca** e Na*.

Pela definicdo de gradiente eletro-quimico, a Eq. 3.3 pode ser reescrita como:
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[Ca™], _ ([N'T]oj exp[—(2 — n)VmF} (3.4)
[Ca*], \[Na'], RT

onde [ion], e [ion]; sdo as concentracdes extra e intracelulares, respectivamente, dos ions
Ca? e Na*, V., é o potencial de membrana, F é a constante de Faraday, R é a constante

universal dos gases e T é a temperatura absoluta.

Inimeros estudos experimentais indicam consistentemente que a estequiometria
da NCX no miocardio seja 2:1 (dois ions Na* transportados para cada ion Ca?*, Blaustein
& Lederer, 1999), o que resulta em uma enorme simplificacdo da Eq. 3.4, e elimina a

necessidade de se medir V, (Bassani, 1987):

[Ca”], _(INa'l, ) 5)
[Ca™], | [Na'], |

De acordo com esta equagao, é possivel estimar valores de [Ca?'], em funcdo da
[Na*], (e vice-versa) nos quais a forga motriz para o transporte idnico pela NCX (e,
portanto, a carga intracelular de Ca®*) permaneca inalterada. Assim, calculou-se que, para
acompanhar a reducdo de [Na'], de 140 para 90 mM, [Ca®'], deveria ser reduzida de 1
para 0,41 mM. Porém, apds alguns testes que revelaram grande queda da amplitude dos
transientes Ca?* com esta [Ca?'],, optamos por utilizar [Ca®*], = 0,47 mM.

Apos a estabilizacdo das contragdes com solugado NT, a célula foi perfundida com
solugdo Hipo-Tyr (solugdo controle neste protocolo, com [Na‘], e [Ca?'], reduzidas) e,
ap6s 15 min de estabilizagdo, contracdes e transientes de Ca?* controles foram
registrados. A seguir, aplicou-se a solugao-teste (Hipo-Cal), com composi¢ado igual a
solugdo NT, exceto [Ca®'],, que era 0,47 mM, o que permitiu aumento da [Na']l, sem
alteragdo dos demais constituintes e da osmolaridade do meio externo. Contragdes e
transientes de Ca?* foram registrados até 15 min depois, quando a solugdo-teste foi
substituida por solugdo NT. Apods estabilizagao do efeito de cada solugao, foram evocados

e registrados contraturas e transientes de Ca?* por aplicacdo de Caf-00.
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3.7.3 Determinacdo da carga de Ca** do RS

A carga de Ca?* do RS ([Ca®']gs) foi estimada como o aumento da concentragéo
citosolica total de Ca** em resposta a aplicacdo de cafeina em solugcdo sem Na* e sem
Ca?" (Caf-00; Bassani & Bers, 1995; Ginsburg & Bers , 2004). A remocdo de Na* e Ca*
da solugao tem por objetivo inibir o transporte de Ca?* pela NCX, que poderia modificar a
amplitude do transiente de Ca?* evocado pela cafeina. A presenca de EGTA nesta
solugdo assegura a rapida remocdo do Ca?* extracelular contaminante (Bassani et al.,
1992). A cafeina adentra a célula e sensibiliza os canais de Ca®* do RS ao ion Ca%,
provocando sua abertura e liberagdo do conteido de Ca?* da organela. Na presenca
mantida de cafeina, o Ca%* captado via ATPase de Ca?" do RS é continuamente liberado,
de modo que nao ha acumulo do ion no interior do RS (Bers, 2001). Foi demonstrado que
a aplicacdo de Caf-00 por cerca de 30 s é capaz de esgotar totalmente o pool de Ca?*
sensivel a cafeina contido no RS (Bassani et al., 1993a). A amplitude do transiente de
Ca?* e/ou da contratura que o acompanha & um indicador qualitativo muito utilizado para
deteccao de variagbes do conteldo de Ca® do RS (Bassani & Bers, 1994; 1995a; McCall
et al., 1998; Bassani et al., 1993b; 2004; Ginsburg & Bers, 2004; Zima et al., 2004).

Embora a variagdo de [Ca®"]; (i.e. [Ca®'] livre) em resposta a cafeina seja um indice
do contetido de Ca** do RS, a quantificagdo deste contetdo requer a estimativa da
variagdo da concentragdo total de Ca?* ([Ca®'l;). Num dado instante, parte do Ca?'
presente no citosol estd na sua forma livre (cuja concentragdo medimos com indo-1) e
parte ligada a sitios de ligagao passiva (buffers) , como calmodulina, proteinas contrateis,
fosfolipides e outros. Podemos, portanto, dizer que [Ca®']; é a diferenca entre [Ca®*']; e a
concentracdo de Ca®" ligada a buffers passivos ([Ca®']g) (Bers, 2001).

Podemos calcular [Ca?']y, por meio da seguinte equagao:

Ca*]. xB Ca*]. xB._. .
[CaZ+]T — [CaZJr]i +([ 2+]/ X max—en]_i_[[ 2+]/ x max—/nJ (36)
[Ca ]i + Kd—en [Ca ]i + Kd—/'n
onde [CaZ+]i € estimada com indo-1; Bmaxen € Kgen cOrrespondem a densidade maxima de

sitios enddgenos de ligacdo passiva de Ca?* e a constante de dissociacdo aparente de
Ca®* nestes sitios, respectivamente (300 e 0,54 uM em midcitos ventriculares de ratos
adultos, Bassani et al., 1998); Bimaxin € Kq.in COrrespondem aos mesmos parametros para
descrigdo da ligagdo de Ca?* com indo-1, assumidos como 50 (Bassani & Bassani, 2002)
e 0.844 uM (Bassani et al., 1995b), respectivamente.

Podemos, entdo, considerar que a [Ca®'rs é dada por (Bassani & Bers, 1995):
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[Ca® ]ps = [CaZJr]T—p -[Ca* |1 _u (3.7)

onde, [Ca2+]T_p e [Ca*]r.qa representam os valores de [Ca*]r no pico do transiente
evocado por cafeina e imediatamente antes do transiente (diastole), respectivamente.
Valores estimados por este método sdo comparaveis aos estimados pelo método
eletrofisiologico, que consiste da integragao temporal da corrente produzida pela extrusao
de Ca* pela NCX durante a aplicagdo de cafeina na presenca de solugdo NT (Ginsburg
etal., 1998).

3.7.4 Calculo da liberagéo fracional de Ca?* do RS

A liberacdo fracional de Ca®* do RS (LF) representa a quantidade de ions Ca** que
sdo liberados do RS a cada contragdo, normalizada pela quantidade total de Ca®* no
interior desta organela. O protocolo experimental e 0 método para estimativa da LF foram
propostos pela primeira vez por Bassani et al. (1993a). De modo resumido, € realizada
inicialmente uma estimativa da [Ca®'rs apds estimulagdo elétrica em steady-state. Em
seguida, a captagdo de Ca?* por meio da ATPase de Ca* do RS é bloqueada pelo
composto thapsigargin em condicdes nas quais [Ca*]rs permaneca aproximadamente
constante. Apds evocar-se uma Unica contragdo por estimulacdo elétrica, a [Ca®']rs &
novamente estimada. A fragdo do contetido de Ca®* do RS liberada durante a contracdo é
considerada como diferencga entre as [Ca®']gs inicial e a final, dividida pela [Ca®']rs inicial.

Devido a complexidade do protocolo experimental utilizado para estimativa direta
da LF e a dificuldade de executa-lo durante os experimentos com as solugdes
hiperosmadticas, optamos por utilizar neste trabalho uma estimativa indireta deste
parametro, que também é muito utilizada em outros estudos (Pieske et al., 1999; Maier et
al., 2003; Bassani et al., 2004). Nesta abordagem , LF é aproximada pela razdo entre a
variagdo de [Ca®']r durante uma contragdo evocada por um estimulo elétrico e aquela em

resposta a Caf-00 (i.e., [Ca®']rs).
3.8 Simulacdo Computacional

Neste trabalho utilizamos um modelo matematico de midcito cardiaco com o
objetivo de melhorar o entendimento dos efeitos causados pelo aumento da concentragéo

extracelular de Na* sobre o transporte de Ca®* via NCX.
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3.8.1 O modelo utilizado (LabHeart)

O modelo utilizado neste trabalho foi desenvolvido por Puglisi & Bers (2001).
Varios fatores contribuiram para esta escolha, destacando-se entre eles a facilidade de
operacgao do programa computacional e a possibilidade de se obter o curso temporal de
transientes de Ca®" e correntes idnicas. Apesar deste modelo ter sido implementado para
uma espécie diferente daquela utilizada nesse trabalho (coelho vs. rato), na qual a taxa de
transporte de Ca?* pela NCX pode ser diferente (Bassani et al., 1994), acreditamos que
esta simulagéo auxiliou no entendimento dos efeitos causados pela variagdo da [Na']; e

[Na'], sobre o fluxo de Ca?* por este trocador.

3.8.2 Condigdes experimentais simuladas
Com base nos resultados obtidos nos presentes experimentos com midcitos, foram

selecionadas trés condigdes experimentais para serem simuladas com o modelo:

a) NT: condigdo controle (perfusdo com solucdo NT), na qual [Ca®*'], = 1 mM e [Na'], =
140 mM (vide 3.2.1); [Na'] = 12 mM (determinada em midcitos de rato em repouso por
Despa & Bers, 2002)

b) HiperNac-2min: condi¢cdo correspondente aquela apdés 2 minutos de perfusdo com
solugéo HiperNac, ou seja, no ponto de maior depressdo da amplitude dos transientes de
Ca?* (Figura 4.3), no qual [Ca*"], = 1 mM e [Na*], = 190 mM (vide composig¢do da solugéo

HiperNac); [Na']; = 12 mM (considerado inalterado);

¢) HiperNac-15min: condicdo na qual consideramos como completa a estabilizagdo dos
efeitos causados pela solugdo HiperNac sobre os transientes de Ca®', considerando
[Ca®], = 1 mM e [Na*], = 190 mM (concentracdo destes ions na solugdo HiperNac); [Na'];
= 20 mM (estimativa de [Na'], na condi¢éo de inibigdo da ATPase Na*-K*, Despa & Bers,
2003 e considerando inibigdo da ATPase Na'-K pela hiperosmolaridade, Whalley et al.,
1993).

Foram simulados, nas trés condi¢des descritas acima, transientes de Ca%, a

corrente de membrana mediada pela NCX e a relagdo corrente-tensao (curva I-V) deste

transportador.
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3.9 Analise estatistica dos dados

Os dados (em valores absolutos ou como porcentagens do valor de controle) estao
apresentados como média acompanhada pelo respectivo erro-padrdao da média (EPM).

A analise do curso temporal dos efeitos das solucbes-testes sobre as contracbes e
transientes de Ca?* foi realizada por analise de variancia bifatorial (soluto e tempo de
exposicdo como fatores) e as médias foram comparadas post-hoc pelo teste de
Bonferroni. Valores de [Ca®']zs € LF na presenga das diferentes solugdes foram
comparados por analise de varidncia monofatorial, seguida pelo teste de Dunnett para
comparacao com os valores controles. Utilizou-se o teste t de Student para comparar
dados obtidos em solugao NT antes e apds aplicacdo da solucéo-teste, para avaliagao da
reversibilidade dos efeitos da mesma. O nivel de significAncia estatistica foi estabelecido
como p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas no programa Prism (ver. 4,
GraphPad Software, Inc, EUA).
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4.1 Calibracdo do indicador indo-1

Com a realizagédo dos protocolos de calibragéo do indicador indo-1, obtivemos os
resultados apresentados na tabela 4.1. Adotamos como Rmax O limite superior de seu
IC95% (0,7973), e Ruin 0 limite inferior de seu 1C95% (0,2344) (Gomes ef al., 1998), e o
valor de B como a média das determinacdes. Estes parametros possibilitaram a
conversdo dos sinais de fluorescéncia em [Ca®]; compativeis com dados obtidos
anteriormente em nosso laboratério (Bassani & Bassani, 2003).

Tabela 4.1 — Pardmetros para calibracdo do indicador indo-1. Foram realizadas duas repeti¢cdes

dos protocolos para obtencao de Ryax, Rmin € B. Os parametros sdo adimensionais. n = 20.

Média + EPM IC 95%
Rmax 0,75 + 0,02 0,71 a0,79
Riin 0,25 + 0,01 0,23 a 0,29
p 1,81+0,16 1,71a1,98

4.2 Efeito do aumento da osmolaridade extracelular sobre a
amplitude do encurtamento celular e transiente de Ca**

Utilizando os set-ups experimentais descritos nos itens 3.4.1 e 3.4.2, foram
registrados contragdes celulares e transientes de Ca®*. Na Figura 4.1 sdo apresentados
os registros de uma contragdo e um transiente de Ca®* tipicos, evocados por estimulacédo
elétrica (twitch, Figura 4.1-A) e por perfusdo com solugao Caf-NaCa (cafeina; Figura 4.1-
B).
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Figura 4.1 — Registros de transiente de Ca®* (linhas continuas) e contragdo celular (linhas
tracejadas) tipicos na condicao controle, induzidos por (A) estimulacéo elétrica a 0,5 Hz (twitch) e
(B) aplicagao de cafeina (Caf-NaCa). CCR = comprimento celular em repouso, AEC = amplitude do

encurtamento celular.

O valor médio da amplitude do encurtamento celular (AEC) em regime
permanente, registrado durante a perfusdo dos midcitos com solugcdo NT, foi de 4,62 +
0,48 %CCR (n=26). A amplitude média do transiente de Ca** (A[Ca*"]) nesta condigao foi
de 0,651 + 0,052 uM (n=28), e a concentragao intracelular diastélica de Ca** ([Ca®*']4a)
igual a 0,209 £ 0,011 uM (n=28).

A HiperSac B
NT

Figura 4.2 — Efeito da perfusdo dos miécitos com solugdo HiperSac (A) e HiperNac(B) sobre

HiperNac

2 min 15 min

5% CCR

400nM
— —

2 min 15 min

transientes de Ca?* (registros superiores) e contracdes celulares (registros inferiores) registrados
em miécitos cardiacos isolados de rato. CCR = comprimento celular em repouso. Vide texto para
detalhes.

Na Figura 4.2 estao apresentados registros de transientes de Ca®* e encurtamento
celular em trés condig¢des: condigdo controle (NT), 2 e 15 min ap6s a aplicagao de solugao
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HiperSac (Figura 4.2-A) e HiperNac (Figura 4.2-B). Desta maneira, podemos observar
qualitativamente os efeitos gerados por estas solugdes sobre as variaveis analisadas. As
figuras subseqlientes apresentam o comportamento destas variaveis durante a perfusao
dos midcitos com solucdes hiperosmoticas.

O curso temporal dos efeitos das solu¢des HiperNac e HiperSac sobre AEC esta
apresentado na Figura 4.3-A. Apds um periodo de cerca de 2 minutos de perfusdo dos
midcitos com solugdo HiperNac, AEC foi reduzida para cerca de 10% do valor controle
(Tabela 4.2). Um comportamento bastante semelhante foi observado quando o soluto foi a
sacarose, porém apos 0s 5 primeiros minutos, os miécitos perfundidos com HiperNac
apresentaram recuperacao de AEC para aproximadamente 70% do valor controle, o que
nao ocorreu quando a solucao foi HiperSac (Tabela 4.3). O efeito da hiperosmolaridade
sobre AEC foi dependente do tempo e do tipo de soluto (andlise de variancia bifatorial;
Tabela 4.4). A interacédo soluto x tempo (p< 0,01) indica que a diferenca entre solutos foi
dependente do tempo.

A variacdo de A[Ca®']; ao longo dos 15 minutos de perfusdo com solugao HiperNac
e HiperSac esta apresentada na Figura 4.3-B e nas Tabelas 4.2 e 4.3. A perfusdo com
HiperNac deprimiu A[Ca®']; para cerca de 50% do valor controle nos 3 minutos iniciais.
Apbs esse periodo, A[Ca®']; apresentou lenta recuperacdo, estabilizando-se em 50%
acima do valor controle. Note que o curso temporal da variacdo de A[Ca?']; foi bastante
semelhante ao da AEC. Quando a perfusdo foi realizada com HiperSac, A[Ca®*]; ndo
apresentou variagdo ao longo do tempo. Assim, esta variavel apresentou comportamento
diferente para diferentes solutos e esta diferenca foi dependente do tempo (p< 0,01 para a
interacéo soluto x tempo, Tabela 4.5).
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Figura 4.3 — Curso temporal dos efeitos das solu¢des HiperNac e HiperSac sobre: A) amplitude do
encurtamento celular (AEC); B) amplitude do transiente de ca* (A[Caz*]i) e C) concentracao
intracelular diastélica de Ca®* ([Ca®*]4a). O primeiro ponto representa a situagdo controle (perfusao
com solugao NT). Os pontos representam as médias e as barras, o EPM

O curso temporal dos efeitos das solucdes HiperNac e HiperSac sobre [Ca®*]gia
esta apresentado na Figura 4.3-C. Podemos observar, com o tempo de exposi¢cdao a
ambos o0s solutos, um aumento desta variavel, que se manteve até o final do protocolo,
estabilizando-se em 25% (HiperNac) e 45% (HiperSac) acima do valor controle (Tabelas
4.2, 4.3). O efeito da hiperosmolaridade sobre [Ca®]4. foi diferente para diferentes
solutos e foi dependente do tempo de perfusdo com solucéo-teste; no entanto, o efeitos
dos solutos foram qualitativamente semelhantes (p> 0,05 para interacido soluto x tempo,
Tabela 4.6).
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Tabela 4.2 — Curso temporal dos efeitos da solugdo HiperNac sobre AEC, A[Ca*"] e [Ca*']ya. A
primeira coluna (0 min) representa a situacdo controle (perfusdo com solucdo NT). Valores

expressos em porcentagem do valor controle. Média + EPM (n).

Tempo de exposicéao a solugao HiperNac (min)

0 0,5 1 2 3 5 10 15

100 65,46 32,69 15,94 11,57 22,24 60,8 63,15

AEC (16) +11,18 +6,82 + 3,56 +2,14 + 4,35 +9,64 +14,61
(7) (8) (11) 9) 9) 9) (8)

100 75,95 56,85 75,63 64,13 80,55 121,00 155,20

A[Ca®"}; (18) +5,71 +445 +756 +£565 +£119 <+1746 +£22728
(7) (8) (17) 9) 9) 9) (13)

100 107,30 110,00 112,10 122,80 123,80 123,50 124,00

[Ca2+]dia +6,57 +545 +466 +748 +832 +870 +7,14

s @ ® 17 © 9 ©  (13)

Tabela 4.3 — Curso temporal dos efeitos da solugdo HiperSac sobre AEC, A[Ca®*] e [Ca®ga. A
primeira coluna (0 min) representa a situagao controle (perfusdo com solugdo NT). Valores

expressos em porcentagem do valor controle. Média + EPM (n).

Tempo de exposi¢édo a solugao HiperSac (min)

0 0,5 1 2 3 5 10 15
100 59,84 32,73 13,98 7,80 0° 0° 0°
AEC o) * 13,74 +1293 +6,75 +2.11 (10) (10) (10)
(10) (10) (7) (4)
j00 11960 12650 12540 13810 12630 130,20 130,60
A[Ca®}; o) * 831 +10,32 +11,00 +20,12 +10,95 +959 +13,32
(10) (10) (10) (5) (8) 9) (8)
j00 111,70 11360 11820 12800 12690 149,10 144,60
[Ca*gia +3,73 +3,77 +502 +523 +665 +839 +7,48

W0 "o o) (10 ) (8) ©) (8)

4 AEC abaixo do limite de detecgao do DBV.
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Tabela 4.4 - Analise de variancia bifatorial do efeito do soluto (NaCl e sacarose) e do tempo sobre
AEC durante um twitch. Foram analisados os dados referentes as Tabelas 4.2 e 4.3.-

Variagao nglrjj accj:i?e Quadrado Médio F p
Soluto 1 17600 35,87 < 0,01
Tempo 7 12770 26,02 < 0,01
Interacao Soluto x Tempo 7 3214 6,551 < 0,01
Residuo 123 490,6

Tabela 4.5 - Analise de variancia bifatorial do efeito do soluto (NaCl e sacarose) e do tempo sobre

A[Ca2+]i durante um twitch. Foram analisados os dados referentes as Tabelas 4.2 e 4.3.

Variacao Lciit;?rjc?a?jz Quadrado Médio F p
Soluto 1 5691 4,318 < 0,01
Tempo 7 39470 29,95 < 0,01
Interacdo Soluto x Tempo 7 39150 4,344 < 0,01
Residuo 139 1318

Tabela 4.6 - Analise de variancia bifatorial do efeito do soluto (NaCl e sacarose) e do tempo sobre

[Ca2+]dia durante um twitch. Foram analisados os dados referentes as Tabelas 4.2 e 4.3.

Variagao Ift;?rjj a((jjz Quadrado Médio F p
Soluto 1 3182 9,662 < 0,01
Tempo 7 2605 7,910 < 0,01
Interacdo Soluto x Tempo 7 397,5 1,207 0,3029
Residuo 139 329,4
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4.3 Aumento iso e hiperosmdtico da [Na*],

Na Figura 4.4, estdo apresentados os cursos temporais dos efeitos sobre AEC,
A[Ca®]; e [Ca®']¢a causados pelo aumento da [Na‘*], sem aumento de osmolaridade,
partindo do nivel isosmético com relagao a NT (i.e., Hipo-Tyr como solugéo controle) e da
condicao hiperosmoética (i.e., HiperSac como solugao controle) (vide item 3.7.2). O efeito
do aumento de ambos [Na'], e osmolaridade pela solucdo HiperNac foi novamente
apresentado nesta figura para comparacao. Para a condicdo de aumento isosmético de
[Na™],, os valores controles em solugao Hypo-Tyr foram: AEC = 1,73 + 0,28 %CCR (n=12),
A[Ca®]i = 0,399 + 0,042 pM (n=13) e [Ca**]4a = 0,203 + 0,016 uM (n=14). Para a condicdo
de aumento hiperosmotico de [Na'],, os valores controles em solugdo HiperSac foram:
AEC = 0,73 + 0,04 %CCR (n=6), A[Ca®]; = 0,659 * 0,155 uM (n=6) e [Ca®]4a = 0,237 *
0,022 uM (n=6).

Quando os midcitos foram perfundidos com solugdo Hipo-Cal (T[Na'], iso), AEC
sofreu pequena redugéo inicial, seguida de recuperagéao e estabilizacdo em cerca de 38%
acima do valor controle (Figura 4.4-A e Tabela 4.7). Note que, qualitativamente, este
comportamento se aproximou do observado quando a perfusdo foi realizada com
HiperNac. Porém, quando [Na®], foi aumentada na condigdo de hiperosmolaridade
(T[Na*], hiper; Figura 4.4-A e Tabela 4.8), AEC sofreu grande depresséo, atingindo cerca
de 5% do valor controle, e se manteve nestes niveis durante os 15 min de perfusdo com a
solugdo-teste. A variagdo de AEC foi diferente para diferentes niveis de osmolaridade e
esta diferenca foi dependente do tempo (p< 0,01 para interacido osmolalidade x tempo,
Tabela 4.9). O comportamento apresentado por AEC sugere que o aumento de [Na*], ndo
€ o principal fator que causa a redugéo inicial desta variavel, havendo a necessidade de
aumento concomitante de osmolaridade.

A[Ca®'];, na condicdo “T[Na‘], iso”, apresentou um aumento monofasico de
aproximadamente 30% apdés 10 min de perfusdo com a solugéo-teste (Figura 4.4-B e
Tabela 4.7). Porém, na condicdo “T[Na'], hiper’, A[Ca®] apresentou uma reducido
transitoria para cerca de 60% do valor controle nos primeiros 3 min de perfusdo com a
solucéo-teste, seguida de recuperagdo e estabilizacdo em aproximadamente 90% do
valor controle (Figura 4.4-B e Tabela 4.8). A redugéo inicial desta variavel foi semelhante
ao observado quando a solucéo foi HiperNac, sugerindo novamente que o aumento da

osmolaridade concomitante com o aumento de [Na'], € necessario para a variagao inicial
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da A[Ca®*]. No entanto, o aumento tardio de A[Ca®*]; parece estar associado apenas ao
aumento de [Na'],. A analise de variancia indicou que estes efeitos sao diferentes para
diferentes niveis de osmolaridade e a interacdo significativa osmolaridade x tempo (p<
0,05) indica que esta diferenca foi dependente do tempo de perfusdo dos miécitos com a

solucao-tese (Tabela 4.10).

200+ A —— HiperNac 200+
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Figura 4.4 — Curso temporal do efeito causado pelo aumento da [Na'], nas condigbes iso e
hiperosmotica sobre: A) amplitude do encurtamento celular (AEC); B) amplitude do transiente de
Ca* (A[Ca*) e C) concentracao intracelular diastélica de Ca®* ([Ca*"]4s). O aumento da [Na*], sem
aumento de osmolalidade foi testado para um valor de osmolalidade (~280 mOsm/l) referente a
solucdo NT (T[Na'], iso) e partindo-se de uma osmolalidade j& previamente incrementada em 80
mOsm/I (T[Na'], hiper) pela pré-perfusdo com HiperSac. Para comparagao, foi incluida a resposta
ao aumento concomitante da [Na'], e osmolalidade (HiperNac). O primeiro ponto representa a
situagéo controle (perfusdo com solucdo HipoTyr, HiperSac ou NT para T[Na'], iso, T[Na*], hiper e

HiperNac, respectivamente). Os pontos representam as médias e as barras, o EPM.

A variacdo de [Ca®*']4a a0 longo do tempo pode ser observada na Figura 4.4-C e
Tabelas 4.7 e 4.8. Seu curso temporal apresentou diferenga significativa em funcéo do
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nivel de osmolalidade utilizado (T[Na'], iso ou T[Na*], hiper) e do tempo, porém os efeitos

dos tratamentos ndo foram divergentes (p> 0,05 para interacdo osmolalidade x tempo,

Tabela 4.11). Quando os midcitos foram perfundidos com solugdo Hipo-Cal (T[Na‘], iso),

nao houve modificacdo significativa de [Ca®]qa durante todo o tempo de perfusdo com a

solugdo teste. O mesmo ocorreu quando a [Na'], foi aumentada na condicdo de

hiperosmolaridade, diversamente do que ocorreu durante perfusdo com HiperNac. Estes

resultados sugerem que o aumento da [Ca®*]4. esta associado unicamente ao aumento da

osmolaridade do meio.

Tabela 4.7 — Curso temporal do efeito do aumento isosmético de [Na‘], sobre AEC, A[Ca*; e

[Caz+]dia. A primeira coluna (0 min) representa a situacao controle (perfusdo com solugéo Hipo-Tyr).

Valores expressos em porcentagem do valor controle. Média + EPM (n).

Tempo de perfusao na condigao T[Na'], iso (min)

0 0,5 1 2 3 5 10 15

00 7935 6997 7840 6542 7984 13530 137,70

AEC (12) 990 1487 1393 +1581 +1829 £2341 2449
9) 9) (10) (8) 9) (8) (12)

100 10060 9541 9603 9311 11150 13590 131,50

A[Ca®]; (1a) +1013 957 1183 +1804 +1593 +1442 +1176
(10) 9) 9) 9) (10) (8) (13)

0o 9544 9787 9639 97,35 103,10 101,80 110,90

[Ca**]ya +294 +247 +£260 +272 +2,18 +4,02 +566

(14)

(10)

(9)

©)

(8)

(11)

(8)

(13)
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Tabela 4.8 — Curso temporal do efeito do aumento hiperosmético de [Na'], sobre AEC, A[Ca®*]; e

[Ca2+]dia. A primeira coluna (0 min) representa a situacdo controle (perfusdo com solugéo

HiperSac). Valores expressos em porcentagem do valor controle. Média + EPM (n).

Tempo de perfuséo na condigao T[Na'], hiper (min)

0 0,5 1 2 3 5 10 15
100 5,84 4,22 3,69 4,48 5,71 6,76 6,20
AEC (6) +4,59 + 3,46 +2,25 +2,19 +2,73 + 3,16 +2,13
(6) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
100 85,57 73,63 66,63 70,67 73,26 79,85 88,99
A[Ca®"}; (6) +827 7,15 725 +£481 +£623 £504 £9,15
(6) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
100 108,00 105,30 104,90 104,20 105,10 107,10 111,20
[Ca*gia +757 +794 +783 +7,79 +825 +9,08 +10,36

(6)

(6)

(6)

(6)

(6)

(6)

Tabela 4.9 - Andlise de variancia bifatorial do efeito do nivel de osmolaridade e do tempo sobre

AEC durante um twitch. Foram analisados os dados referentes as Tabelas 4.7 e 4.8.

Graus de

Quadrado

Variagao Liberdade Médio F P
Nivel de osmolaridade 2 91500 70,50 < 0,01
Tempo 7 15420 11,88 < 0,01
Interacao

Nivel de osmolaridade x Tempo 14 4159 3,204 < 0,01
Residuo 172 1298
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Tabela 4.10 - Andlise de variancia bifatorial do efeito do nivel de osmolaridade e do tempo sobre

A[Ca®*]; durante um twitch. Foram analisados os dados referentes as Tabelas 4.7 € 4.8

Graus de Quadrado

Variagao Liberdade Médio F P
Soluto 2 13970 11,45 < 0,01
Tempo 7 8140 6,67 < 0,01
Interacao

Nivel de osmolaridade x Tempo 14 2408 1,973 00218
Residuo 189 1220

Tabela 4.11 - Andlise de variancia bifatorial do efeito do nivel de osmolaridade e do tempo sobre
[Ca®gia. Foram analisados os dados referentes as Tabelas 4.7 € 4.8.

Graus de Quadrado

Variacdo Liberdade Médio F P
Soluto 2 4600 16,40 < 0,01
Tempo 7 658,5 2,347 0,0254
Interacao

Nivel de osmolaridade x Tempo 14 240.8 0,8585 0.6048
Residuo 192 280,5

4.4 Diagrama Ca** - encurtamento

O diagrama Ca®" - encurtamento é uma ferramenta utilizada no estudo da relagéo
entre [Ca®']; e a ativagdo dos miofilamentos (Spurgeon et al., 1992). Neste diagrama, a
amplitude da contragdo num dado instante (no caso AEC) € cotejada em fungao do valor
de [Ca™]. Portanto, quando tragamos o diagrama correspondente a uma contragdo e o
respectivo transiente de Ca?*, obtemos um lago, como os apresentados na Figura 4.5.
Neste trabalho, o diagrama foi utilizado para a analise da dissociacao da resposta de AEC

e A[Ca?"]; ao aumento da osmolaridade do meio extracelular.
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Optamos por tracar o diagrama Ca®*-encurtamento em trés situacdes: condicdo
controle (NT ou Hipo-Tyr), 2 minutos apés a aplicagao de solugéo hiperosmética (ponto de
maxima depressao contratil) e 15 minutos apds a aplicagdo de solugao hiperosmatica

(apds estabilizacdo da atividade contratil e transientes de Ca®). Na Figura 4.5-A, temos o

diagrama Ca®*-encurtamento referente & perfusdo dos miécitos com solugdo HiperNac.

Podemos observar que apés dois minutos de perfusdo com esta solugdo, AEC e A[Ca™]

apresentaram acentuada reducdo, porém a forma do lago nesta condigdo se manteve

bastante proxima a da situacdo controle, o que pode indicar que a dinamica entre o

transiente de Ca®* e contragéo celular n&o foi alterada. Ap6s a estabilizacdo da AEC e da

A[Ca®]; (Figura 4.5-A, 15 min), observamos uma recuperacéo parcial do lago, na qual o

midcito apresentou um estado de contratura diastdlica persistente, na auséncia de

elevacao de [Ca*]yi.

EC (%CCR)
=

HiperNac

0.50
[Ca®*]; (uM)

HiperSac
T T T T T T
o
i Q
O
Q _
—eo— NT i 8 —eo— NT
—4— 2min ——2min |
—e— 15min —e— 15 min |
1 L 1 1 1
0.75 1.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
2
[Ca™]; (uM)
T [Na*], iso
T T
. C
3r .
—e— Hipo-Tyr
2_
1 -
00.00 1.00

[Ca®*]; (uM)

Figura 4.5 - Diagrama Ca®" - encurtamento tipico em trés condicdes experimentais: antes (controle;

NT ou Hipo-Tyr), € 2 e 15 min apds a aplicagdo de solugao hiperosmatica, HiperNac (A), HiperSac
(B), ou aumento isosmotico de [Na'], (Hipo-Cal, C). %CCR = porcentagem do comprimento celular

€m repouso.

52



4 Resultados

Na Figura 4.5-B, temos o diagrama Ca®*-encurtamento referente & perfusdo dos
midcitos com solugcao HiperSac. Neste caso, podemos observar, que apds 2 minutos de
exposicdo a HiperSac, AEC sofreu uma reducgdo bastante acentuada, apesar de A[Ca?'];
ter apresentado um pequeno aumento, o que poderia indicar uma mudanca da relacédo

> e ativacdo da contracdo. E importante observar que a depressdo contratil

entre [Ca
causada pela hiperosmolaridade nédo é resultado de uma diminui¢cao do pico da contracgao,
mas sim devida a um estado de contratura diastdlica que se acentuou ao longo da
perfusdo com solucao HiperSac. Apds o periodo de estabilizacdo, podemos observar um
aumento ainda maior de A[Ca®"] sem recuperacdo da AEC. Neste caso, pode-se destacar
ainda que a célula se encontra em um estado de contratura diastélica mais intenso que
aquele atingido no pico de encurtamento celular na condigéo controle. Para analisar este
estado de contratura diastélica apresentado pelo miécito quando perfundido com
HiperNac e HiperSac, tragamos o diagrama Ca®*-encurtamento de um twitch na condicdo
de aumento isosmoético de [Na‘], (Figura 4.5-C). Pode-se observar que o midcito
apresentou uma contratura diastélica bem reduzida, sugerindo que esta possa ser
associada ao grau de tonicidade efetiva do meio (i.e., tonicidade HiperSac > tonicidade

HiperNac > tonicidade HipoCal).

4.5 Carga de Ca** do RS

A [Ca*']gs estimada na condigdo controle (NT) foi de 143,0 + 8,6 pumoles/| de
citosol (n=15) e 160,4 + 10,2 umoles/| de citosol (n=8) em células posteriormente
perfundidas com as solucées HiperNac e HiperSac, respectivamente. Esta estimativa foi
realizada também apos 2 e 15 minutos do inicio da perfusdo dos mi6citos com solugéo
hiperosmotica. Estes resultados estdo apresentados na Figura 4.6 e na Tabela 4.12.
Podemos observar que [Ca?*]ss ndo sofreu variagdo significativa (Tabelas 4.13 e 4.14)
durante aumento da osmolaridade por adi¢do de NaCl ou sacarose.
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Figura 4.6 — Variagdo da carga de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico ([Ca2+]RS) nas condigbes
controle (NT), e 2 e 15 minutos apds a aplicagdo da solu¢do hiperosmética, HiperNac (A) e
HiperSac (B). Médias + EPM.

Tabela 4.12 — Efeito da exposicdo as solucdes HiperNac e HiperSac sobre [Ca®*]rs. As medigdes
foram realizadas antes (NT), 2 e 15 minutos ap6s o inicio da perfusdo com solugdo hiperosmética.

Valores expressos em porcentagem do valor controle. Média + EPM (n).

NT 2 min 15 min
i 100 97,35 + 3,04 99,78 + 2,87
HiperNac ) ; , ,
P (15) (9) (13)
HiperSac 100 85,74 £ 6,78 92,92 + 5,46

(8) (5) (7)

Tabela 4.13 - Andlise de variancia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solucado

HiperNac sobre [Ca2+]RS. Foram analisados os dados referentes a Tabela 4.12.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F p
Tempo 2 22,32 0,3884 0,6811
Residuo 34 57,46

Total 36
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Tabela 4.14 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solucao

HiperSac sobre [Caz*]RS. Foram analisados os dados referentes a Tabela 4.12.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Soluto 2 318,7 2,491 0,1125
Residuo 17 128

Total 19

4.6 Liberacdo Fracional de Ca®* do RS durante um twitch (LF)

A LF (percentual) estimada na condigdo controle (NT) foi de 48,6 + 4,5 % (n=14) e
51,9 £ 5,5 % (n=8) em células posteriormente perfundidas com as solu¢des HiperNac e
HiperSac, respectivamente, ou seja, em cada contragdo, foram liberados
aproximadamente 50% da quantidade total de Ca?* no interior do RS (cerca de 75 uM/I de
citosol). Na Figura 4.7 e na Tabela 4.15, apresentamos as estimativas de LF apos
aumento da osmolaridade extracelular. Quando os miécitos foram perfundidos com
solucéo HiperNac, LF apresentou variagdo dependente do tempo (p< 0,05, Tabela 4.16),
com aumento significativo apdés 15 min de perfusao (p< 0,05, teste de Dunnett). No caso

da solug¢éo HiperSac, nao houve variagao significativa de LF (Tabela 4.17).

HiperNac HiperSac
150 P 160 P
A — B
0 @ 120¢ -
S 100 B — 8 o
€ €
8 8 8or -
& 2|
~ 50_ a ~
o % a0f -
0 0
NT HiperNac  HiperNac NT HiperSac HiperSac
2min 15min 2min 15min

Figura 4.7 — Liberagéo fracional de Ca®* do RS (LF) nas condigées controle (NT), 2 e 15 minutos
apdés a aplicacdo da solucdo hiperosmética, HiperNac (A) e HiperSac (B). * p< 0,05 em

comparacao com NT, teste de Dunnett.
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Tabela 4.15 — Efeito da exposicéo as solugbes HiperNac e HiperSac sobre LF. As medigbes foram
realizadas antes (NT), 2 e 15 minutos apds o inicio da perfusdo com solucado hiperosmotica.
Valores expressos em porcentagem do valor controle. Média + EPM (n). * p< 0,05 em comparacao

com NT, teste de Dunnett.

NT 2 min 15 min
HiperNac 100 96,65 + 7,38 122,4+ 11,54 *
i (14) (8) (13)
i 100 121,3 £ 13,68 108,6 + 11,44
HiperSac ) o g

Tabela 4.16 - Andlise de variancia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugdo

HiperNac sobre LF. Foram analisados os dados referentes a Tabela 4.15.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 2 2451 3,95 0,0308
Residuo 28 620,5

Total 30

Tabela 4.17 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugdo

HiperSac sobre LF. Foram analisados os dados referentes a Tabela 4.15.

Variacéo Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 2 609,5 1,26 0,3104
Residuo 16 483,8

Total 18
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4.7 Reversibilidade do efeito osmatico

Com o objetivo de investigar a reversibilidade dos efeitos causados pelas solugdes
utilizadas neste trabalho, realizamos a comparagdo dos niveis de todas as variaveis
medidas antes da aplicacdo das solugdes hiperosméticas (NT) e apdés sua remogao
(lavagem). A Figura 4.8 e Tabela 4.18 apresentam a comparagéo entre os valores de
AEC, A[Ca®], A[Ca®*]gqa, [Ca*]rs € LF nestas condicdes, para a solucdo HiperNac.
Podemos observar completa recuperacdo das variaveis, com excecdo de [Ca®*|rs que,
apesar que nao ter apresentado variacdo em resposta a solucdo HiperNac, aumentou

significativamente apos a lavagem (teste t de Student para amostras pareadas).

A 5 0.70 B 200 80
T CINT - | . CINT ]
4l l T [ = Lavagem 2 I e~ = Lavagem |
o —_ 2
& H0.35 = % 100- 1405
5 2r ’E\g 2 L | o
U<J1 1 ﬂ ﬂ | ) 87 [
. | 5 - _
0 0.00 0 > 0
AEC AlCa®"],  [Ca®ya [Ca™gs LF

Figura 4.8 — Reversibilidade dos efeitos da solucao HiperNac sobre: A) AEC, A[Ca®*]; e [Ca®*]qia; B)

A[Ca*'gs € LF. * p < 0,05 para NT versus Lavagem; teste t de Student para amostras pareadas.

A reversibilidade dos efeitos da solucdo HiperSac também foi analisada, e os
resultados estdo apresentados na Figura 4.9 e Tabela 4. Neste caso, AEC permaneceu
reduzida ap6s a lavagem, apesar de Ter havido aumento significativo de A[Ca®]. As

demais variaveis mostraram recuperagao para seus respectivos valores iniciais.
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Tabela 4.18 — Reversibilidade dos efeitos da solucdo HiperNac sobre AEC, A[Ca®', [Ca®*]ga

A[Ca2+]RS e LF. As medigbes foram realizadas na condig&do controle e 15 min apds substituicdo de

HiperNac por NT (lavagem). Média + EPM (n). * p < 0,05 para NT versus lavagem; teste t de

Student para amostras pareadas.

NT Lavagem
417 +0,58 3,77 £ 0,68
AEC (%CCR) (1) (1)
+ 0,511 £ 0,052 0,558 + 0,055
A[Ga™]; (uM) (15) (15)
+ 0,208 + 0,013 0,210 + 0,015
[Ca*Jua (uM) 15) 15)
+ . 146,20 + 8,6 158,2+7,23
A[Ca®Trs (UM citosol) 6 h 8,63 5 11 3
o 48,6 +4,9 46,8 + 3,6
LF (%) (13) (13)
A 4- =T R i 200- — -80
[ Lavagem| 3 T T lLavagem
3 [ & 150t 160
s 10.60 5 2 T
S - s B 5 il -
R 2 1045 % < 100+ 140
Q loao & 2 1=
=l ﬂ ] = & so 120
_ ﬂ 1o.15 S
] 0
0 0.00 Ca®]ns LF

AEC AlCa®],  [Ca’lga

Figura 4.9 — Reversibilidade dos efeitos da solucdo HiperSac sobre: A) AEC, A[Ca®*]; e [Ca®*]qia; B)

A[Ca*']gs € LF. * p < 0,05 para NT versus lavagem; teste t de Student para amostras pareadas.
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Tabela 4.19 — Reversibilidade dos efeitos da solugdo HiperSac sobre AEC, A[Ca®'];, [Ca®*]ga,
A[Ca2+]RS e LF. As medigbes foram realizadas na condig&do controle e 15 min apds substituicdo de

HiperSac por NT (lavagem). Média + EPM (n). * p < 0,05 para NT versus lavagem; teste t de

Student para amostras pareadas.

NT Lavagem
AEC (%CCR) 2,85(3)0,48 1,85 (igg),ze
. 0,605 + 0,054 0,744 + 0,057 *
A[Ga™}; (uM) ©) ©)

) 0,198 + 0,017 0,242 + 0,027
[Ca2 ]dia (HM) (9) (9)
A[Ca®Trs (uM/I citosol) 160"25) 10,2 156’(25) 10,4

o 51,9+55 50,6 + 3,4
LF (%) ©) ©)

4.8 t0 de relaxamento (ti2.re) € t12 declinio de Ca2+(t1/2-Ca)

O curso temporal do relaxamento de contragcdes e decaimento dos transientes de
Ca* evocados por estimulagao elétrica foi analisado por meio dos valores de ty/z.re € ti/2.ca
(vide item 3.7.1), respectivamente. Para investigar a taxa de extrusdo de Ca** via NCX,
foram utilizados t12e1 € ti2.ca de contratura evocada pela aplicacdo de cafeina durante
pausa estimulatéria (durante a aplicacdo de cafeina, o acimulo de Ca?* no interior do RS
é inibido e o principal mecanismo responsavel por reduzir [Ca®*]; é a NCX).

Na Figura 4.10-A e na Tabela 4.20, estdo apresentados os valores de tiore € ti2ca
de contracbes e transientes de Ca?* evocados por estimulacdo elétrica na condicdo
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controle (NT) e apos perfusdao com solugao HiperNac. Pode-se observar que tis.cq ndo
sofreu variagdo significativa apdés adicao de NaCl (Tabela 4.21), enquanto que tisrel
aumentou significativamente apdés 15 min de exposi¢do (Tabela 4.22), ou seja, a fase de
relaxamento da contragdo tornou-se mais lenta, embora a cinética da queda de [Ca®*] ndo
tenha se alterado.

Os valores de tipre € tiaca de contraturas e transientes de Ca®* evocados por
aplicagéo de cafeina sdo apresentados na Figura 4.10-B e Tabela 4.20, nas mesmas
condi¢cdes descritas acima. HiperSac causou prolongamento de ambos os valores de ty»,

(Tabelas 4.23 e 4.24) apds 15 min de perfuséo.

twitch cafeina
A 500 B 10
L T Y oerel * | L T t/2-rel ]
400F T ty/2-ca - . 8rCdti2ca * 1
L * |
— 1 T
g 3001 . @ 6 .
= L < L
2 200 . = 4 T -
ﬂ | ﬂ | 1m0 '
0 0 ,
NT HiperNac HiperNac NT HiperNac HiperNac
2 min 15 min 2 min 15 min

Figura 4.10 — Efeito da hiperosmolaridade induzida pela perfusdo com solugcédo HiperNac sobre os
valores de tiore € tioca- A) Contragbes/transientes de Ca* evocados por estimulacao elétrica. A
acentuada depressao contratil impossibilitou a determinagao de ti,2.¢ de contragées apds 2 min de
perfusdo com a solugdo-teste. B) Contraturas/transientes de Ca®* evocados por aplicagdo de
cafeina. * p < 0,05 em comparagédo com NT (analise de variancia seguida de teste de Bonferroni).
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Tabela 4.20 — Efeitos da solucdo HiperNac sobre tiore € ti2.ca. As medi¢cdes foram realizadas
antes (NT) e 2 e 15 minutos apds o inicio da perfusdo com solucdo hiperosmética. twitch =
contragdo/transiente de Ca®" evocado por estimulacdo elétrica. Média + EPM (n). * e **, p < 0,05 e
p< 0,01 em comparacao com NT (teste de Bonferroni).

twitch (ms) cafeina (s)
t1/2-rel ti/2-ca t1/2-rel ti/2-ca
NT 194,3+10,8 150,9+ 13,9 2,6 +0,3 1,9+0,1
(16) (11) (12) (14)
. 161,7+11,4 54+14°* 2,4+0,2
2 mln L] L) ) ) ’ ’
S 6) 7) ©)
15 min 409,6 + 20,6 ** 178,0 + 26,1 6,4+08* 3,5+04**

(5) () (5) ()

§ a acentuada depressao contratil impossibilitou a determinagao desta variavel.

Tabela 4.21 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugdo
HiperNac sobre ty2.c, de transientes de Ca®" evocados por estimulagao elétrica. Foram analisados

os dados referentes as Tabelas 4.20.

Variacéo Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 2 1273 0,6193 0,5489
Residuo 19 2055

Total 21
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Tabela 4.22 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugao
HiperNac sobre t,2.¢ de contragdes evocadas por estimulacdo elétrica. Foram analisados os dados

referentes as Tabelas 4.20.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 1 648575 32 < 0,01
Residuo 31 19736

Total 32

Tabela 4.23 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solucao
HiperNac sobre tio. de contraturas evocadas por aplicagdo de cafeina. Foram analisados os
dados referentes as Tabelas 4.20.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 2 32,58 6,202 < 0,01
Residuo 21 5,253

Total 23

Tabela 4.24 - Andlise de variancia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugdo
HiperNac sobre t1,».c. de transientes de Ca®* evocados por aplicacdo de cafeina. Foram analisados
os dados referentes as Tabelas 4.20.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 2 4,679 11,20 < 0,01
Residuo 25 0,4178

Total 27
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Os valores de ti.e € t/2.ca de contragdes e transientes de Ca?* foram avaliados
também apds o aumento da osmolaridade extracelular por adicdo de sacarose (solugcéao
HiperSac), porém somente apdés 15 min de perfusdo com esta solugdo-teste. Os
resultados estdo apresentados na Figura 4.11 e na Tabela 4.25. Na Figura 4.11-A,
podemos observar que a solucao HiperSac tornou o relaxamento das contragcbes mais
lento (aumento de tie; p < 0,01; Tabela 4.26), mas sem alterar o ti2.c, (Tabela 4.27). Por
outro lado, a mesma solucdo provocou aumento dos valores de tipca € tipre de
contraturas e transientes de Ca®* evocados por aplicacdo de cafeina (Tabelas 4.28 e
4.29).

twitch cafeina

A 600 6
Ctyorel * B CItyore *

I Ctio-ca —= ] | Ctye-ca —|_
400} - 4 .
(2] — *
; : .
o200 — . of T ]

0 - ) 0

NT HiperSac 15min NT HiperSac 15min

Figura 4.11 — Efeito da hiperosmolaridade induzida pela perfusdo com solugéo HiperSac sobre os
valores de tipore € tio.ca. A) Contragdes/transientes de Ca® evocados por estimulagao elétrica. B)
Contraturas/transientes de Ca®* evocados por aplicacdo de cafeina. * p < 0,05 em comparacao

com NT (andlise de variancia monofatorial).

Tabela 4.25 — Efeitos da solugdo HiperSac sobre tio1 € t12.ca. AS medigdes foram realizadas antes
(NT) e 2 e 15 minutos apds o inicio da perfusdo com solugdo hiperosmética. twitch =
contragdo/transiente de Ca®* evocado por estimulagdo elétrica. Média + EPM (n). **, p < 0,01 em

comparacao com NT (analise de variancia monofatorial).

twitch (ms) cafeina (s)
t1/2-rel ti/2ca t1/2-rel ti2-ca
NT 185,9+7,8 146,7 £ 6,9 1,7+0,3 1,5+ 0,1
(8) 9) (8) 9)
15 min 494,0 £ 20,9 ** 147,8 £ 9,2 43+0,8* 2,83+0,3*

(8) (9) (8) 9)
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Tabela 4.26 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugao
HiperSac sobre ty2.1¢) de contragdes evocadas por estimulagéo elétrica. Foram analisados os dados
referentes as Tabelas 4.25.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 1 380752 212 < 0,01
Residuo 15 20551793

Total 16

Tabela 4.27 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugdo
HiperSac sobre ti,,.c, de transientes de Ca®" evocados por estimulagéo elétrica. Foram analisados

os dados referentes as Tabelas 4.25.

Variacédo Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 1 5,55 0,009 >0,10
Residuo 17 562,10

Total 18

Tabela 4.28 - Andlise de variancia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solugao
HiperSac sobre ti. de contraturas evocadas por aplicacao de cafeina. Foram analisados os
dados referentes as Tabelas 4.25.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 1 25,66 9,38 < 0,01
Residuo 15 2,73

Total 16
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Tabela 4.29 - Andlise de varidncia monofatorial do efeito do tempo de exposicdo a solucao
HiperSac sobre t15.c, de transientes de Ca?* evocados por aplicacdo de cafeina. Foram analisados

os dados referentes as Tabelas 4.25.

Variagao Grau de liberdade Quadrado Médio F P
Tempo 1 7,40 16,64 < 0,01
Residuo 17 0,44

Total 18

Na Figura 4.12, estdo apresentadas as variagées dos valores de ti.re € tio.ca de
twitches e contraturas induzidas por cafeina, expressos em porcentagem do valor
controle. Como ja descrito acima, observa-se que o aumento da osmolaridade induzido
por aplicagdo de NaCl ou sacarose tornou a fase de relaxamento das contragdes mais
lenta, porém nao alterou o curso tempo da fase de declinio de [Ca®*].. J& na contratura de
cafeina, ambos os solutos prolongaram o relaxamento e o declinio de [Ca®*]. Estes
resultados sugerem uma reducdo da extrusdo de Ca®* via NCX na condicdo de

hiperosmolaridade.

300 twitch . 600 cafeina .
A —_ 1 HiperNac B I HiperNac
- I HiperSac 1 - I —|— I HiperSac
@ T @
S 200+ - S 400+ -
5 5
o o
= T S -
< 100F——--er IS S R R R - ~ 200 T
0
Relaxamento [Ca?"), Relaxamento [Ca®*);

Figura 4.12 — Variagao dos valores de ti.re € t12.cq durante twitches (A) e contraturas evocadas
por cafeina (B), expressos em porcentagem dos valores controles, apds 15 min de perfusdo com
HiperNac e HiperSac. A linha tracejada indica o valor controle (100%).
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4.9 Simulacdo computacional

Paralelamente aos experimentos, realizamos um estudo do papel da NCX na
atividade contratil celular por meio de uma simulagdo computacional, utilizando o software
LabHeart (versao 4.9.5, Puglisi & Bers, 2001). Na Figura 4.13, apresentamos o0s
resultados desta simula¢do nas trés condiges descritas anteriormente (vide item 3.8.2).
Podemos observar que o aumento apenas de [Na‘],, mas sem alteracao de [Na"]; (Figura
4.13-A, HiperNac 2min), causou uma diminuigdo do influxo de Ca®* mediado pelo trocador
(diminuicdo da componente positiva da corrente da NCX, Incx) € aumento do efluxo deste
ion (aumento da componente negativa da Incx) durante um twitch, o que causa uma
diminuicdo de A[Ca®']; (Figura 4.13-B, HiperNac 2min). Por outro lado, na condicédo
HiperNac 15min, na qual assumimos ter ocorrido um aumento da [Na']; (vide item 3.8.2),
observamos um aumento do influxo e diminuigdo do efluxo de Ca?®* via NCX durante um
twitch (Figura 4.13-A; HiperNac 15min), gerando um aumento da A[Ca*']; (Figura 4.13-B;

HiperNac 15min) semelhante ao observado nos resultados experimentais (item 4.2).

T T T 15 T T : ;
B
A 2.5-—¢—NT - ' )
—a— HiperNac 2min HiperNac 15min
™ | —— HiperNac 15min S 4ok |
Q E3
< -
~ &
g O 05 HiperNac 2min
= 3
1 1 1 1 1
0'00 100 200 30
Tempo (ms)

Figura 4.13 — Simulagado computacional realizado nas trés condigbes experimentais (ver texto). A)
Relagdo entre valor de pico da corrente da NCX (Incx) e potencial de membrana (Eq). B)

Transiente de Ca®*. Assumimos [Ca®"]gs = 180 umoles/I nas trés condigdes experimentais.
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5.1 Instrumentacéo

O sistema de microscopia desenvolvido neste trabalho (Figura 3.3) cumpriu todos
os objetivos do projeto, incluindo baixo custo (aproximadamente US$ 400,00) e
dimensodes reduzidas (aproximadamente 200 x 200 x 300 mm). Além disso, encontra-se
em estudo atualmente em nosso laboratério a possibilidade de expansao do sistema para
permitir a medigao de [Ca®*]; em midcitos isolados utilizando o indicador fluorescente fluo-
3.

O sistema possui ampliagao 6ptica suficiente para que a imagem de todo o miécito
seja mostrada no monitor de video. Desta maneira, foi possivel realizar a medi¢gdo do
comprimento e largura do miécito na tela. Com o auxilio do DBV, foi possivel também
registrar variacbes do comprimento celular durante uma contragcdo evocada por
estimulacao elétrica ou contratura induzida por cafeina. Os principais parametros destas
contracdes/contraturas (e.g., AEC e tye) registradas por este sistema sao similares aos
descritos na literatura (Bassani & Bassani, 2002; Stones et al., 2005).

Os testes realizados no sistema indicaram auséncia de distorcbes 6pticas ou
paralaxe que interferissem na exatidao das medi¢des, e que a relagdo Epgy : Ax (tensao
de saida do DBV : deslocamento conhecido no monitor de video) foi linear.

Como sugestdo para o aperfeicoamento futuro do sistema de microscopia,
podemos citar a necessidade de um ajuste da ampliagdo Optica do sistema que permita

aumentar o campo de viséo e, assim, facilitar a escolha dos midcitos que serdo utilizados.

5.2 Calibracdo do indicador indo-1

Conhecendo-se os parametros de calibragcdo (Rmax, Rmin, B € Kg) € a razéo entre a
emiss&o do indicador nos 2 comprimentos de onda apropriados, pode-se estimar [Ca®']..
Os parametros Rmax © Rmin foram estimados na condicdo de [Ca®*] que satura todos os
sitios de ligacdo do indicador ao Ca?* e na condicdo de [Ca®*]; minima, respectivamente.
Estes parametros, que determinam a faixa de variacdo dindmica da razdo de
fluorescéncia, sdo altamente dependentes do espectro de emissdo do indo-1 ligado e
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nao-ligado ao Ca®* e também, assim como B, das caracteristicas do sistema de detecgao
utilizado. Como conseqtiéncia destas caracteristicas, qualquer modificacao do sistema de
deteccado (e.g., tensdo de alimentacdo das PMTs, alinhamento 6éptico) requer novo
procedimento de calibragdo (Gomes et al., 1998). O parametro B é geralmente definido na
literatura como sendo a razdo das intensidades de fluorescéncia medidas em A = 485 nm
na presenca de [Ca®] minima e saturante. Porém, isto requer que a concentracdo do
indicador seja mantida constante no interior das células, o que nem sempre é possivel.
Para contornar esse problema, utilizamos o procedimento proposto por Gomes et al.
(1998) para se determinar B com maior exatiddo, no qual a razdo de fluorescéncia é
usada no caélculo de B.

A constante de dissociagdo aparente do complexo indicador-Ca?* (Kg) é um fator
multiplicativo (ver Eq 3.1). Desta maneira, variagbes de Ky afetam linearmente a
estimativa de [Ca®*]; (Gomes et al., 1998). Este parametro é fortemente dependente do
meio onde se encontra o indicador (Bassani et al., 1995b; Bassani ef al., 1998). Mudancas
de temperatura, pH, viscosidade e principalmente a presenca de proteinas causam
grandes variagdes de Ky. Portanto, torna-se necessario determinar Ky para cada tipo de
preparagdo em uso. O ideal seria determinar K4 em cada experimento realizado, porém,
em fungdo da complexidade do protocolo utilizado para sua estimativa, é freqlente na
literatura o uso de valores de Ky determinados in vitro, o que pode levar a subestimativa
de [Ca®'].. Neste trabalho, utilizamos o valor de K4 determinado in vivo por Bassani et al.
(1995b), que vem sendo amplamente utilizado no nosso e em outros laboratérios (Bassani
& Bassani, 2002 e 2003; Ginsburg & Bers, 2004; Hu et al., 2005). Apesar deste parametro
ter sido determinado em midcitos de coelho, valores semelhantes foram obtidos em
homogenado ventricular de rato (Bassani et al.,, 1998), o que justifica sua utilizacao neste
trabalho.

5.3 Efeitos da perfusdo dos miocitos com solugées hiperosmoticas

As solugbes hiperosméticas de NaCl sdo uma importante alternativa a transfusao
sanguinea no tratamento do choque hemorragico e vém sendo utilizadas para este fim ha
varios anos (Velasco et al., 1980). Contudo, os efeitos causados por estas solugées no
sistema cardiovascular ainda ndo estdo completamente esclarecidos e s&o objeto de

estudo em varios trabalhos (Scalabrini et al., 2003; Velasco & Baena, 2004; Rocha-e-Silva
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& Poli de Figueiredo, 2005). Em especial no coracado, estudos realizados tanto com o
orgao (Ogino et al., 1998) quanto com tecido atrial isolado (Bassani et al., 1987; Bassani
et al., 1990) revelaram que estas solugcdes podem causar reducdo transitéria da forca
desenvolvida. Assim, alteracdes do bombeamento de sangue apds tratamento com estas
solucdes poderiam ser, pelo menos em parte, devidas a um possivel efeito direto das
solucdes hiperosmoéticas de NaCl sobre a mobilizacdo de Ca?* e atividade contratil celular;
tema que ainda foi pouco explorado.

No presente trabalho, foram estudados os efeitos de solugdes hiperosmoticas de
NaCl e sacarose sobre a atividade contratil e mobilizacdo de Ca** em células cardiacas
isoladas. A analise dos efeitos de solugdes hiperosmoticas de NaCl sobre a atividade
contratil é complexa, pois, além do efeito do aumento da osmolaridade do meio
extracelular, ocorre ainda o aumento da concentracdo externa de NaCl. A dissociacao
deste sal em meio aquoso pode alterar a distribuicdo ibnica nos compartimentos intra e
extracelular, o que pode afetar o transporte de diversos ions. Desta maneira, optamos por
utilizar em parte dos nossos experimentos solu¢des hiperosmoticas de sacarose como
ferramenta para aumentar a osmolaridade do meio extracelular sem variar a [Na'],.
Supostamente, este composto ndo € capaz de transpor a membrana celular, gerando
entdo um efeito chamado “puramente osmético”.

A perfusdo dos miécitos com solugdes hiperosméticas de NaCl e sacarose
produziu efeitos distintos, tanto sobre a atividade contratil quanto sobre os transientes de
Ca?*. De maneira geral, a sacarose gerou aumento de A[Ca®*]; e [Ca®*]ga, porém reduziu
drastica e monotonicamente a AEC. Em relacdo & mobilizacédo de Ca®*, nossos resultados
sdo compativeis com os relatados por Allen & Smith (1987) em musculos papilares de
furdo expostos a hiperosmolaridade por adicdo de 100 mM manitol a solu¢do de perfuséo.
Por outro lado, relata-se que o aumento da osmolaridade extracelular possa causar
aumento da for¢a de contragcdo miocérdica (Allen & Smith, 1987; Bassani et al., 1990;
Ogino et al., 1998), que € o oposto do observado neste trabalho. Neste caso, € importante
salientar que nestes estudos o inotropismo foi avaliado pela for¢a isométrica desenvolvida
por preparacdes multicelulares de musculo cardiaco isolado, enquanto que em nosso
trabalho, medimos encurtamento celular sem carga. O tipo de regime de contracédo
(“isométrica” vs. “isotbnica”) e as propriedades mecanicas da preparacao (existéncia ou
nao de um componente passivo que afeta a complacéncia) podem ter influéncia
importante sobre a resposta da preparacdao. No caso da contracdo isométrica, a carga
mecanica imposta ao musculo facilita a ligagdo do Ca®** a troponina C, por aumento do
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comprimento do sarcdmero. Além disso, no tecido muscular isolado, no qual podem estar
presentes terminacdes nervosas, a hiperosmolaridade pode afetar nao apenas a liberagao
de neurotransmissores (Hubbard et al., 1968), mas também alterar a sensibilidade do
tecido a estes agentes (Bassani & Bassani, 1991), o que pode afetar de modo importante
a resposta inotropica da preparacgao.

De acordo com nossos resultados e outros estudos, o aumento da osmolaridade
per se pode gerar dois efeitos importantes que podem alterar a amplitude das contracées,
que sdo: efeito sobre a mobilizagcdo de Ca®* e sobre os miofilamentos e/ou propriedades
mecéanicas da preparagao.

Em relagéo as propriedades mecénicas, o aumento da osmolaridade extracelular
pode gerar reducao de volume do miécito devida a saida de agua do meio intracelular
(Ross, 1986). A compressao osmotica do midcito, que atinge o pico apés cerca de 5 min
de perfusdo, aparentemente reduz o espagamento entre as proteinas contrateis, o que
pode facilitar a interagao entre actina e miosina (McDonald & Moss, 1995; Fuchs & Wang,
1996) e contribuir para um efeito inotrépico positivo. Por outro lado, a desidratagao celular
pode também aumentar a viscosidade citoplasméatica e afetar de maneira importante a
dindmica de contragao (Allen & Smith, 1987). Acreditamos que este segundo fator possa
ser predominante e ter sido 0 mecanismo responsavel nao so6 pela reducao da AEC, como
também pelo prolongamento do relaxamento da contracao (ver Figura 4.12), que estdo de
acordo com Howarth et al. (2002). Alternativamente, as alteragcdes de amplitude e curso
temporal das contracdes poderiam decorrer de efeitos da hiperosmolaridade sobre o
transporte de Ca®* e conseqiiente alteracdo dos transientes. No entanto, os resultados
indicam que o inotropismo negativo da hiperosmolaridade parece estar relacionado
primariamente a efeitos sobre o aparelho contratil e/ou propriedades mecéanicas da célula,
e nao sobre a mobilizagao de Ca®*, como explicado a seguir.

Nos diagramas Ca**-encurtamento (Figura 4.5), que sdo comumente utilizados
para a andlise da dinamica entre [Ca®*] e encurtamento celular durante uma contragéo
(Spurgeon et al., 1992), podemos observar que quando os miocitos foram perfundidos
com HiperSac, AEC sofreu uma reducao muito acentuada, apesar do aumento do valor de
pico do transiente de Ca*, o que indica um desacoplamento entre o transiente de Ca*" e
o desenvolvimento da contragdo. E importante observar que a depresséo contratil ndo foi
causada por menor encurtamento sistolico de pico, mas sim por uma redugao progressiva
do comprimento celular diastélico. Esta contratura pode ser resultado do marcante

prolongamento do relaxamento das contra¢des, e provavelmente contribui para limitar a
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variagao de comprimento celular na sistole, ja que ap6s 15 min de perfusao com solugcao
HiperSac, o encurtamento diastélico era maior que o encurtamento sistélico de pico na
condicao controle. Contratura diastolica também foi observada durante a perfusédo com
HiperNac (Figura 4.5-A), porém em menor grau. Isto poderia ser explicado pelo menor
aumento da tonicidade do meio causado por HiperNac vs. HiperSac, devido a mobilidade
transmembrana dos ions Na* e CI, mas nao da sacarose. Além disso, o0 maior aumento
de [Ca*]4a em resposta a HiperSac do que a HiperNac pode também ter contribuido para
esta diferenca.

Em relacdo & mobilizacdo de Ca?*, Allen & Smith (1987) atribuiram o aumento de
A[Ca®]; em resposta & hiperosmolaridade a um possivel aumento da liberacdo de Ca?* do
RS ou aumento do influxo do ion durante o PA. Segundo nossos resultados, a primeira
hipbtese parece pouco provavel, pois observamos um pequeno aumento, nao
significativo, de A[Ca®"] e auséncia de diferenca estatistica em LF. Em estudo anterior,
Howarth et al. (2002) encontraram aumento de LF apds 5 minutos de perfusdo com
solugcao hiperosmatica de sacarose, porém € importante destacar que: a) o incremento de
osmolaridade foi cerca de duas vezes maior do utilizado neste trabalho; b) o tempo de
observacao foi diferente; ¢) o método utilizado para estimativa de LF nao se caracterizou
pelo rigor quantitativo, pois os autores nao tiveram o cuidado de converter o sinal de
fluorescéncia em [Ca*].

Por outro lado, o influxo de Ca?* durante um PA pode ser aumentado caso ocorra
aumento do tempo de duracdo do PA ou do pico de lg, . Kasamaki et al. (1998)
demonstraram que o aumento da osmolaridade por adicdo de 150 mM de sacarose reduz
o valor do pico de g, em cobaia, porém aumenta o tempo de duragéo do PA, por inibicdo
de Ik. Segundo estes autores, apesar da reducdo de lc, contribuir para redu¢ao do
influxo total de Ca®*, o prolongamento do tempo de duragéo do PA é capaz de compensar
esta queda, gerando aumento do influxo de Ca®* durante o PA. No mesmo sentido, Ogura
et al. (1997) demonstraram que a adicao de 150 mM de sacarose a solugao de perfusao,
além de reduzir o valor do pico de Ig, 1, reduz também sua taxa de inativagédo, contribuindo
para o aumento do influxo de Ca?* durante o PA em cobaia.

Aparentemente, o efeito independente de Ca?* causado pela hiperosmolaridade
sobre a atividade contratil € dominante em midcitos isolados, gerando depressao da
amplitude das contragdes. Este efeito inotropico negativo, observado mesmo com
aumento de A[Ca®] também foi relatado por Howarth et al. (2002). Mesmo em

preparacdes de musculo cardiaco isolado, outros autores demonstraram que o efeito
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inotrépico de solugdes hiperosméticas de sacarose ou manitol pode ser negativo,
dependendo das condicdes de carga de Ca** do tecido. Wildenthal et al. (1975) relataram
que, na condicdo de alta carga de Ca®*, o tecido ventricular isolado de gato apresenta
efeito inotrépico negativo, ao contrario do efeito inotrépico positivo observado com carga
de Ca? basal. No tecido cardiaco isolado de rato, Willerson et al. (1978) observaram
efeito inotropico negativo causado pelo incremento da osmolaridade de 25 a 100 mOsm/I.
Porém, quando a concentracdo extracelular de Ca®* foi reduzida de 2,5 mM para 0,3 mM,
foi observado efeito inotropico positivo. Estes resultados estdo de acordo com nossa
hipbtese de que a hiperosmolaridade pode gerar efeito inotropico tanto de origem
mecanica quanto de origem de mobilizacdo de Ca®™, e que estes efeitos competem entre
Si.

Diferentemente do ocorrido com a sacarose, durante a exposi¢cdo das células a
solucao hiperosmética de NaCl, foi possivel observar que AEC sofreu reducgéao transitéria,
seguida de recuperacao e estabilizacdo em aproximadamente 60% do valor controle,
apoés 15 min de perfusdo com solugao hiperosmotica. Observamos em algumas células
que a amplitude de contragdes atingida ao final de 15 minutos de perfusdao com HiperNac
era semelhante aquela medida apds 30 minutos, confirmando a estabilizacao do efeito.
Como mencionado anteriormente, o efeito da solugdo HiperNac tem dois componentes
(i.e., efeitos osmoético e do aumento da [Na'],) que precisavam ser analisados
separadamente. Para isto, os miocitos foram submetidos a trés tratamentos adicionais:
aumento da osmolaridade sem aumento de [Na'], (HiperSac) e aumento de [Na*], sem
aumento da osmolaridade tanto na condicdo isosmética (T[Na‘], iso) quanto na
hiperosmética (T[Na*], hiper). Os resultados destes experimentos sugerem que o efeito
inotropico negativo inicial parece ser devido ao aumento da osmolaridade, uma vez que a
queda de AEC nao foi observada na condicdo de aumento isosmoético de [Na'],
(confirmando nossa hipétese anterior de efeito depressor da hiperosmolaridade). Por
outro lado, nossos resultados indicam que a fase posterior de recuperagdo da AEC
provavelmente depende do aumento da [Na'],, pois esta fase nao ocorreu durante
perfusdo com HiperSac ou T[Na*], hiper.

No caso da perfusdo com solucao HiperNac, novamente acreditamos que o
aumento da osmolaridade possa afetar a atividade contratil de duas maneiras: influindo
nas propriedades mecanicas do miécito e na amplitude dos transientes de Ca®*. Na fase
inicial observamos reducao de AEC, que pode ser atribuida a uma provavel alteragao da

dindmica de contracdo (causada por aumento da viscosidade) e concomitante queda de
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A[Ca®]. Da mesma maneira, a fase de recuperacdo de AEC pode depender da
combinacdo destes dois efeitos. Porém, neste caso, observamos aumento de A[Ca®],
que pode contribuir para o aumento AEC, e acreditamos que o efeito depressor da
HiperNac sobre a atividade contréatil seja menor que o da HiperSac (i.e., possibilidade de
redistribuicdo de ions Na* e CI” através da membrana e redugdo do efeito osmético per
se).

HiperSac e HiperNac afetaram também de modo diferente a amplitude dos
transientes de Ca?* evocados por estimulacdo elétrica. Enquanto a primeira solucdo
causou aumento monotdnico de A[Ca®], o efeito da segunda foi qualitativamente
semelhante aquele sobre AEC: ocorreu reducéo transitéria da A[Ca?']; (para cerca de 50%
do valor controle apés 2 min do inicio da perfusdo) seguida de recuperacao e
estabilizacdo em cerca de 50% acima o valor controle (Figura 4.3-B). Os resultados dos
experimentos com perfusdo com HiperSac, T[Na'], iso e T[Na‘], hiper sugerem que a
queda inicial desta variavel depende do aumento conjunto de [Na*], e da osmolaridade
extracelular, pois ndo foi observada nas situa¢gdées de aumento isolado da osmolaridade
ou aumento isosmético de [Na*], (Figura 4.4-B). No entanto, o aumento tardio de A[Ca?'];
(somente apds 10 min de perfuséo) parece estar associado apenas ao aumento de [Na‘l,.

Uma ressalva importante deve ser feita a respeito do curso temporal do efeito do
aumento isosmoético de [Na*],. Para tornar possivel o aumento de [Na‘], sem aumento
concomitante de osmolaridade, nosso protocolo incluia substituicido prévia de certa
quantidade de Na* por litio na solugdo de perfusdo e ajuste da [Ca®*],, considerando a
estequiometria da NCX como sendo 2:1 (ver item 3.7.2). Porém este procedimento
causou reducdo inicial da amplitude de A[Ca®*], o que sugere desvio do potencial de
reversdo da troca para um valor menos negativo, o que deveria facilitar a extrusdo de
Ca** via NCX. Desta maneira, se esta direcdo de transporte ja estiver estimulada na
condigéo controle, é possivel que o desvio adicional do potencial de reversdao da NCX
causado pelo aumento de [Na*], ndo resulte em maior facilitagéo, pois a extrusdo de Ca?*
via NCX, que ¢é limitada pela densidade de moléculas do trocador no sarcolema, poderia
estar proxima da saturagdo. Para contornar este problema, o protocolo experimental
deveria incluir ajuste da amplitude do transiente de Ca?** por adicdo de Ca®* ao meio
extracelular apds a reducao de [Na'],, até que a amplitude do transiente seja semelhante
aquela em NT. Deste modo, seria possivel assumir que o potencial de reversao da NCX
estaria proximo ao valor em NT. Estes experimentos serdo realizados no futuro. No

entanto, até que estes testes tenham sido feitos, ndo sera possivel concluir se a queda
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inicial de A[Ca®'];, depende ou ndo do aumento de [Na*],. Experimentos semelhantes a
estes foram realizados por Bassani & Bassani (1989) e demonstraram que, em condi¢des
isosmoticas, a queda inicial da forca desenvolvida pelo musculo atrial isolado é tanto
maior quanto maior for o aumento de [Na'],, indicando que, nestas condicbes, a
concentracao deste ion é o principal fator regulatério do inotropismo atrial.

Neste sentido, uma possivel hipétese para a queda inicial de A[Ca*] é o
favorecimento da extrusdo de Ca** pela NCX, causado pelo aumento da concentracdo
extracelular de Na*. Esse aumento afeta o gradiente do ion através da membrana, muda
o potencial de reversao do trocador (Bers, 2001) e, neste caso, favorece a extrusédo de
Ca®* na fase inicial. Além disso, existe evidéncia na literatura que a hiperosmolaridade
provoca aumento transitério (cerca de 3 min ap6s o incremento de osmolaridade) da Incx
(Wrigth et al., 1995), que poderia contribuir para o aumento da extrusdo de Ca** do
miécito. Apds a queda inicial, inicia-se uma fase de recuperacdo do transiente.
Novamente acreditamos em um possivel envolvimento da NCX nessa fase. Como
mencionado anteriormente, 0 aumento do gradiente de Na* através da membrana celular,
aliado a uma alta taxa de influxo deste ion em midcitos cardiacos de rato (Despa et al.,
2002), favoreceriam aumento de [Na']. Portanto, nesta fase, teriamos uma reducao do
transporte Ca®* para fora da célula, o que poderia explicar a recuperacdo da A[Ca®'];.

Para testar experimentalmente esta hipotese, investigamos a participagdo da NCX
no efeito das solucdes-teste sobre os transientes de Ca?" realizando medicées dos
valores de ty, de queda de contracdes (t12.e) € de Ca®* (ti2.ca) €vocados por estimulacdo
elétrica e por aplicagdo de cafeina (Figuras 4.10 a 4.12). A adigdo hiperosmatica de
ambos os solutos (i.e., sacarose e NaCl) prolongou o relaxamento de contragbes, porém
nao alterou o curso temporal dos transientes evocados eletricamente. No entanto, o valor
de ti2.ca de transientes evocados por cafeina foi aumentado significativamente (p< 0,05).
Nossos resultados sugerem que a hiperosmolaridade per se prolonga o relaxamento, sem
afetar [Ca®'];, possivelmente por aumento da viscosidade intracelular (Allen & Smith,
1987). Por outro lado, o declinio mais lento de [Ca®*]; durante o transiente induzido por
cafeina é compativel com reducdo da extrusdo de Ca* via NCX na condicdo de
hiperosmolaridade, possivelmente por acumulo de Na* no citosol devido a perda de agua
intracelular.

Paralelamente aos experimentos, realizamos um estudo da influéncia da NCX
sobre o transiente de Ca? por meio de uma simulagdo computacional, utilizando o

programa LabHeart (versado 4.9.5; Puglisi & Bers, 2001). O modelo implementado neste
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programa, que inclui o modelo de Luo e Rudy (1994), é capaz de simular PA, correntes
idnicas e transientes de Ca®* em midcitos ventriculares de coelho. Apesar deste modelo
ter sido implementado para uma espécie diferente daquela utilizada nesse trabalho, na
qual a participacdo relativa da NCX no transporte de Ca®* é maior (Bassani et al., 1994),
acreditamos que esta simulacdo auxiliou qualitativamente no entendimento dos efeitos
causados pela variagdo da [Na']; e [Na*], no transporte de Ca®** via NCX. A taxa e direcdo
com que a NCX transporta Ca®** através da membrana dependem, além do gradiente
eletroquimico dos ions envolvidos na troca, da diferenca entre o potencial de reversao da
NCX (Encx) € 0 potencial de membrana da célula (En), a qual representa a forga
eletromotriz do transporte. Se Encx for mais positivo que En,, a extrusdo de Ca** é tanto
maior quanto maior a diferenga entre Encx € En (Bers, 2001). Vale lembrar que a corrente
de membrana via NCX (Ixcx, resultante do balango do contra-transporte de Na* e Ca*)
representa o transporte resultante de um ion Na*, ja que sao trocados 3 ions Na* por 1 ion
Ca* (Blaunstein & Lederer, 1999).

A simulagéo foi realizada de acordo com as condi¢des descritas no item 3.8.2. Na
Figura 4.13 apresentamos os resultados desta simulagdo. Podemos observar que o
aumento da [Na‘], causou inicialmente uma diminuicdo do influxo de Ca®** (diminuicdo da
componente positiva da Incx) € aumento do efluxo deste ion (aumento da componente
negativa da Incx), 0 que poderia contribuir para a reducdo da A[Ca*] nesta condicdo
(Figura 4.13-B, “HiperNac 2min”). Por outro lado, quando se simulou um aumento tardio
de [Na"]; causado supostamente pela maior transferéncia de Na* do meio externo para o
interno, associado a uma concentracdo osmética dos solutos intracelulares, observamos
um efeito inverso, ou seja, aumento do influxo e diminuicdo do efluxo de Ca® via NCX, o
que tende a causar aumento de A[Ca®"]; (Figura 4.13-B, “HiperNac 15min”). Os resultados
obtidos pela simulagéo de transientes de Ca** nesta Gltima condicéo estio de acordo com
0s obtidos em nossos experimentos e sao compativeis com a hipétese de acumulo lento
de [Na].

Quando a osmolaridade da solugdo de perfusdo foi aumentada por adicdo de
NaCl, o préprio aumento de [Na'], pode contribuir para o aumento de [Na'],
principalmente em midcito ventricular de rato, preparagdo na qual o influxo de Na* é
intenso, podendo ocorrer: durante o PA por canais de Na*, na fase de repolarizacdo e
diastole devido a extrusdo de Ca?* pela NCX e na regulacdo do pH intracelular pela troca
Na*-H" (NHX), que promove entrada de Na* e saida de H* (Despa et al., 2002). Varios
estudos acerca dos efeitos da hiperosmolaridade sobre a [Na*], também apontam para o
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aumento de [Na*], em midcitos isolados. Whalley et al. (1993) demonstraram que o
aumento da osmolaridade por adicdo de sacarose tem efeito direto sobre a ATPase-Na*-
K*, reduzindo sua atividade em aproximadamente 50%, o que pode causar aumento da
[Na']. Além disso, a extrusdo de H* via NHX é, aparentemente, potencializada pela
hiperosmolaridade (Whalley et al., 1991). Desta maneira, o aumento do influxo de ions
Na® via NHX poderia também contribuir para o aumento da [Na']. A respeito desta
informacao, é importante lembrar que, na preparacao biol6gica estudada neste trabalho,
espera-se que o controle do pH intracelular seja realizado unicamente pela NHX, uma vez
que o co-transportador Na-HCO; estava inibido pela auséncia de H,CO3; nas solugdes
utilizadas. Com isso, a inibicdo da NHX pela hiperosmolaridade pode acarretar mudangas
significativas do pH intracelular. O controle do pH intracelular é de extrema importancia,
pois este pode modificar praticamente todos os sistemas envolvidos na regulagao do
transporte de Ca** e desenvolvimento de forga (Bers, 2001). Como exemplo, podemos
citar a modulagdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®*, da atividade da ATPase de
Ca?* do RS, da NCX e dos canais de liberagao de Ca®* do RS (Bers, 2001).

Para tentar explicar a recuperacdo da A[Ca®*]; ao longo da perfusdo dos miécitos
com HiperNac, procuramos investigar uma possivel participacao do RS neste efeito. O RS
é o principal estoque de Ca?* intracelular e é responsavel por fornecer aproximadamente
90% do Ca?*" envolvido no processo de contragdo em midcitos ventriculares de rato
(Bassani et al., 1994; Bers, 2001). Neste trabalho, a [Ca®'|rs foi estimada segundo
Bassani & Bers (1995) como a diferenca entre o valor de [Ca®']r no pico do transiente
evocado por cafeina e aquele imediatamente antes do transiente (diastole). Valores
estimados por este método sdo comparaveis aos estimados pelo método eletrofisioldgico,
que consiste da integracdo temporal da corrente produzida pela extrusdo de Ca* pela
NCX durante a aplicagdo de cafeina na presencga de solugao NT (Ginsburg et al., 1998). A
LF, outra importante variavel utilizada na caracterizagdo da fungcdo do RS, também foi
investigada neste trabalho. E importante salientar que, por causa da complexidade do
protocolo experimental utilizado para estimativa direta da LF (Bassani et al., 1993b;
1995a) e a dificuldade de executd-lo durante os experimentos com as solugdes
hiperosmaticas, optamos por utilizar uma aproximagao, na qual LF é considerada como a
razdo entre a variacao de [Ca?']; durante uma contragéo evocada por um estimulo elétrico
e aquela em resposta a Caf-00. As principais vantagens desta abordagem sao a
simplicidade do protocolo experimental e a possibilidade de avaliacdo da LF durante a

estimulacao em steady-state. Por outro lado, ha alguns problemas, como por exemplo, a
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interferéncia da captacdo de Ca* pelo RS (abreviando o transiente de Ca*) e o fato do
influxo de Ca®* n&o ser levado em conta.

Nossa estimativa de [Ca®]zgs na condigdo controle, de aproximadamente 150
umoles/| de citosol, € compativel com dados da literatura (Ginsburg & Bers, 2004; Diaz et
al., 2004). Observamos que a perfusdao dos miécitos com solucéo HiperSac ou HiperNac
nao induziu variacdes significativas da [Ca*]rs (Figura 4.6), o que indica que o aumento
de osmolaridade extracelular de 85 mOsm/l, per se ou acompanhada de aumento da
[Na'],, ndo foi capaz de alterar a [Ca®*]rs. Estimamos que a LF, durante a perfusdo com
solugdo controle, foi de aproximadamente 50%, resultado que se aproxima do observado
em outros estudos (Bassani et al, 1993; Howarth et al,, 2002; Bassani et al., 2004).
Considerando a [Ca?']gs estimada, o RS libera no meio intracelular cerca de 75 pmoles/|
de citosol a cada contracdo. Com o incremento da osmolaridade extracelular por adi¢cao
de sacarose, ndo observamos variagdo significativa desta variavel (Figura 4.7). Como a
[Ca®]rs também n&o foi afetada pela solugdo HiperSac, tem-se um indicativo de que a
osmolaridade, per se, ndo induz modificagcdes significativas no papel do RS na geracgéao do
transiente de Ca®*. Quando a perfusao foi realizada com solucdo HiperNac, observou-se
aumento significativo da LF apés 15 min de perfusdo, que provavelmente causou o
aumento de A[Ca*"] observado neste ponto. A LF é regulada principalmente por dois
fatores: a [Ca®]zs € 0 influxo de Ca® via canais de Ca* tipo L (Bassani et al., 1995a;
Shannon et al.,, 2000). Mas, de maneira geral, pode ser regulada também por qualquer
agente que altere a atividade dos canais de liberagdo de Ca** do RS e/ou sua
sensibilidade a Ca®* (Bers, 2001). Neste trabalho, ndo detectamos efeito significativo da
hiperosmolaridade sobre [Ca*]rs, porém Page & Upshaw-Early (1977) demonstraram em
tecido ventricular de rato que o incremento de 135 mM de NaCl a solugao de perfusédo
provoca reducéo do volume total do RS, o que poderia causar aumento de [Ca®*]gs. Desta
maneira, acreditamos que um provavel aumento de [Ca®*|zs possa ser responsavel pela
maior LF. No entanto, este aumento ndo poderia ser detectado pelo método utilizado
neste trabalho ou pelo método eletrofisiolégico, pois em ambos a medicdo de [Ca®']gs é
realizada apds sua liberagao do RS.

Aparentemente, o aumento de LF n&o se deve a um maior influxo de Ca®* durante
o PA. Embora neste trabalho ndo tenhamos realizado medicées da corrente de Ca?
mediada por canais tipo L (IcaL), relatos na literatura indicam que esta corrente é inibida
pela hiperosmolaridade (incremento de 150 mM de sacarose; Ogura et al., 1997;

Kasamaki et al., 1998). Apesar disso, observamos aumento de LF, o que indica que a
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possivel reducéo de lc,. poderia ser mais que compensada por um provavel aumento da
[Ca®*]Rs.

E importante salientar ainda que os efeitos causados pela solugéo HiperNac sobre
a AEC, A[Ca*']; e [Ca®']qa foram reversiveis (Figura 4.8). Aparentemente a remocéo das
solucdes hiperosmoticas estudadas neste trabalho nao provocou ruptura do sistema de
tubulos-T, o que pode ocorrer em condigdes de choque osmdtico muito intenso (Fowler et
al., 2004). A detubulagdo do midcito, além de reduzir a capacitancia de membrana (por
reduzir consideravelmente sua area total), isola do meio extracelular uma importante
regido da membrana celular onde se concentram muitas vias de transporte de ions (e.g.,
NCX, canais de Ca®* tipo L, ATPase Na*-K*; Yang et al., 2002; Brette et al., 2004; Despa
et al., 2003). Se houvesse ocorrido detubulacéo esperariamos diminuigdo de A[Ca®"] e LF

apos a lavagem, o que nao ocorreu.

5.4 Conclusées finais

Aparentemente, a perfusdo com solucao hiperosmotica de NaCl gera dois efeitos
distintos sobre os miécitos. O primeiro deles, causando variacdo bifasica de A[Ca?']; (i.e.,
reducao inicial seguida de recuperagédo) mediada possivelmente por acumulacdo de Na*
intracelular. O segundo, sobre a atividade contratii e também bifasico, pode estar
relacionado com alteracdo das propriedades mecénicas do miécito (e.g., aumento de
viscosidade) e/ou efeito direto sobre os miofilamentos.

Os mecanismos envolvidos na queda inicial dos transientes de Ca* ainda
permanecem obscuros (apesar dos resultados da simulagcdo apontarem participagdo da
troca Na*-Ca**), porém a fase de recuperacdo dos transientes parece estar relacionada
ao aumento da liberac&o fracional de Ca®* do RS e possivel aumento da carga de Ca®* do
RS, como resultado provavel de reducdo do efluxo de Ca?* via NCX causado por
acumulacao intracelular de Na®.
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Apéndice A — Medicao da concentracao

intracelular de Ca®*

A.1 Bases Teoricas

A espectroscopia € a ciéncia que estuda a interacao da radiacao eletromagnética
com a matéria, seja esta na forma de gases, liquidos ou sélidos. Dentre as varias técnicas
espectroscopicas disponiveis, iremos ftratar nesse texto especificamente da
espectroscopia de luminescéncia. A luminescéncia consiste em um processo de emissao
de luz sem combustdo e conseqientemente sem incandescéncia. O fato deste processo
utilizar temperaturas mais baixas do que as necessarias para a incandescéncia € muito
vantajoso, trazendo um numero enorme de aplicagoes.

O fenébmeno da luminescéncia pode ser definido como a imediata emissao de
energia realizada por uma molécula ou atomo apds absorgdo de radiagdo. Quando esta
energia € absorvida e emitida na forma de luz (fétons) este fenébmeno é chamado de
fotoluminescéncia. Absorgao de energia normalmente esté ligada a transi¢des eletrbnicas
no atomo em questdo. Esta transi¢cdo, por sua vez, leva o atomo para um estado
eletrébnico de maior energia (e para os diversos niveis vibracionais e rotacionais deste
estado eletrénico). Porém a absorcao de energia somente ocorre em niveis discretos,

conhecidos como quantum. A energia de um quantum é dada por:

E = hv (A.1)
ou
E=h< (A.2)
A

onde h é a constante de Planck, C é a velocidade da luz no véacuo, v é freqiiéncia de

vibragao do féton e A € o comprimento de onda da radiagao absorvida.

Existem duas formas de fotoluminescéncia, que sao classificadas de acordo com o
tipo de emissao realizada pelo atomo: a fosforescéncia e a fluorescéncia (objeto de nosso
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estudo). Para distinguirmos essas duas classes utilizaremos o diagrama de Jablonski
(Rendell, 1987), apresentado na Figura A.1.
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Figura A.1 — Diagrama de Jablonski — Transicoes eletrénicas envolvidas na fluorescéncia e
fosforescéncia. Veja texto para explicagdo. Modificado de Rendell (1987)

Resumidamente, na fosforescéncia a absor¢cao de energia (que leva o elétron do
nivel SO para o nivel singlete S1) é seguida de uma transi¢éo eletrénica proibida (i.e.,
probabilidade muito pequena). Essa transicdo ocorre primeiramente para o estado
excitado triplete (T1) e em seguida para o estado SO, liberando energia na forma de luz
(fosforescéncia) em um processo que pode durar segundos.

Na fluorescéncia, quando ocorre absor¢cdo de energia, o elétron passa do estado
fundamental (SO) para o estado excitado S1. Nesse estado o elétron pode ocupar varios
niveis vibracionais e rotacionais, de acordo com a energia absorvida (v = 1, 2, 3, 4).
Geralmente o primeiro processo apos a absorcao do féton € a relaxacgao vibracional (RV)
ao nivel mais baixo de S1. Nessa transicao sem radiacao, a energia é dissipada em forma
de calor. Por fim, na transicdo de S1 para SO normalmente ocorre emissao de fotons
(fluorescéncia) e o elétron volta ao estado fundamental (menor energia). Este processo
tem uma duragdo da ordem de 10® s. A probabilidade de relaxacdo com emissdo de um
féton é denominada eficiéncia quantica (EQ) e € uma caracteristica intrinseca do atomo.
Esta probabilidade € numericamente igual ao niumero de fétons emitidos pelo atomo

dividido pelo numero de fétons absorvidos pelo mesmo. De maneira geral, estes
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fendbmenos também sdo observados em atomos quando estes formam uma molécula.
Porém, neste caso, a absorcdo ou emissdo de fétons ira compor o espectro de
absorcao/emissao de energia da molécula, dado pela somatéria da energia absorvida ou
emitida por cada atomo que compde a molécula.

Outra caracteristica importante da fluorescéncia é a relacdo entre o espectro de
absorcdo e emissao. Conforme descrito anteriormente, o elétron normalmente dissipa
energia sem emitir radiacdo (i.e., relaxacdo vibracional) antes do processo de
fluorescéncia. Dessa maneira, a energia disponivel para a emissao de radiacao é menor
do que a absorvida. Portanto, o comprimento de onda da radiacao emitida pelo d&tomo
serd maior que o comprimento de onda da radiacdo absorvida, uma vez que o
comprimento de onda estd relacionado com a energia emitida (Equacado A.2). Esta
caracteristica é conhecida como Lei de Stocks, e é ilustrada na Figura A.2.

espectro de espectro de
absorcao emissao

intensidade de
fluorescéncia relativa

comprimento de onda

Figura A.2 — Esquema ilustrativo da Lei de Stokes — Devido a dissipacédo de energia por relaxacao
vibracional, o comprimento de onda da radiacéo emitida € maior do que o comprimento de onda da
radiagdo absorvida. Modificado de Redell (1987).

A.2 Medicdo de [Ca’*] usando técnicas de espectroscopia de
fluorescéncia

Nos ultimos anos, a espectroscopia de fluorescéncia vem se destacando como
uma importante ferramenta em andlise quimica quantitativa, podendo ser utilizada, entre

outras aplicagdes, na determinagdo de concentragbes de substancias quimicas. Entre
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suas principais vantagens, destaca-se a rapida resposta temporal, pois as transi¢cdes
eletrdnicas responsaveis pela fluorescéncia ocorrem em periodos da ordem de 10%s.

Para que seja possivel a medicao de concentragdes idnicas, no caso especifico da
medicdo da concentragdo intracelular de ions de célcio ([Ca*]), torna-se necessario o
uso de compostos (indicadores) fluorescentes, pois a maior parte dos ions nao sao auto-
fluorescentes.

Atualmente, a tecnologia de fabricacdo de indicadores fluorescentes permite a
medicao de uma série de ions no interior de células vivas, como por exemplo, ions calcio,
magneésio, sddio e hidrogénio. Porém, neste texto, iremos tratar apenas dos indicadores
fluorescentes de Ca?*. Estes indicadores sdo normalmente divididos em dois grupos: os
raciométricos e 0s nao-raciométricos (Kao, 1994).

A.2.1 Indicadores raciométricos

Os indicadores raciométricos ndo s6é apresentam alteragdes na intensidade de
fluorescéncia emitida quando ligados ao Ca?*, mas principalmente tém seu pico de
emiss&o (ou excitacao) deslocado quando formam o composto Ca?*-indicador. Sdo assim
chamados pois permitem o uso do método da razdo. O método da razado consiste em
analisar a raz&o entre a intensidade da fluorescéncia emitida pelo indicador ligado ao Ca?*
e aquela emitida pelo indicador ndo ligado ao Ca*. Este método tem como principal
vantagem a diminuicdo de erros de medida causados por variagdo da concentracdo do
indicador no interior da célula, intensidade da iluminacao de excitacdo, ganho da medicao
da fluorescéncia e artefatos de movimento. Atualmente os indicadores raciométricos mais
utilizados sao o indo-1 e o fura-2, porém abordaremos nesse texto apenas o indo-1. A
principal vantagem do indo-1 em relagao ao fura-2 é que o espectro de emissdo de ambas
as formas do indo-1 (ligado e livre) podem ser monitoradas simultaneamente, resultando
em uma instrumentagdo mais simples. As principais caracteristicas espectroscépicas do

indo-1 sdo apresentadas na Tabela A.1 e, na Figura A.3, temos seu espectro de emissao.
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Tabela A.1 — Principais caracteristicas espectroscopicas dos indicadores fluorescentes para [Ca?"].
EQ: Eficiéncia Quantica. CE: Coeficiente de Extingdo (M" cm™). “livre” significa indicador nio
ligado ao Ca®* e “ligado” significa indicador ligado ao Ca®. (modificado de Minta et al., 1989;
Grynkiewicz et al., 1985).

Pico de Pico de
Kg EQ EQ CE CE
Excitacédo Emissao ) ) ) )
(nM) (livre) (ligado) (livre) (ligado)
(nm) (nm)
Indo-1 250° 349 485/410 0,38 0,56 79 83
Fluo-3  400° 506 526 0,0051 0,183 34 34

4 K4 aparente in vitro obtido em 37°C, em solugéo aquosa, 110mM KClI, pH 7,05
b Ky efetivo in vitro obtido em 22°C, solu¢do aquosa, 100mM KCI, pH 7-7,5

Ex = 338 nm

39.8 yM Ca®

intensidade relativa

0.038
0.017
]

- T T T 1
350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)
Figura A.3 — Espectro de emissado do indo-1. O pico do espectro de excitacdo é 338nm. Modificado
de Haugland (1999).

Para que seja possivel a analise dos transientes de Ca®* no interior da célula, é

necessario converter o sinal de fluorescéncia medido em [Ca®]. A intensidade de luz

emitida por uma amostra contendo indicador fluorescente é dada por:
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I=pxAxdx EQxP(A)dAxc (A.3)
onde p € a densidade de luz incidente na amostra, A e & sdo a area e espessura da

amostra,P(L)dL é a probabilidade de emissao entre A e A+d\ e ¢ € a concentragdo do
indicador na amostra.
Simplificando-se a Eq. A.3, temos:

I=Sxc (A.4)

Desta maneira, a intensidade de luz emitida em uma faixa dA em torno de A

depende da constante S e é proporcional a concentragao do indicador.

Para chegar em uma relagdo entre intensidade luminosa e [Ca®'];, considere as
equacdes A.5, A.6 e A.7 (Grynkievics et al., 1985).

F1 = Sf1cf + Sb1cb (A.5)
F2 = szcf + szcb (A.6)
c,[Ca™]
=— (A.7)
b Kd

onde F; e F, sdo, respectivamente, as intensidades do sinal luminoso medidas em A, e

A, ; G e c, sdo as concentragbes do indicador ligado e nao-ligado ao Ca*,

respectivamente; Ky € a constante de dissociacdo aparente do indicador; S, e S
equivalem a constante S quando o indicador esta ligado e nao ligado ao Ca®*,
respectivamente.
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Substituindo (A.7) em (A.6) e (A.5) e resolvendo a equagao para [Ca?*] temos:

2+ R - Rmin S 2
[Ca**]= Kd(l—? - Rj[sf j (A.8)
max b2

~I.I

onde R=—

Tl

S . Spi
Note que R, =—- é o valor limite inferior de R com [Ca**]=0e R, =—2 éo0

f2 b2

valor limite superior de R com [Ca®*] saturante. O termo —2 & a razdo das intensidades

b2
de fluorescéncia medidas em A, com [Ca®] minima e maxima, respectivamente. Este

termo normalmente é chamado de B. Assim a equagao para conversdo de R em [Ca®'] é

dada por:

[Ca™]= KdﬂE A~ P j (A.9)

Rmax -R

A correta escolha dos parametros de calibracao (i.e. Ky, B, Rmin € Rmax) € de grande

importancia para a estimativa de [Ca®*]. Essa questao ser4 discutida oportunamente.

A.2.2 Indicadores nao-raciométricos

Nos indicadores ndo-raciométricos, a excitagdo, assim com a captagédo da luz
emitida, € realizada em apenas um comprimento de onda. Variagbes na concentragao
intracelular de calcio ([Ca®']) refletem-se em variagcdes na intensidade da fluorescéncia
emitida, sem que haja alteragdes no pico do espectro de emissdo. Um dos indicadores
fluorescentes nao-raciométricos mais utilizados na medicdo de [Ca®] em mibcitos
cardiacos € o fluo-3 (Minta et al., 1989). As principais caracteristicas espectroscépicas do
fluo-3 sdo apresentadas na Tabela A.1. A Figura A.4 ilustra seu espectro de emissado. O
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pico de emissdo do indicador ligado e ndo-ligado ao Ca* praticamente ndo sofre
alteracao, impossibilitando o uso do método da razao.

Ex = 488 nm

39.8puM Ca*

intensidade relativa

500 550 600 650
comprimento de onda (nm)

Figura A.4 — Espectro de emisséo do fluo-3. O pico do espectro de excitacdo € 488nm. Modificado
de Haugland (1999).

Uma das principais vantagens do fluo-3 é sua alta intensidade de fluorescéncia.
Apesar de sua eficiéncia quantica ser inferior a do indo-1, o produto EQ x CE — parametro
intrinseco do indicador que melhor expressa a intensidade de fluorescéncia emitida - é
maior no fluo-3 para valores fisioldgicos de [Ca®'li em midcitos cardiacos (Figura A.5).
Assim, é necessdaria menor quantidade de indicador no interior da célula para se obter
bons niveis de fluorescéncia. O coeficiente de extingao (CE) € uma caracteristica que
indica a quantidade de luz absorvida por uma substdncia em um determinado

comprimento de onda.
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m
I

QExCE (M7 cm™

10 100 1000 R

[Ca*] livre (nM)
Figura A.5 — Produto EQ x CE em fungéo da concentracdo de Ca*" livre. Modificado de Minta et al.
(1989).

Além disso, o fato do fluo-3 ter seu pico de excitacao na faixa da luz visivel (azul),
ou seja, em comprimentos de onda maiores que do ultravioleta (UV), também é uma
grande vantagem, pois a luz na faixa do UV pode causar danos as células vivas e excitar
a auto-fluorescéncia de alguns componentes celulares (e.g. NADH) (Minta et al., 1989).

Por outro lado, a principal desvantagem do fluo-3 € justamente a impossibilidade
de se usar o método da razdo. Sendo assim, alguns eventos, como por exemplo, a perda
de indicador para o meio extracelular, variagdes no produto EQ x CE, na intensidade da
iluminacdo de excitagéo, eficiéncia na medicao da fluorescéncia, podem introduzir erros
na medida da fluorescéncia.

Novamente, para se avaliar [Ca**] em células vivas torna-se necessario ainda
mais um passo: a conversao do sinal luminoso medido em [Ca?*]. Para isso, é utilizada a

equacao A.10, analoga a equagao A.9.

F =P (A.10)
Foo - F |

max

2+
[Ca™]=K d[
onde Fin © Frax S30, respectivamente, a fluorescéncia medida na auséncia de Ca** e na
presenca de Ca®* saturante.

Porém, a equacao A.8 nao é normalmente utilizada para se fazer a conversao de

fluorescéncia em [Ca*]. Primeiro porque a determinagdo de Fn, é bastante complicada,
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pois a emissdo do fluo-3 em baixas [Ca*] é muito pequena (Figura A.4). Para se
contornar esse problema, o indo-1 é utilizado na determinacdo de [Ca®']; diastélica e, a
partir de ent&o, usa-se o fluo-3 na determinacéo das variaces de [Ca®*].

A.3 Parametros de calibracao

Certamente a conversio da intensidade de fluorescéncia medida em [Ca®*]; é uma
etapa que requer muitos cuidados. Portanto, a determinacdo dos parametros de
calibracao (i.e., Rmax, Rmin, P € Kg) € fundamental para uma analise quantitativa correta da
[Ca®*]. Sendo assim, é fundamental que seja obtida a calibracdo in vivo do indicador
fluorescente (indo-1).

Muitos sdo os fatores que alteram os parametros de calibracdo, sendo K4 0
parametro mais critico. Este parametro é funcao principalmente do meio onde o indicador
esta inserido. Mudangas de temperatura, pH, viscosidade e principalmente a presenca de
proteinas causam grandes variacées de Ky (Bassani et al., 1995). Portanto torna-se
extremamente necessario determinar Ky para cada tipo de preparacao em uso, além dos
outros parametros. Apesar disso, comumente encontramos na literatura trabalhos que
utilizam Ky determinados in vitro, o que poderia subestimar [Ca®*]; (Takahashi et al., 1999).
Para se ter uma idéia desse problema, encontramos Ky (in vitro) desde 250 nM (a 37°C,
Grynkiewicz et al., 1985) até Ky determinado in vivo da ordem de 844 nM (a 22°C, Bassani
etal., 1995).

A seguir apresentamos alguns procedimentos relativamente simples, porém muito

eficazes na determinacao in vivo de Rmax, Rmin € B-

A.3.1 Determinacdo de Ryax € Rmin

Para atingir os dois limites de R, Rnin € Rmax, fazemos uso de ferramentas simples
que envolvem os préprios mecanismos de transporte de Ca®* da célula cardiaca, sem a
utilizacdo de muitos farmacos, que poderiam influir na medigéo do sinal de fluorescéncia
(Bassani et al., 1994).

Para a obtencdo de Rn, (razdo de fluorescéncia com [Ca®**] minima), os midcitos
sdo perfundidos com solugdo de Tyrode sem Ca* por cerca de 20 minutos, com
aplicacao da mesma solucdo contendo 10 mM cafeina a cada 5 min, para depletar o
estoque de Ca* do RS. Em seguida, o meio de incubagdo é trocado por uma solucéo
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sem célcio contendo 7 mM de EGTA (quelante de Ca?* utilizado para garantir a redugéo
do Ca?* contaminante da solugcdo para niveis nanomolares). Dessa maneira, espera-se
atingir valores minimos de [Ca?‘] no interior da célula e, entdo, pode-se determinar Rpin.
Para a obtengdo de Ry (razdo de fluorescéncia com [Ca?*] maxima), é necessario
elevar ao maximo a [Ca?'];, para saturar os sitios de ligagdo do indo-1. Para isso, banha-
se os midcitos com solucdo de Tyrode com 20 mM de Ca?'. Este processo resulta em
uma contratura irreversivel da célula seguida, em alguns casos, de morte celular. Durante

esta etapa a fluorescéncia é medida, possibilitando a determinacao de Rax.

A.3.2 Determinacao de B

O parametro B € geralmente definido na literatura como sendo a razdo das
intensidades de fluorescéncia medidas em A = 485 nm, com [Ca®*] minima e maxima (item
A.2.1). Porém, durante as medigdes de fluorescéncia para o célculo do B é necessario
que a concentracido do indicador seja mantida constante no interior das células, o que
nem sempre é possivel. Para contornar esse problema, apresentamos a seguir um
procedimento proposto por Gomes et al. (1998) para se determinar § com maior exatidao.

Primeiramente, extraimos de um experimento o registro de um transiente de Ca®",
com o valor de fluorescéncia de fundo (background) devidamente subtraida em cada
comprimento de onda, como mostrado na Figura A.6.A. Mede-se, entéo, a intensidade de
fluorescéncia (nos dois comprimentos de onda, 405 nm e 485 nm) em pelo menos trés
pontos de um transiente de Ca®* tipico, incluindo o pico. Em seguida, tragca-se um grafico
Fass X F405, como na Figura A.6.B. Por meio de uma regressao linear, estima-se a equagao

da reta que melhor se ajusta a esses pontos. Com isso, pode-se definir f como sendo:

Rmax —a
p==— (A.11)

min

onde "a" é o coeficiente angular da reta.
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Uma outra vantagem desse método € a possibilidade de se determinar limites

tedricos para . Sendo o valor de "a" sempre negativo, temos que:

R
1< f <=
p B (A.12)

min

167 127 y = -0,3365x + 14,97

<
i —— Fygs (B) 9
Iy

8 T 9 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 11 12 13 14 15 16

A B Fygs5 (B)

tempo

Intensidade de
Fluorescéncia
o

Figura A.6 - Calculo de B pelo método grafico. Transiente de Ca®* medido nos dois comprimentos
de onda de emissao do indo-1 (A) e regressao linear referente aos pontos medidos no transiente

de Ca** (B).

Muitas vezes este parametro é classificado como um fator de escala (dependente
da instrumentagdo usada), porém, como demonstrado por Gomes et al. (1998), ele é

fortemente dependente das caracteristicas de absorcao e emissao do indicador.

A.3.3 Determinacdo de Ky (constante de dissocia¢ao aparente)

Devido as dificuldades de se determinar este pardmetro em cada experimento,
normalmente utilizamos valores de Ky pré-estabelecidos, obtidos nas mesmas condigdes
em que se pretende trabalhar. Existem na literatura alguns métodos para se determinar
Kg. Nesse trabalho, apresentaremos o método proposto por Bassani et al. (1995), que é

utilizado em nosso laboratoério.

Este método se baseia em controlar a [Ca®]; por meio da concentracdo
extracelular de Ca®** (solucdo de perfusdo, [Ca®'],). Para que isso seja possivel, &
necessario considerar que a troca Na*/Ca®* seja o transportador de Ca®** majoritario

durante os experimentos e garantir as seguintes condi¢des: [Na*], = [Na'],, potencial de
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membrana nulo (E,=0), RS depletado e ATPases de Ca®* do RS e de membrana
bloqueadas.

Estabelecidas estas condicées, mede-se a intensidade de fluorescéncia emitida
pelo indicador em diversos valores de [Ca®']. Juntamente com os valores de B, Rmax € Rmin
obtidos como descrito acima, ajusta-se uma sigmoide (Equacao A.13) sobre os pontos
obtidos.

Rmax - Rmin . + Rmin (A.13)
[ Kup
[Ca*"],

onde R é a razao de fluorescéncia e n é o coeficiente de Hill.

R =

Com isso, pode-se determinar K4 (844nM) e o coeficiente de Hill (1,02) (Bassani et
al., 1995).
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