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Em memoria de men Pai

"... Daqueles que temos perdido, que por azar o destino levou, a melhor parte
permanece conosco. O tempo passado € nosso, ¢ nada encontra-se em lugar mais seguro
como o que foi. Na esperanca do futuro, nfo valorizamos o que j& possuimos, como se
aquilo que vira, supondo que realmente aconteca, nio tivesse que tornar-se
imediatamente passado. Bem mesquinhamente estima a utilidade das coisas aquele que
sO se contenta com as presentes, também as futuras e as passadas podem nos alegrar,
estas com as lembrangas, as outras com a esperanga. O firturo porém encontra-se em
suspense ¢ pode ndo acontecer, enquanto que o passado nfio pode deixar de ter sido.

Que loucura € essa de desprezar a dnica coisa que realmente nos pertence?

Devemos nos rejubilar dos bens que ja desfrutamos.”

Séneca (Cartas morais a Lucilo)



Dedico este trabalho a meu pai Pedro
€ a minha mie Enriqueta
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RESUMO

Foram avaliados os fluxos de calcio que ocorrem durante o acoplamento
excitagdo - contragio no midcito isolado de coelho. O influxo de cilcio através dos
canais de calcio durante o potencial de agfo foi medido usando a técnica de fixagdo de
voltagem. A contribuigdo da troca Na/Ca para a entrada de calcio foi calculada usando
um modelo matematico. A participagdo relativa dos mecanismos de extrusio de calcio
(ATPase de célcio do reticulo sarcoplasmatico, troca Na/Ca da membrana plasmatica,
bomba de calcio do sarcolema e uniporter mitocondrial de calcio) foram quantificadas
usando contraturas de cafeina. Finalmente o efeito da temperatura sobre os mecanismos

de transporte de calcio foi analisado repetindo as medigdes a 25 e 35°C.

Os resultados mostram que, no mideito ventricular de coetho, a maior parte do
influxo de calcio provem dos canais de calcio, enquanto que a troca Na/Ca fornece

aproximadamente 25% do fluxo total de entrada.

Durante o relaxamento o reticulo sarcoplasmatico recapta cerca de 70% do
calcio, a troca Na/Ca extrui aproximadamente 25% e o restante é transportado pela
bomba de calcio do sarcolema e a mitocondria. A temperatura acelera todos estes

processos de transporte porém néo afeta as suas contribuicdes relativas.




ABSTRACT

Ca fluxes during Excitation-Contraction Coupling were analyzed in rabbit
ventricular myocytes. Ca influx through Ca channels during an action potential was
measured using the voltage-clamp technique. The contribution of Na/Ca exchange to Ca
influx was calculated using a mathematical model. The relative participation of the
mechanisms by which Ca is extruded (Sarcoplasmic Reticulum Ca-ATPase, Na/Ca
exchange, Sarcolemmal Ca-ATPase and mitochondrial Ca uptake) were quantified using
caffeine contractures. Finally the effect of temperature on these transport mechanisms

was determined by repeating the measurements at 25 and 35°C.

The results show that, in rabbit ventricular myocytes, most of the Ca influx
occurs via the Ca channels, whilst influx via Na/Ca exchange supplies approximately
25%. During relaxation SR reuptake accounts for about 70% and Na/Ca exchange for
approximately 25% of the total amount of Ca removed, with the remainder transported
via the Sarcolemmal Ca pump and the mitochondria. Although temperature accelerates
all of these processes, their relative contributions to cellular Ca flux are not greatly

altered.
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Capitulo 1

Introducio

Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade,
¢ primitiva e infantil - e, no entanto, é a coisa mais

preciosa que temos.

Albert Einstein.




Conceitos Basicos

A principal funcdo do sistema cardiovascular é suprir oxigénio, nutrientes,
vitaminas e horménios para todas as células do organismo, e remover residuos
metabélicos, mantendo fluxo e pressdo do fluido circulante (o sangue) adequados. O
principal "motor” do sistema cardiovascular é o coraciio, Orgado muscular localizado na

cavidade toracica, no mediastino.

Nédulo S-A

KNéduio Ay

Ventriculo

Atrio Direito Esquerdo

Ventriculo Direito —.

Fig 1.1. Diagrama esquemdtico do coracdo. Re-desenhado de Burton (1972)

O coragio humano é dividido longitudinalmente em duas partes, direita e
esquerda, cada uma delas constituida de duas cimaras, um atrio e um ventriculo (Fig.
1.1). As paredes dos atrios e dos ventriculos sdo compostas por camadas de musculo que
sdo mantidas firmemente unidas e circundam completamente as cavidades cheias de

sangue. Assim, quando as paredes de uma cimara se contraem, elas se aproximam, a
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semelhanga do fechamento de um punho, e desta maneira exercem pressdo sobre o
sangue nelas contidas. A propriedade de desenvolver contracio é chamada de
contratilidade. A contragio (atividade mecanica) é desencadeada pela atividade elétrica
das células cardiacas. Como toda célula excitavel, a cardiaca possui a capacidade de
mudar transitoriamente a diferenga de potencial transmembrana (E,,) quando excitada
por um estimulo adequado {excitabilidade). Esta resposta elétrica da célula é conhecida
como potencial de agio (PA). No caso da célula cardiaca além da excitabilidade ela
possui automatismo ou seja a capacidade de apresentar atividade elétrica esponténea.
Apesar de todas as células poderem, em principio, desenvolver atividade espontinea,
existe uma divisio de tarefas ou especializagdo. Ha células encarregadas de gerar a
atividade elétrica inicial sincronizadora (as células marcapasso), localizadas na jungdo da
veia cava superior com o atrio direito e outras encarregadas de gerar a contragdo ( as
células atriais e ventriculares). Para que o sinal elétrico se propague desde os atrios até o
resto do coragio de modo a gerar uma contragio sincrona, existem também células
especializadas na condugdo (as células do sistema His-Purkinje). A atividade elétrica é
transmitida de uma célula para outra através de regides de baixa resistividade (discos
intercalares). De modo geral a condugdo segue a teoria dos circuitos locais (Sperelakis

& Banks, 1993). Isto confere as células cardiacas a propriedade de condutibilidade. A

atividade elétrica origina-se no nodulo sino atrial (S-A) e espalha-se pelos atrios até
atingir o nédulo atrio ventricular (A-V), onde sofre um atraso antes de se propagar aos
ventriculos através do feixe de His. O atraso sofrido no ndédulo A-V permite que os
atrios se contraiam antes dos ventriculos e com isso o sangue dos atrios possa fornecer
um enchimento complementar aos ventriculos de maneira que, ao se contrairem, ejetem

uma quantidade adequada de sangue (Guyton, 1988)

Na microscopia optica, a célula muscular cardiaca apresenta zonas claras e
escuras. Essas zonas se repetem ao longo de toda a célula. As regides mais claras foram
denominadas bandas I (isotropicas) e as bandas adjacentes mais escuras, bandas A
(anisotropicas). Dividindo uma banda I em duas partes simétricas, observa-se uma linha
escura denominada de linha Z (Fig. 1.2). As linhas Z delimitam as estruturas contrateis

basicas do miocito cardiaco, os sarcomeros.
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Sarcémero

-

LinhaZ § BandaA | Linhaz

Banrda |

i 3 N
oful- Fi‘- L sl

=

Actina Micosina j

Fig 1.2 Estratura do sarcdmero. Microfotografia eletrénica e diagrama dos filamentos. Re-desenhado a
partir de Sperelakis e Banks (1993).

Inserindo-se na linha Z e dirigindo-se para a regifio central do sarcomero, localizam-se os
filamentos finos. Esses filamentos sdo agregados protéicos constituidos principalmente
de actina. Na zona central, entremeados nos filamentos finos, encontram-se os filamentos
grossos, também agregados protéicos, nos quais a principal proteina ¢ a miosina. Os
filamentos finos e grossos podem deslizar entre si por um sistema intrincado de ligagdes
protéicas (pontes cruzadas), que desempenha um papel essencial na contragdo. A energia
necessaria para que se dé o deslizamento dos filamentos provém da hidrolise de ATP
(trisfosfato de adenosina), ao nivel das pontes cruzadas. Quando a concentraciio
intracelular do ion calcio ([Ca%]i) aumenta a nivel dos miofilamentos, a interacio actina-
miosina € favorecida, e a partir da quebra de ATP, o encurtamento dos sarcdmeros e,
por conseguinte, da celula, ¢ efetuado. O conjunto de eventos, desde a ocorréncia do PA
até o desenvolvimento da contracio, é denominado genericamente de acoplamento

excitagio-contragio (AEC).
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Eventos do AEC

A figura 1.3 ilustra os principais componentes envolvidos no processo de AEC

no musculo cardiaco de mamiferos.

Ca 3Na 2K

o Na
/ aTP ca ATP

— 3Na e —— Mitocéndria
S —

Michilamentos

Figura 1.3 Diagrama esquemadtico dos componentes do AEC. O Ca?" entra através dos canais e da troca
Na/Ca. Ca®" entrando pelos canais dispara a liberagio de Ca®' induzida por Ca®" no Reticulo
Sarcoplasmdtico (RS). O Ca?* ¢ removido do citoplasma pela Ca-ATPase do RS e do sarcolema ¢ pela
troca Na/Ca (Re-desenhado a partir de Bers, 1991).

O Ca™ entra na célula através de canais voltagem-dependentes, que s3o ativados
durante um PA. Este influxo de Ca®" também pode contar com uma contribui¢do
secundaria da troca Na/Ca. A entrada de Ca®" ativa diretamente os miofilamentos, mas
também produz o fenémeno de liberagio de calcio induzida pelo calcio (Fabiato, 1983)
no reticulo sarcoplasmatico (RS). O Ca2* liberado pelo RS (principal fonte de Ca®" para
a contragio nos mamiferos) difunde-se para os miofilamentos, produzindo a interacio da

actina com a miosina, o que gera a contragdo. Para que o relaxamento aconteca, a
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concentragdo do calcio no citosol deve ser reduzida até os niveis de repouso (Bers,
1991). Esta remogiio ¢ efetuada pelo trabatho conjunto da recaptagdo de Ca’" pela
ATPase de calcio do RS, da troca Na/Ca , da bomba de cilcio de sarcolema (SL-Ca-
ATPase) e pelas mitocondrias, estes dois ultimos chamados de mecanismos lentos
(Bassani ef al., 1994). A variagdo transitoria de Ca® (transiente de calcio) € responsavel
pela geragdo e controle da amplitude e duragio da contracdo na célula cardiaca. A
geragdo deste transiente de Ca”” e sua cinética é o resultado do trabalho conjunto dos

diferentes mecanismos de transporte de Ca®" celular que serio resumidamente descritos a
q

seguir.

Canais de Caicio na Membrana

Os canais iGnicos sdo proteinas presentes na membrana (ue permitem a passagem
seletiva de um determinado ion em resposta a um estimulo elétrico, mecanico ou
quimico. Existe mais de um tipo de canal de Ca® (Glossmann & Striessnig, 1990):

Canais do tipo-L, caracterizados por uma alta condutincia (~ 25 pS em 110 mM Ba )

tempo de abertura longo, sensibilidade a 1,4 - dihidropiridinas (DHPs) e ativagio a
potenciais relativamente "altos” (mais positivos do que o potencial de membrana de
repouso, E;). Canais tipo-T, possuem uma baixa condutincia { ~ 8 p8S), aberturas breves
do canal, insensibilidade a DHPs e ativagdo a potenciais mais negativos que E,. Estes

dois tipos de canais (L e T ) estio presentes na fibra cardiaca (Pelzer er al., 1990).

Os canais do tipo T s3o mais freqiientes nas células atriais e nas fibras de Purkinje
(Bean, 1985, Hirano er al.,, 1989) sendo que seu papel funcional nio é totalmente
corhecido até agora. Acredita-se que possam estar envolvidos na fun¢io automatica de
células marcapasso. Canais do tipo L sdo mais abundantes nos ventriculos. Esses canais
sdo sensiveis as DHPs, cuja maioria atua como antagonista de Ca®’ (e.g. nifedipina,

nisoldipina, nitrendipina) (Bers, 1991).
A corrente através dos canais de Ca2* tipo-L atinge o pico rapidamente (~ 5 ms)

para depois reduzir-se (inativa¢do) com um curso temporal mais lento (Pelzer et al,

1990). Os processos de ativagdo e inativagio podem ser modulados por varios fatores. A
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ativagdo dos canais depende primariamente do potencial da membrana. Ja a inativacio
inclui forte dependéncia do tempo e de [Ca®’; (Lee ez al., 1985). Esta carateristica faz
com que a entrada de Ca®” através dos canais seja modulada pelo proprio Ca”" que entra
pelo canal e o liberado pelo RS, provendo um sistema de retroalimentacdo negativa
necessaria, supostamente, para manter os niveis de calcio nos limites fistologicos (Sipido
et al., 1995, Grantham e Cannel, 1996).

O Reticulo Sarcoplasmatico (RS)

O RS € uma organela onde 0 Ca”" ¢ armazenado durante o relaxamento e diastole
para ser liberado oportunamente a partir da entrada de Ca® através dos canais de
membrana (o chamado “gatilho de calcio”). Aparentemente, pode-se distinguir trés
regides com diferencia¢des anatdémicas e funcionais na estrutura desta organela. Uma se
estende paralelamente aos sarcomeros (reticulo longitudinal), com grande quantidade de
bombas de Ca®" que captam ativamente o ion do citosol para dentro do RS. Qutra
localiza-se proxima aos tibulos T (cisterna terminal). Finalmente ha a parte da cisterna
que esta acoplada aos tibulos T (reticulo juncional), que possui os chamados “pés”
("feet") ou canais de liberagio de calcio (Fig. 1.4). Este ultimo é conhecido também
como o receptor de rianodina (RyR) devido a alta afinidade que apresenta por este
alcaldide. Os canais de rianodina sfio maximamente ativados em resposta ao gatitho de
calcio que provem do sarcolema. A proximidade fisica do receptor de rianodina com o0s
canais de calcio privilegia o Ca®’ que flui através dos canais no processo de liberacdo de
Ca” induzida por Ca®" Durante e apos a liberagdo, o RS atua recaptando Ca™ e
promovendo redugio de [Ca’],. Dentro do RS encontra-se uma proteina de baixa
afinidade e grande capacidade de ligagio com o calcio: a calsequestrina. Esta tem a

fungiio basica de aumentar a capacidade de armazenamento de Ca®” {Bers, 1991).
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Figura 1.4 Diagrama esquemitico do Reticulo Sarcoplasmatico (RS). O cdlcio é transportado do citosol
para dentro do RS pela ATPase de Ca”™ e é liberado na cisterna terminal através dos receptores de
rianodina (RyR). Re-desenhado de Speralakis e Banks (1993).

A troca Na/Ca

Este ¢ um mecanismo de contra-transporte que translada Ca® através da
membrana, usando como fonte energética o gradiente de Na~ (Mullins, 1977). Trés ions
de Na™ entram na célula para cada ion de Ca®’ que ¢ transportado para fora. Neste
sentido, a troca Na/Ca ¢ um mecanismo eletrogénico. O descobrimento deste mecanismo
comegou com as observagdes de aumento da forca de contragdo da fibra cardiaca
quando o calcio extracelular ([Ca*'],) era aumentado ou quando o sodio era diminuido
no meio extracelular ((Na'],). Inicialmente pensou-se em um mecanismo pelo qual ambos
08 ions competiriam para cruzar a membrana, até que Reuter e Seitz (1968), propuseram
a idéia de um mecanismo de contra-transporte no qual a entrada de Na" na célula estava
acoplada com a saida de Ca** A energia necessaria para a transporte de Ca® provem do
gradiente eletro-quimico do ion Na”. O fluxo de calcio pela troca Na/Ca depende, entdo,
dos gradientes de concentragio de Na®, e de CaZ e do potencial de membrana

{(Matsuoka e Hilgemann, 1992). Sob o ponto de vista termodindmico, assumindo que 3
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As mitocéndrias

Assim como a bomba de clcio do sarcolema, as mitocéndrias fazem parte do que
se denomina “sistemas lentos de transporte” (Bassani ef af., 1994). Mitocdndrias isoladas
podem acumular quantidades grandes de caleio, 0 que motivou alguns autores especular
que estas organelas poderiam estar envolvidas na remogio de Ca® citoplasmatico
durante o relaxamento (Lehninger, 1974, Carafoli, 1975). Porém, em experimentos feitos
em celulas intactas com o RS e a troca Na/Ca inibidos o relaxamento & da ordem de 40 s,
0 que € mcompativel com o ciclo cardiaco normal. Bassani er al., (1992) concluiram que
a participagdo das mitocondriais no relaxamento de uma contragdo fisiologica normal
seria restrita a 1-2% do total do fluxo de Ca®’, Isto faz supor que a sua contribui¢io nio
¢ apreciavel em condigdes fisiologicas normais. Sabe-se que as mitocondrias podem
armazenar Ca’" durante condicdes patologicas, tais como isquemia, quando o nivel de
Ca* citosolico ¢ alto (Shanne er al, 1979), funcionando como um mecanismo de
protecio celular pois a sobrecarga de Ca®' mantém o consumo de ATP alto. No entanto,
se o Ca” nio voltar aos valores normais, o acamulo de Ca’ nas mitocdndrias pode
comprometer a produgio de ATP, criando-se um ciclo vicioso que pode comprometer a

sobrevivéncia da célula (Bers, 1991),

Vemos entdo que [Ca®']; é regulada por distintos mecanismos. A participacio de
cada um deles difere na quantidade de cilcio transportado e na velocidade de transporte
(Bassani ef al, 1992, 1994). Em condigdes normais e em estado estacionario, a
quantidade de Ca’" que entra na célula durante o PA deve ser igual a quantidade
transportada para fora da célula durante o relaxamento. Do contrario, haveria deplegio
ou acumulo do fon no citosol, o que poderia comprometer seriamente o desempenho
contratil da célula, ou mesmo, produzir dano irreversivel.

A busca do entendimento ¢ da quantificacio dos mecanismos de transporte de
Ca®' no musculo cardiaco tem sido intensa, em especial no nosso laboratério. Varios
trabalhos tém caracterizado o processo de relaxamento celular (Bers e Bridge, 1989,
Bassani ef al., 1992, 994, ) e alguns aspectos do transporte de [Ca™]; para dentro das
celulas do coragio (Delbridge, et al., 1996). No presente trabalho procuramos preencher

algumas lacunas existentes na literatura quanto ao conhecimento destes mecanismos.
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Reestudamos o transporte e a participagdo relativa dos transportadores, ja
detalhadamene descritas para diferentes especies (Bassani er al, 1992, 1994) a
temperatura ambiente (23°C), quantificando os transportes em uma temperatura proxima
da fisioldgica (35°C) e analisando a participagdo relativa dos transportadores. Outro
aspecto de destaque neste trabalho foi a abordagem quantitativa criteriosa para medicio
do influxo de Ca” durante a ativagdo do mideito cardiaco. Neste particular, procuramos
reunir abordagens ja utilizadas por outros pesquisadores em um unico experimento.
Calculamos a quantidade de ions Ca®" que entra na célula durante um PA, usando um
gabarito de PA como sinal de comando para fixagdo de tensdo ("voltage clamp”),
procurando bloquear correntes contaminantes (em especial a corrente de cloreto) e
efetuando os experimentos a 35°C, Os resultados obtidos puderam fornecer ainda novas
idéias para avango do conhecimento do mecanismo de AEC, além de dados quantitativos
que poderdo servir de referéncia e de pardmetros para melhorar modelos matematicos ja

em desenvolvimento.
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Capitulo 2

Objetivos

A intui¢@io, nio testada e ndo comprovada,

€ uma garantia insuficiente da verdade

Bertrand Russel, "Mysticism and Logic"




Os objetivos deste trabalho foram avaliar o influxo de calcio durante um
potencial de agdo procurando controlar o maior nimero possivel de varidveis e
aproximando na medida do possivel a condicio fisiologica. Além disso avaliamos o
efluxo de célcio durante uma contracdo normal. A contribui¢do proporcional de cada
mecanismo de transporte de calcio foi comparada a 25°C e 35°C para avaliar o efeito da

temperatura na participaco relativa de cada um deles.
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Capitulo 3

Material e Métodos

Devemos estar alertas contra a tentagio poderosa de
procurar as evidéncias que estdio a favor de nossos
desejos, e desconsiderar as que lhes fazem oposi¢io.

Todo preceito de bom senso exige exatamente o oposto,

Michael Faraday




Animais

Foram utilizados coelhos, furdes e gatos provenientes do biotério da Loyola University
of Chicago - Department of Physiology. Os animais foram alojados em gaiolas recebendo
agua e racdo "ad libitum" e nio sofreram qualquer manipulagdo experimental até o dia de

serem utilizados.

Solugodes

Solucées Externas

Nesta secdo todos os valores das concentracdes estdo apresentados em mM.

Normal Tyrode {(NT)

140 cloreto de sddio (NaCl), 6 cloreto de potassio (KCl), 2 cloreto de calcio (CaCly), 1
cloreto de magnésio (MgCly), 10 glicose, 5 N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-acido etano
sulfénico (Hepes). O pH foi ajustado para 7.4 com hidroxido de sodio (NaOH) a

temperatura ambiente (23°C) e a temperatura de 37°C.

Normal Tyrode com 10 mM cafeina ( CaffiNT)

140 cloreto de sodio (NaCl), 6 cloreto de potassio (KC1), 2 cloreto de célcio (CaCly), 1
cloreto de magnésio (MgCl,), 10 glicose, 5 Hepes, 10 cafeina. O pH foi ajustado para
7.4 com hidroxido de sodio (NaOH) a temperatura ambiente e 4 temperatura de 37°C.

Esta solugdo foi utilizada para produzir uma contratura no miocito.

Tyrode sem Na e sem Ca (0Na0Ca)

140 cloreto de litio (LiCl), 6 cloreto de potassio (KCI), 1 cloreto de magnésio (MgCly),
10 glicose, 5 Hepes. O pH foi ajustado para 7.4 com hidréxido de potassio (KOH) a

temperatura ambiente e a temperatura de 37°C. Esta solugdo foi utilizada para inibir a

participacdo da troca Na/Ca e/ou depletar o contetdo intracelular de Na™ no miécito.
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Tyrode sem Na e sem Ca com 10 mM cafeina (Caftb0)

140 cloreto de litio (LiCl), 6 cloreto de potassio (KCI), 1 cloreto de magnésio (MgCly),
10 glicose, 5 Hepes, 10 Cafeina. O pH foi ajustado para 7.4 com hidroxido de sadio
(KOH) a temperatura ambiente e a temperatura de 37°C. Esta solugdo foi utilizada para

produzir contratura inibindo a participagdo da troca Na/Ca.

Tyrode sem Na e 2mM Ca (0Na2Ca)

140 cloreto de tetraetilaménio (TEA-Cl), 6 cloreto de césio (CsCly), 1 cloreto de
magnésio (MgCl,), 2 cloreto de calcio (CaCl,), 10 glicose, 10 Hepes. O pH foi ajustado
para 7.4 com hidroxido de tetraetilaménio (TEA-OH) a temperatura ambiente e a

temperatura de 37°C.

Nesta solugdo o ion sodio foi substituido por TEA, que também € um bloqueador
de canais de potassio, e potassio foi substituido por césio. Esta solugdo foi utilizada para
a medi¢do das correntes da calcio sem a contaminagdo das correntes de sédio ou de
potassio. Para bloguear a corrente de cloreto foi adicionado 0.2 mM de 4,4’- diisothio

cianetostilbene - 2,2°- acido disulfénico {DIDS).

Tyrode sem potassio e 10mM cafeina ( CaffNT)

140 cloreto de sodio (NaCl), 6 cloreto de césio (CsCly), 2 cloreto de calcio (CaCly), 1
cloreto de magnésio (MgCl,), 10 glicose, 5 Hepes, 10 cafeina. O pH foi ajustado para

7.4 com hidréxido de sédio (NaOH) a temperatura ambiente e a temperatura de 37°C.

Solugdo para determinar Rmin

10 cloreto de sodio (NaCl), 130 cloreto de potassio (KCI), 1 cloreto de magnésio
(MgCl,), 5 acido etilenoglicol-bis N, N, N, N' - tetraacético (EGTA), 5 Hepes. O pH foi

ajustado para 7.2 com hidréxido de sodio (NaOH) a temperatura ambiente.
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Solucdo para determinar Rmax

10 cloreto de sodio (NaCl), 130 cloreto de potassio (KCI), 1 cloreto de magnésio
(MgCly), 2 cloreto de célcio (CaCl,). O pH foi ajustado para 7.2 com hidréxido de sodio

(NaOH) a temperatura ambiente,

As trocas das solucdes foram feitas através de valvulas solendides (LFAA
1201618H, Lee, Co. CT, USA) localizadas proximo ao sel-up experimental. A
temperatura foi mantida com um banho aquecido, e monitorada com um termopar
localizado diretamente na cimara de perfusdo. Trabalhou-se em 25 e 35°C porque sdo
valores proximos & temperatura ambiente e a temperatura corporal, respectivamente.
Além disso, estes valores dos pardmetros medidos nos permitem calcular diretamente o

Q1o (aparente) dos mecanismos estudados.

Solugées de pipeta
Solugdo para medir PA
30 cloreto de potassio (KCI), 110 aspartato de potassio, 8 cloreto de sodio (NaCl), 5

Hepes. O pH foi ajustado para 7.2 (~ pH intracelular) com hidroxido de potassio (KOH)

a temperatura ambiente.

Solucfio para medir correntes de Ca®*

80 sulfato de césio (CsSO,), 55 cloreto de césio (CsCl), 10 cloreto de magnésio
(MgCl,), 10 Hepes, 0.1 EGTA. O pH foi ajustado para 7.2 com hidroxido de césio
(CsOH) a temperatura ambiente,
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Isolamento de células

Foram usadas principalmente, células de coetho, porém em certos casos para
efeitos de comparacdo entre especies trabathou-se também com células de gato e de
furdo. As células foram isoladas segundo descrito por Bassani ef a/. (1992). Os animais
foram anestesiados com pentobarbital sodico (70 mg/kg iv para o coelho e ip para o
furdo; 50 mg/kg para o gato). O coragfio extraido foi colocado em um sistema de
Langendorff onde foi perfundido com solugdo de Tyrode, sem Ca”>, por 6 min a 37°C
(fluxo de 20 m! min' ), Em seguida mudou-se de perfusio para a mesma solugdo
contendo Img mi™ de colagenase Tipo B (Boehringer Mannheim) e 0,16 mg ml™ pronase
(Boehringer Mannheim). A perfusio continuou até o coragdo ficar flacido ( ~20 - 40
min). A seguir o tecido ventricular foi dissociado e filtrado. As células em suspensio
foram lavadas repetidas vezes com um aumento gradual de Ca* até chegar a 2 mM.
Finalmente, as células foram colocadas em cimaras de superfusdo de acrilico nas quais o
fundo era formado por uma laminula tratada com laminina (Gibco, Grand Island, NY,

EEUU) para aumentar a adesio celular

Medic&o de encurtamento celular

Diante da dificuldade de se conectar uma célula isolada a um transdutor de forca,
optou-se por filmar a célula e processar o sinal de video medindo-se o encurtamento ao
invés da forga. Quando observada através do microscopio, a borda da célula contrasta
com o fundo branco da preparacio. O principio desta técnica consiste na detecdo deste
ponto de maior contraste em uma linha do sinal de video € gerar uma voltagem
proporcional ao deslocamento deste ponto. Neste trabalho usou-se um instrumento para
detegdo de borda de video (DBYV, Crescent Electronics, Sandy, Utah, EUA) conectado a
um microcomputador através de uma interface (TL-1, Axon Instruments Inc., California,
EUA). O programa AXOTAPE 2.0 (Axon Instruments Inc.) foi usado para processar o
sinal, mostrando-o na tela do computador, permitindo também fazer medicdes tais como
duragdo do encurtamento, tempo para atingir o pico e valor maximo de encurtamento. A

calibragdo dos valores de encurtamento foi realizada com uma grade-padrdo com marcas

Capitulo 3 - Material e Métodos 18




a cada 10 pum. O sinal de video era gravado em fita para, caso necessario, se efetuar

analise "off line". A disposicio dos equipamentos foi a seguinte (Fig. 3.1):

DBV

TL -1 Video

Camera
Monitor

b o ]

Computador Microscapio

Figura 3.1 A célula ¢ filmada por meio de uma cimera de video. A imagem passa pelo detetor de borda
de video (DBV) onde o encurtamento ¢ transformado em um sinal de voltagem que ¢ enviadoe a0
microcomputador. Na tela do monitor, a célula € observada. ¢ na tela do microcomputador o
encurtamento ¢ monitorado.

Medicdo de calcio por fluorescéncia

Descrigao do protocolo e setup experimental

As células foram carregadas com o indicador fluorescente de calcio (indo-1)
segundo o descrito por Bassani ef al. (1995a). As células foram incubadas com a forma
ester acetoximetilica do indicador (indo-1 AM) por 15 min 4 temperatura ambiente.
Nesta forma o indicador se difunde para dentro da célula devido & sua lipossolubilidade.
Uma vez no meio intracelular, o composto ¢ deesterificado e na forma acida (que nio é
permeante), permanece retido na célula. Em seguida as células foram perfundidas por 40
minutos para a lavagem do indicador que estava fora da célula ¢ para a permitir a

deesterificacdo do composto.
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A disposigdo geral dos equipamentos esta ilustrada na figura 3.2. Excitava-se a
preparagdo no comprimento de onda de 365 nm (selecionado a partir do iluminador UV
por um monocromador) e captava-se em 405 (A1) e 485 (A2) nm (filtros de interferéncia
5> e 6 na figura 3.2) por dois tubos fotomultiplicadores (PMT, Photon Technology Inc.-
PTI, California, EUA). O sinal das PMTs passava ao microcomputador onde era

processado pelo programa OSCAR 2.0 da PTL

i l LED (vermelho)

Monocromador ¥
I f
l‘?/ £ 485 nm
365 nm 3 P
NS S BN B {PMT
Lampada de Arco L s—L_ 8
Camera A {405 nm
PMT
R
DBY

Figura 3.2 Esquema geral da disposigio dos equipamentos para medicdo de fluorescéncia. Uma lampada
de arco de 75 W fornece a luz UV. Essa luz passa por um monocromador que seleciona o comprimento
de onda de 365 nm. Um espelho dicréico (1) com fregiiéncia de corte nos 380 nm reflete a juz para a
célula carregada com Indo-1. A fluorescéncia emitida pela célula acima dos 380 nm passa pelo espelho
dicroico e se reflete no prisma (2) para as PMTs. Um outro espelho dicréico {(4) com frequéncia de corte
€m 455 nmn reflete os comprimentos abaixo de 455 nm para a PMT A ¢ deixa passar os comprimentos
acima de 455 nm para a PMT B. Na entrada de cada PMT filtros de interferéncia (5 ¢ 6 ) selecionam os
comprimentos de onda 405 + 10 nm e 485 + 10 nm emitidos pela célula. Para poder visualizar a célula,
esta era iluminada com um LED (light emitting diode) vermelho (660 nm). Um filtro com corte em 600
nm (3) desvia a luz para uma cimera sensivel a esse comprimento de onda, a imagem assim obtida é
alimentada ao detetor de borda de video descrito previamente. Este sistema permite a medigio
simultinea de [Ca”"]; e encurtamento celular.
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Calculo da concentracéo intracelular de célcio

A razdo dos sinais das PMTs foi convertida em valores de [Ca®"); usando a

equagdo proposta por Grynkiewicz ez af., (1985):

[Ca]i =Ky B (R - Ryin ) / ( Ronax - R )(3.1)

Onde Ky € a constante de dissociagio do indo-1, B é a razio das leituras de
fluorescéncia no comprimento de onda A, para o valor maximo e o valor minimo de
Ca”, Rum € 0 valor da razio das fluorescéncias para Ca™ nulo, Ry a razdo que se
obtém quando todo o indo-1 encontra-se saturado de Ca™, e R ¢ o valor da razio (A1/A

2) das leituras das fluorescéncias.

Correcdo pela auto fluorescéncia

Um dos problemas da excitagio UV ¢ que ela induz aparecimento de
fluorescéncia de alguns compostos intracelulares (auto-fluorescéncia) tais como a NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo, reduzida). Essa auto-fluorescéncia interfere com a
medic#o a ser feita, sendo necessaria uma corregdo dos valores obtidos antes de aplicar a
equagdo para o calculo do Ca®” intracelular. O caso ideal seria medir a auto-fluorescéncia
da celula a ser utilizada antes de carrega-la com indo-1. Na pratica, isto ¢ muito dificil,
dado que se necessita identificar a posi¢do das células antes e depois do carregamento
com indo-1. Para contornar este problema, medimos a auto-fluorescéncia de 10 células e
suas respectivas dimensdes (largura x comprimento) antes de comecar o experimento.
Uma vez terminado o protocolo experimental, os valores de fluorescéncia seriam
corrigidos levando-se em consideragio o tamanho de célula e os respectivos valores de
auto-fluorescéncia (Fig. 3.3). Em nossa experiéncia a correlagiio entre o tamanho e auto-
fluorescéncia ndo foi significativa (r* = 0.09, p > 0.05 ). Optamos entdo por usar o valor

médio das medicdes .
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Figura 3.3 Valor da auto fluorescéncia em funcdo da tamanho celular (largura x comprimento). O valor
da correlago r* foi 0.09 optou-se por usar o valor médio das 10 células.

Calibracédo

Determinacio de R, e R4,

Para cilculo de [Ca’]; a partir de R, € preciso conhecer os valores de Riin € Ryx
obtidos in vivo. A presenca de proteinas celulares pode alterar os valores de
fluorescéncia com relagio aos medidos 7 vitro (Hove-Madsen & Bers, 1992; Bassani ez
al., 1995a). Deste modo foi necessario obter 0s valores de Ry € Ry, 172 vivo (Bassani ef
al., 1994a). Apos carregar as células com indo-1 a solugdo de perfusdo (solugdo NT) foi
trocada por uma solucio sem Ca (solugdo R.y). Durante 20 min as células foram
tratadas com 3 UM de p-trifluoro-metoxicarbonil ciano fenil hidrazina (FCCP, Sigma ) e
10 mM 2-desoxiglicose para produzir inibicio metabélica evitando assim a contratura da
célula. Posteriormente se acrescentava & solugdo 10 uM de BrA- 23187 (Calbiochem, La
Jolla, California, EUA) um ionéforo de Ca® ndo fluorescente que permitia o equilibrio
do [Ca®"] da solugdo externa com o interior da célula. A fluorescéncia foi medida nos
comprimentos de onda ; (405 nm) e A2.(485nm). Obtendo-se os valores de R, (sem
correcdo da auto-fluorescéncia), mudava-se para outra solugdo contendo 2 mM CaCl,

(Solugido R..x) ¢ mediam-se os valores de Riax (também sem correcio da auto-
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fluorescéncia). Para corrigir essas leituras, levou-se em consideragio que a combinagio
de FCCP, 2-deoxiglicose e BrA-23187 poderia afetar os componentes intracelulares
responsaveis pela autofluorescéncia, especialmente do NADH. O protocolo foi repetido
na auséncia do indo-1 para obtengdo dos valores da auto-fluorescéncia nas mesmas
condi¢des intracelulares em que foram obtidas as medicdes de Ruin € Ry Feita a
corregdo, os valores encontrados foram R~ 0.214 + 0.009 e Roay = 0732 £ 0.172
(n=7)

Determinag¢édo de Kd e 3

O valor de Kd foi obtido i vifro nas duas temperaturas de trabalho (25 ¢ 35°C).
Bers ez al. (1989) mostraram que a temperatura afeta a afinidade do Indo-1 pelo Ca®
porém ndo muda os valores de R, e Rmax- SolugSes com concentragdes padrdes de Ca®'
de 10 oM a 10 mM foram usadas para obtencdo de uma curva de calibragio in vifro
Obteve-se B = 4.7 e Kd = 44149 nM e 395+13 nM para 25 e 35°C respectivamente, A
rigor o pardmetro Kd deveria ser obtido in vivo, uma vez que tem sido mostrado que Kd
¢ afetado pela presenga de proteinas (Hove Madsen e Bers, 1993), no obstante as

dificultadades experimentais sdo extremadamente grandes (Bassani ef al., 1995).

Metodologia para a obtencdo dos transientes de calcio

Contraturas de cafeina

Seguiu-se metodologia descrita anteriormente (Bassani et al., 1992, Puglisi ef al
1996). As células foram equilibradas em solugdo NT por 10 min a 35°C e estimuladas
por campo elétrico (0.5 Hz, amplitude 1.2 limiar). Uma vez atingido o equilibrio, uma
contragdo (encurtamento e transiente de Ca”™) foi registrada. A seguir, a estimulagiio foi
interrompida e a solugio do banho trocada para a solugo CaffNT. A presenca de cafeina
(10mM) induz a liberacio de Ca® pelo RS e impede a recaptacdo do Ca** por esta
organela, resultando em uma contratura que decai apenas lentamente durante a

exposi¢do a cafeina. Para cada contratura foram registrados o encurtamento celular e o
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transiente de Ca®. Ao final do relaxamento, as células foram novamente perfundidas
com a solucdo NT por ~1 min antes de reiniciar a estimulagdo elétrica. Um periodo de 5
fnin foi observado para a recuperagio da célula. Uma vez reestabelecido o estado de
regime, a estimulagdo foi interrompida novamente e aplicada a solugdo ONaOCa, por 15
s, antes de aplicar a solugio Caff00. Em seguida produzia-se novamente uma contratura
na celula registrando-se também o encurtamento e o transiente de Ca*. Apos o
relaxamento, a célula foi lavada em NT por ~1 min e o mesmo tempo de recuperagdo (5
min) foi aguardado. Uma vez obtidas as duas contraturas de cafeina e a contragio em

NT, a temperatura do banho foi mudada e todo o protocolo foi repetido.

Método analitico para célculo dos fluxos de célcio no relaxamento

Durante uma contragio normal do midcito cardiaco todos os sistemas de
remogio de Ca’ estio operantes. Durante a contratura produzida pela aplicagdo de
CafiNT, assumimos que o principal mecanismo de remogdo de Ca®* ¢ a troca Na/Ca. Por
outro lado, na contratura produzida pela solugdo de Caff00, a troca Na/Ca fica
inoperante, sendo o relaxamento resultante da extrusio de Ca2' pela bomba de Ca* do
sarcolema e pela captagdo de Ca®" pelas mitocondrias. Para o calculo dos fluxos de Ca*
devido a cada sistema, seguiu-se a metodologia descrita por Bassani ef al. (1994a).
Neste caso assumimos que o Ca®’ rapidamente atinge o equilibrio com os buffers de Ca*’

passivos dentro da célula, resultando como Ca®' total:

[Caz+]zom! = {Caz+] tivee + [Ca®"] ligado

[Ca™ o= [Ca™ ]; +

+ Brast (1+(Ki/[Ca™ 10)) + Bz /(1+(Ko/[Ca* 1)) + [indo- 1]/ (1+(Kinao/[Ca® i) (3.2)
onde Buuxi, Bmaxs, Ki, K; sdo constantes empiricas de ligagio passiva de Ca®" a buffers
intracelulares obtidas por Hove-Madsen & Bers (1993). O dltimo termo representa o

[Ca2+] ligado ao indo-1 intracelular, assumindo [indo-1]; = 50 uM e Kig = 250 nM

(Bassani ef al, 1994a). A partir deste ponto podemos calcular as concentracdes de Ca’”
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total em fungdo de Ca® livre. Diferenciando a expressio para o Ca”" total, o fluxo total

de Ca”" fica dado por:
d [Ca™ Jutat / dt = Jrs + I waca + F rngos + L (3.3)

onde o fluxo total ¢ constituido por fluxos devido ao RS, a troca NaCa, e aos
mecanismos lentos (bomba de Ca®* do sarcolema e mitocondrias) além de uma perda L

(leak) constante, assumida independente dos outros sistemas,

Jrs , Inaca € Fiemes podem ser representados como um mecanismo Caz+-dependente

da seguinte forma:

J= Ve / 1+ (Kn/ [C2* ] ) (3.4)

O decaimento do transiente de Ca®" durante a contratura em Caff00 ¢ devido aos
mecanismos lentos. Ajustando essa curva para Jigyos obtivemos os valores de V.,
(velocidade maxima), K,, (constante de Michaelis-Menten) e n (coeficiente de Hill) para
Jientes. Em seguida esses valores foram usados para calculo de Jy,c, com o decaimento do
transiente obtido durante a contratura em CaffNT. Esta altima sers devido a contribuigdo
de Jnaca * Jientos. Como ja foi calculado Jientos, SOMeENte Nos resta como incognita Jnuea, €
podemos assim obter os valores de V,,,, K € n para a troca NaCa. Por uitimo, no
decaimento do transiente temos os tres mecanismos atuando simultaneamente (Jzg +
Jnaca t Jianos) porém ja conhecemos Jy,c, do Passo anterior € Jigy,, a partir do primeiro
calculo, restando somente Jzs. Uma vez obtidos os parametros V., K, e n para todos
0s mecanismos podemos calcular a contribuicio de cada um deles para o fluxo total

durante um transiente de Ca*".
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Medicao de potenciais de acao e correntes de calcio

Generalidades

O potencial de agdo e as correntes de Ca®" foram medidos usando as técnicas de
fixagdo de corrente ("current clamp") e fixagio da voltagem ("voltage clamp"),
respectivamente, na variante "whole cell patch” perfurado por anfotericina (Yuan et al.,
1996). O amplificador utilizado foi o Axopatch 1-C conectado a um microcomputador
atraves da interface modelo TL-1 (Axon Instruments Inc., USA). Os dados foram
processados utilizando-se o programa pClamp6 (Axon Instruments Inc., USA). Para a
medi¢do dos PAs foi também utilizado um estimulador elétrico externo (Grass mod S40,

USA). A figura 3 4 ilustra a disposicéo dos equipamentos.

Osciloscopio

Don

Gaiola de Faraday

LED (vermelho)

i ] Axopatch ——Ifstimu!ador

!
micropipata I
i i TL-1
v
Sistema de
flugrescéncia D

-

Computadoar

Figura 3.4 Diagrama esquemdtico do set-up para patch-clamp. O pré-amplificador da micropipeta foi
conectado a um micromanipulador para aproximagdo a célula. O estimulador externo & utilizado no
protocolo de "current clamp”. Este set- p se complementa com a medico de fluorescéncia e deteco de
borda de video (ndio mostrados), sendo possivel medir simultaneamente corrente. transiente de [Ca2+} e
encurtamento cefular
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Medicdo do PA

Protocolo Experimental

Os experimentos foram feitos com base na metodologia descrita em Yuan ef af.
(1996). Utilizou-se paich perfurado por anfotericina (200pg/ml). Uma vez obtido acesso
a0 meio intracelular, estimulou-se a célula por meio de um estimulador externo com
pulsos supra-limiares de 5 ms de duragdo, 0.5 Hz, até disparar um PA. Uma vez em
estado de regime, PAs foram adquiridos e armazenados em computador. Em seguida
mudava-se para a uma solugdo semelhante porém a outra temperatura, e obtinham-se
PAs na mesma célula porém a diferente temperatura. Foram promediados os PAs de 7

células e com base nestes valores gerou-se uma forma de onda-padréo (gabarito).

Medicdo das correntes de Ca usando o PA como gabarito de voltagem

("Action Potential Clamp - AP clamp")

Uma vez obtidos os gabaritos dos PAs nas diferentes temperaturas, estes foram
utiizados como tensio de comando para os protocolos de AP-clamp (Doerr ez al, 1990,
Arreola ef al, 1991). Para garantir que estavamos medindo unicamente a corrente de
[Ca™, sodio e potassio foram substituidos por litio e césio, respectivamente, sendo
feitas as medigSes em uma solucdo de Tyrode sem Na e sem K com 2mM Ca (Solugio
ONa2Ca). Nesta solugio as células poderiam entrar em uma contratura irreversivel
devido ao influxo de Ca* pela troca Na/Ca no modo reverso. Para evitar este problema,
foi necessario inicialmente depletar o sodio intracelular. Isto foi conseguido pela
perfusdo das células com solugdo de Tyrode sem Na™ nem CaZ* (Solugdo ONaOCa) por
um periodo de 20 min. (Bassani ¢/ af., 1992). Nesta condigio foi possivel trocar a
solu¢3o do banho para a solugio 0Na2Ca sem o perigo da ocorréncia de contratura, e

nesta solugio foi efetuado o patch-clamping (Fig. 3.5).
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Figura 3.5 Diagrama das trocas das solugdes prévias ao clampeamento. Por 5 min as ¢élulas foram
perfundidas em Tyrode normal e depois pela solugiio ONa0OCa por 20 min (durante esse tempo a bomba
de Na/K depleta o Na intracelular) finalmente as céhulas foram perfundidas com ONa2Ca e entdo
realizada a operagio de patch-clamping,

Uma curva I-V foi levantada antes da aplica¢io do AP-clamp para verificar se
estavamos medindo realmente a I, (corrente de Ca® via canais voltagem-dependentes,
tipo L). Se ndo houvesse indicios de contaminacdo em nossas medicGes, os PAs eram
aplicados para obten¢do de I,. Em seguida a perfusdo do banho foi mudada para a
mesma solu¢do porém a outra temperatura e todo o processo (Curva I-V e PA-clamp)
foi repetido. Antes de cada protocolo um pulso de cafeina foi aplicado para depletar o
RS de Ca”, o que garantiu que todos os experimentos comegassem com o RS depletado

(Fig. 3.6).
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Figura 3.6 Protocolo usado na obtencéio das correntes de [Ca™]. Aplicava-s¢ um pulso de cafeina para
esvaziar o RS, a seguir despolarizava-se a célula com pulsos quadrados de 200 ms de duracdo a partir de
um potencial de -70 mV para obtencfio da curva I-V. Esvaziava-se novamente o RS e apiicava-se a
forma de onda do PA para obtencio da corrente de [Ca2+]. Mudava-s¢ a temperatura do banho ¢ repetia-
se 0 mesmo protocolo. Solugdo do banho cra Tyrode 0Na 2Ca.
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Resultados

Nos também sabemos o quanto a verdade ¢ muitas

vezes cruel, e nos perguntamos se a ilusdo ndo é

mais consoladora.

Henri Poincaré




Entrada de calcio no citosol

Entrada de célcio através dos canais de célcio usando AP clamp

Medicdo do PA

A duragdo do PA ¢ afetada pela temperatura. A fig. 4.1 ilustra PAs obtidos em
miocitos de coelho nas temperaturas de 25 e 35°C. Observa-se uma diminuigdo na
duragdo do PA com o aumento da temperatura de 25°C para 35°C, assim como uma
hiperpolariza¢o diastolica da célula. Esta diminuigio na duragdo do PA ja havia sido
descrita em midcitos de coelho, rato (Shattock e Bers, 1987) e cobaia ( Kiyosue et al,
1993).

A tabela 4.1 ilustra os valores de potencial de repouso, amplitude maxima do PA
e tempo para atingir 50% da amplitude maxima durante a repolarizagio (APDsg) obtidos
para as diferentes temperaturas. A 25°C, o potencial de repouso foi de -72 + 1.6 my,
indo para -81 = 1.7 (n=7, p<0.01) quando o banho foi aquecido. A diferenga nas
amplitudes maximas (131 1.2 mV a25°C e 127 +2.5mV a 35°C) nio foi significativa.
APDs, diminuiu significativamente de 114 + 13 para 74 + 14ms (n=7, p<0.01), o que
resulta em um Q4 aparente de 1.57 + 0. 12, contrastando com os resultados de Kiyosue
et al. (1993) que relataram um Q, de 2.5 + 0.4 em cobaia, usando como pardmetro o
APDys. Esta diferenca pode ser devido is espécies utilizadas e/ou causada pelo uso de
diferentes parimetros (. APDs, vs APDys.). Uma vez obtidos os PAs de 7 células,
calculou-se um PA médio para ser usado como gabarito. Em uma outra série
experimental o gabarito foi usado como sinal de comando em um protocolo de "voltage

clamp” para obtencdo das correntes de calcio geradas durante um PA.
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Figura 4.1 Potenciais de agio medidos em midcito ventricular isolado de coelho petrfundido a diferentes

temperaturas ( 25 e 35°0),

Tabela 4.1 Efeito da temperatura sobre o potencial de repouso. amplitude ¢ APD30.

(=7, * p<0.01)
25<C 35C
Potencial de Repouso (mV) -7241.6 -81+1.7 *
Amplitude maxima (mV) 131+1.2 127425
APDsq (ms) 114+13 74+14 *

Medicio da corrente de cilcio
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Na figura 4.2A, estdo ilustrados registros de correntes a 25 e 35°C durante um
pulso quadrado para 0 mV, partindo de um potencial de -70 mV, nas condigdes controle
e apos adigdo de 0,2 mM de DIDS na solugio do banho. O aparecimento de
contaminagdo por corrente de cloreto sensivel a Ca’ ( Icycay ) obrigou a utilizacio deste
bloqueador de corrente de cloreto. Na figura 4.2 B, ilustra-se a corrente DIDS-sensivel
obtida como diferenga dos dois registros. Esta corrente ¢ maior a 35°C, possui um pico
por volta de 20 ms e uma duragio de 50 ms. A figura 4 2 C ilustra a relagio -V para Ic,
depots do bloqueio da Leyc,, O pico da corrente de calcio ¢ atingido no potencial de 10
mV e ndo se altera com a temperatura. A partir deste grafico, obteve-se um Qo aparente
de 1.77 + 0.19 ( n=8) para o valor maximo de I.,. Valores semelhantes (1.63 =007 ¢
23 + 0.6) foram relatados por Klockner et al, (1990) e Kiyosue et al., (1993),
respectivamente, em miocitos de cobaia. Na figura 4.2 C, ilustra-se a dependéncia da

corrente Icyc,) com a voltagem, obtida para uma célula. O pico € atingido em 0 mV.

E sabido que, ao se aumentar a temperatura, a amplitude da corrente de calcio é
aumentada e os processos de ativagdo e inativagiio se aceleram. Na figura 4.3 A, estdo
apresentados os registros normalizados de I, nas duas temperaturas. O tempo para
atingir o pico diminuiu de 5.90 + 0.45 para 2.90 + 0.37 ms quando a temperatura foi
aumentada. Nestas condi¢des o Q,, aparente foi de 2.2 + 0.24. Cavalié et al (1985)
relataram um valor similar (2.52 + 0.13) para a ativagdo da Ic, em células ventriculares
de cobaia. A fase de inativagdo foi ajustada por uma exponencial dupla com t rapido =
1216 £1.88msa25°C €420 +0.80 ms a 35°C,etlento =51.00 + 590 ms a 25°C ¢
20.14 £ 2.8 ms a 35°C (Fig. 4.3 C). A influéncia da temperatura foi similar para ambas as

constantes de tempo.
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Figura 4.2 Painel Superior : Corrente obtida por depolarizacio para OmV durante um pulso quadrado
de 200 ms a partir de -70 mV nas condicdes controle e apds adicdo de 0.2 mM DIDS na solugio do
banho. Painel central : Corrente sensivel ao DIDS (I Ci(Cay) Oblida mediante a diferenca das correntes
anteriores. Painel inferior : Relagdo Corrente - Voltagem (I-V} nas duas temperaturas para a corrente de

cilcio (Ic,) depois de eliminada a contaminagio de cloreto.
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Figura 4.3 Painel superior : Ic, normalizada nas duas temperaturas. Observa-se um aumento na
ativagio a 35°C, assim como um decaimento mais rapido. Painel inferior esquerdo : Tempo para atingir
© pico, 5.90 £0.45 ms para 25°C ¢ 2.90 + 0.37 ms para 35°C. Painel inferior direito : A inativacio foi
ajustada a uma exponencial dupla. T rapido = 12.16 + 1.88 2 25°C e 420 + 0.80 a 35°C. ¢ 7 lento =
51.00 £5.90 2 25°C ¢ 20.14 £ 2.8 a 35°C.
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Na figura 4.4 estdio ilustrados os registros das correntes obtidas na mesma célula
nas duas temperaturas utilizando o AP clamp com o gabarito respectivo a cada
temperatura. O curso temporal das correntes difere daqueles obtidos pela aplicagdo de
pulsos quadrados, apresentando um componente sustentado durante o platd do PA (veja
figuras 4.3 ¢ 4.4). Este componente ¢ afetado pela temperatura, sendo a sua inativacio
mais rapida a2 35°C. Este fato ja foi observado por Arreola ez al. (1991), que usou,
porém, a mesma forma de onda de PA para as duas temperaturas. Sipido et al. (1995),
trabalhando com midcitos de cobaias & temperatura ambiente e usando pulsos quadrados,
observaram que a inativa¢do da corrente de calcio coincidia com a queda do transiente
de calcio. Com a variagdo do conteudo de calcio no SR, a inativagdo da I, variava de
forma semelhante, o que reforca a idéia de que a liberagdo de calcio do SR modula I¢,. O
pico maximo da I¢, a 35°C coincide com os obtidos em experimentos feitos com pulsos
quadrados (Cavalié et al, 1993) e pode ser devido a um aumento da condutincia dos

canais com o aumento da temperatura (Klockner et al, 1990).

Na Fig. 4.5 estdo ilustrados os valores das integrais das correntes de calcio
normalizadas pela capacitdncia da celula, nas duas temperaturas. Ndo foi detectada
diferenca significativa na quantidade de calcio que entra por meio de canais (durante o
PA) nas duas temperaturas estudadas (0.169 + 0.001 pC/pF a 25°C ¢ 0.180 + 0.006
pC/pF a 35°C, n=8, p> 0.05). Convertendo os valores de pC/pF para quantidade de ions
de calcio obtivemos aproximadamente 10° fons, o que corresponde a 170 atomoles. A
temperatura ndo afeta significativamente a quantidade resultante de ions que entra na
célula, no entanto os cursos temporais das integrais de Ica se mostram diferentes ( figura
4.5 B). O valor das integrais no final do PA sdo semelhantes nas duas temperaturas,

contudo o valor de regime permanente ¢ atingido mais rapidamente a 35°C.
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Figura 4.4 Correntes de calcio obtidas em midcito de coelho a 25°C {painel superior) ¢ a 35°C (painel
inferior),
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Figura 4.5 Painel superior : Integral das correntes de cilcio durante a totalidade do PA: 0.169 + 0.010

PA/pPF 2 25°C ¢ 0.180 + 0.06 pA/pF a 35°C (p>0.03). Painel inferior : Evolucio temporal da integral da
lca na mesma célula nas duas temperaturas,
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Entrada de calcio através da troca Na/Ca

Um outro mecanismo para entrada de célcio nas células cardiacas é a troca Na/Ca
atuando no seu modo reverso de operagio (Bers, 1991). Berlin et al. (1987) ¢ Leblanc e
Hume (1990) levantaram a possibilidade de que a entrada de calcio através deste
mecanismo seria suficiente para disparar a liberagdo de calcio do RS. Dentro destas
perspectivas, fomos motivados a quantificar a contribuicdo da troca Na/Ca. Diante da
dificuldade de medir a corrente da troca Na/Ca (Inacax) livre de contaminagio (ndo existe
um inibidor seletivo da troca Na/Ca, Bers et al., 1996), optou-se pela simulagio
matematica da corrente (Iy,cax ) utilizando dados experimentais por nos obtidos. A
equacio utilizada para a simulagiio foi a descrita por Matsuoka e Hilgemann (1992),
conforme apresentada no modelo proposto por Luo e Rudy (1994). Esta equacio utiliza
como parametros de entrada o PA e o transiente de calcio. A figura 4.6 ilustra o

resultado das simula¢des.
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Figura 4.6 Simulaco das correntes de troca Na/Ca para duas temperaturas. Utilizou-se a equagio de
Luo ¢ Rudy (1994). Os valores maximos das correntes foram 57.26 PA a 25°C e 92.46 pA a 35°C.
Considerou-se [Na] extracelular 140 mM, ¢ intracelular 10 mM. O valor de Qyq utilizado foi 1.87
(Puglisi et al. 1996).
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De modo semelhante ao que acontece para a I, existe um aumento do pico da
corrente Ivacax ( 92.46 pA a 35°C e 57.26 pA a 25°C) a 35°C. A extrusio de calcio
(Inacax negativa) se inicia mais prematuramente a 35°C (147 ms, comparado com 167 ms
a 25°C). Integrando essas correntes durante um PA, podemos obter a quantidade de
calcio que entra pela troca Na/Ca. Na figura 4.7, apresentamos o resultado da integracio
comparado com a quantidade de calcio que entra através dos canais de calcio. Os valores
maximos da quantidade de calcio que entra via In,cox a é de 64.45 atomol e 48 98
atomol a 35°C e a 25°C, respectivamente. Estes valores, quando comparados ao calcio
que entra através dos canais (187.2 atomol e 1754 atomol a 25°C e 35°C,
respectivamente), revelam uma relacio de aproximadamente um terco (34% a 35°C,
28% a 25°C). Curiosamente, a quantidade de calcio que entra pela troca Na/Ca aumenta
em valor absoluto quando a célula é aquecida, porém a sua relagio com a quantidade de
calcio que entra pelos canais ndo varia significativamente. A comparacdo feita aqui deve
ser tomada com cautela tendo em vista que resultados obtidos de simulacdes para a troca

Na/Ca estdio sendo comparados a dados experimentais (ICa).
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Figura 4.7 Quantidade de calcio em atomol (1 atomol = 108 mol) que entra no midcito do coelho
durante um PA através da troca Na/Ca e dos canais de cdlcio em duas temperaturas. O valores maximos
foram: canais: 187 atomol a 35°C e 175.4 atomol a 25°C; troca Na/Ca: 64.45 atomol a 35°C e 48.98

atomol a 25°C. Uma vez atingido o pico da corrente, a troca Na/Ca comeca a extrair cdlcio da célula
durante a fase final do PA,
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Remocio de calcio do citosol

A remogdo de calcio do citosol ¢ realizada pela recaptacdo do ion para o RS pela
ATPase de célcio do RS e extrusdo via troca Na/Ca (mecanismos rapidos), pela extrusio
via ATPase de calcio do sarcolema e pela captagio mitocondrial de calcio.Os dois
ultimos, considerados como mecanismos lentos de redugdo do calcio citosolico (Bassani
et al, 1992, 1994a).

Encurtamento celular e transientes de cilcio

A figura 4.8 ilustra registros de encurtamento celular e transientes de calcio
obtidos a 25 e 35°C em miocito de coelho. O aumento da temperatura produz uma
diminui¢do no pico e na duragdio do encurtamento e do transiente de calcio, tanto para a
contragdo normal quanto para ambas contraturas de cafeina em NTCaff e em Caff00) A
contratyra em NTCaff é maior que a contragio normal devido a inibigdo da recaptagio
de Ca*" pelo RS, e também porque somente a metade do contendo do RS é liberado na
contragio normal (Bassani ef al. , 1995b). As contraturas de cafeina em Caff00 530
maiores do que as contraturas de cafeina em NTCaff devido ao fato da troca Na/Ca estar
inibida e, portanto, nfio atuar limitando o transiente de calcio, como acontece na
presenga do Na. A 35°C todas as contracdes sdo significativamente menores e mais
rapidas do que as correspondentes a 25°C (Tabela 4.2). O relaxamento mais rapido era
esperado porque todos os mecanismos responsaveis pela extrusdo de calcio devem estar
mais ativos a temperaturas mais elevadas. A amplitude da contragdo a 35°C é menor,
apesar do aumento na corrente de entrada (Cavali¢ et al, 1985) e do aumento na
sensibilidade dos miofilamentos ( Harrison e Bers, 1989). Isto indicaria que os processos
de remogdo de calcio tém um papel predominante na reducio da amplitude da contracio
a 35°C. O maior transiente de calcio durante a contratura de cafeina em NTCaff indicaria
um maior contetido de calcio no RS a 25°C, em concordancia com os resultados dos
experimentos de contratura por esfriamento rapido ( rapid cooling contractures - RCC )

realizados para avaliar o contetido do RS (Shattock e Bers, 1987).

Capitulo 4 - Resultados 40




Tabela 4.2 Amplitudes méximas ¢ tempos de ralaxamento para atingir 30% do pico (t1/2) durante
encurtamentos ¢ transientes de calcio. Amplitude do encurtamento eXpressa como porcentagem do
comprimento da célula em repouso. Amplitude dos transientes de cilcio expressa emn nanomolar. ti/2
em ms exceto para Caff00 onde ¢ expresso em s. Valores tabelados como média + epm, n=8, * p<0.05.

Coelho Coelho [Caj Furdo Gato
25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°
Encurtamento Trausiente de Ca Encurtamento Encurtamento
1%
Twitch 130412 30+1.7% 252412 117+7% 188+12 7844 4% 262+33 9946 5%
NTCaff 489434 277£21* 951455 561483% 696497 308+42% 031179 3714+53%
Caffoo 6.750.5 2.120.2% 96406 4.240.6% 29403 1.74+0.2% 122415 5.840.9%*
Ampiitude
Twiich 131213 7.6H0.8% 454440 248+23% 4.9+0.7 2.940.6% 6.0£1.2 10.8+1#*
NTCaff 288439 22 143.7% 719449 450437 326429  24.6+].9% 302429 285+19
Caffo0 3861446 26.144.1* 877465  603+62* 385438 26342 8% 44.8+2.9 38.9+22
A Twitch CaffQQ
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Figura 4.8: Transientes de calcio (painel superior) € encurtamento celular (painel inferior) obtidos em
midcitos de coetho a 25 e 35°C. Twitch: contracio normal, NTCaff : contractura de cafeina em Tyrode
normal ¢ Caff00: contractura de cafeina em Tyrode sem Na e sem Ca. As escalas de concentracdo de
calcio, encurtamento e tempo sio diferentes em cada caso. Os transientes de cdlcio e as contrages
apresentaram amplitude ¢ duragdo estatisticamente menores a 35°C, comparados a 25°C (Ver tabela
4.2). Reproduzido de Puglisi ef al., 1996.
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Curso temporal do relaxamento

Visando focalizar a atengdio no processo de relaxamento, curvas de relaxamento e
decaimento do transiente de calcio, apresenta-se na figura 4.9 estas curvas normalizadas
nas duas temperaturas estudadas. O padrio de decaimento para a contragdo normal, para
a contratura em NTCaff e para a contratura em Caff00, ¢ o mesmo a 25 e a 35°C,
sempre mais rapido na maior temperatura. Os valores do tempo para decaimento para
50% do valor de pico (t,,) sdo apresentados na tabela 4.2. O valor de t,, de relaxamento
diminui significativamente, indo de 130 ms a 25°C para 50 ms a 35°C (Q,y aparente de
2.6, ver tabela 4.3). Os valores de ti» de decaimento do transiente de calcio foram
maiores (252 ms a 25°C e 117 ms a 35°C, Qo de 2.2) do que os de relaxamento
mecanico. Os valores obtidos a 25°C sdo consistentes com resultados disponiveis na
literatura, obtidos a 22°C (Bassani et al., 1992, 1994a). Apesar dos valores de t;, de
relaxamento e de declinio do transiente de célcio diferirem, a relaciio dos valores de ti2
da contragdo normal para as contraturas de cafeina se manteve nas duas temperaturas.
No coelho, os valores de aparente para o relaxamento ndio foram diferentes dos

valores de Qg obtidos a partir dos transientes de calcio (veja Tabela 4.3).

Tabela 4.3 Q10 aparentes caiculados para o coelho, furdo e gato. Valores tabelados como média+ EPM.

= Coelho Coelho Furdo Gato

Oio (encurtamento)  ({Cali) (encurtamento)  (encurtamento)
Contragio 2.60+0.23 2.2110.12 2.4510.19 2.6140.22
NTCaff 1.87+0.25 2.054+0.18 2.474£0.38 1.87+£0.23
Caff0o 3.36+0.25 2.60£0.33 1.7620.18 2.3240.32
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Figura 4.9 Registros normalizados
evocadas por cafeina em NTCaff ¢

1
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transientes de cdicio. Reproduzido de Puglisi ef a/. 1996,
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Relaxation
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A tabela 4.4 ilustra os valores de Km, Vmax e n obtidos para os diversos

mecanismos de transporte de calcio nas duas temperaturas estudadas.

25C 35C
Vmax Km n Vmax Km n
Reticulo |73 0.41 45 189 0.44 53
Troca Na/Ca |30 0.44 38 47 0.42 4.1
Mec. Lentos 3.1 0.42 45 73 0.42 4.5

Tabela 4.4. Valores de Vmax (emobkg), Km (uM) e n para os diferentes mecanismos nas duas

temperaturas.
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A partir dos valores apresentados na tabela 4.4 foi possivel quantificar o fluxo de
calcio através de cada mecanismo de transporte, durante uma contragdo normal, nas duas
temperaturas (Figura 4.10). A contribuigiio relativa-de cada mecanismo nio se alterou
sensivelmente com a temperatura, apesar de ser evidente um aumento das taxas de
transporte (observar que na fig.4.10 as escalas de tempo sdo diferentes). Durante uma
contragdo normal a 25°C , o RS, a troca Na/Ca e os mecanismos lentos, transportaram
respectivamente 70, 27 e 3% do total de calcio transportado. Estes nameros nio foram
substancialmente alterados a 35°C (74, 23 e 3%, respectivamente para o RS, troca
Na/Ca e mecanismos lentos). Os dados obtidos a 25 € a 35°C estdo de acordo com
resultados obtidos a 22 - 30°C por outros autores (Bassani et al, 1992, 1994a, Bers e
Bridge, 1989, Hryshko et al, 1989).
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Figura 4.10 Integral dos fluxos de calcio durante uma contracdo normal nas duas temperaturas.
Assumiu-se que o cilcio citoplasmatico total (ICajtotal ) fosse igual a [Ca]i + 232/ {1+ (455/[Caliy} +
[indo]i /{1+Kin /[Ca]i}, onde o ltimo termo representa o Ca ligado ao indicador de calcio intracelular e
232 e 455 sfio constantes empiricas que descrevem a atividade dos buffers passivos intracelulares nos
mi6eitos isolados de coelho (Hove-Madsen ¢ Bers, 1993). O [Cali é convertido em [Caliyy € depois
diferenciado para se obter o fluxo total. J total = JRS + JNaCa + J lentos onde cada fluxo ¢ representado
por uma equacio do tipo J = Vmax / { 1+ (Km/[Ca]i)"}. Redesenhado de Puglisi ¢t 4l. 1996.

Capitulo 4 - Resuitados 44




Comparaciio entre espécies

Experimentos similares de medicfio de encurtamento foram feitos em c€lulas de
furdo e gato nas duas temperaturas. Os valores de ty2 para o relaxamento nas trés
espécies sdo apresentados na tabela 4.2. Os registros do encurtamento para a contracdo
normal, contratura induzida por NTCaff e contratura induzida por Caff00 sio
apresentados na figura 4.11. Os valores de t,;,, em NTCaff foram semelhantes para as trés
especies. Por outro lado, na contratura em Caff00, o furdo apresenta, a 25°C | t;,
significativamente menor do que os valores obtidos nas outras duas espécies (t;, =29 s
contra 6.7 s para o coelho e 12.2 s do gato). A diferenca de cinética de transporte de
célcio via SL-Ca-ATPase encontrada no furio e no coelho Ja foi descrita por Bassani et
al. (1994b; 1995b), usando transientes de calcio.

Curiosamente, como é ilustrado na figura 4.11 B (painel superior), a amplitude da
contragdo normal do miocito do gato aumentou significativamente quando a solugdo foi
aquecida (de 6.0 + 1.2% do comprimento de repouso a 25°C para 10.8 + 1.1% a 35°C,
p<0.01, n=8), tendo sido, contudo mantida a redugiio de t;,. As contraturas induzidas
por NTCail e Caff00 apresentaram o mesmo comportamento daquelas obtidas em

miocito de coelho ou de furdo (menores e mais rapidas a 35°C).
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Figura 4.11 Regisiros de encurtamento celular para (A) furdo e (B) gato. Painel superior : contragiio
normal. painel central : contratura induzida por NTCaff ¢ painel inferior : contractura induzida por
Caff00. As escalas sdo diferentes em cada caso. Reproduzido de Puglisi et al., 1996.

Capitulo 4 - Resultados

46



Capitulo 5

Discussao

E um erro capital teorizar antes de ter os dados.
Insensivelmente, comega-se a distorcer os fatos
para adapta-los as teorias, em vez de fazer com que

as teorias se adaptem aos fatos

Sherlock Holmes em "A scandal in Bohemia®




Neste trabalho: a) foi medida a quantidade de Ca®" que entra através dos canais
de Ca*" da membrana em mideitos ventriculares de coelho durante um PA; b) estimou-se
a quantidade de Ca*™ que entra através de troca Na/Ca, usando o modelo proposto por
Luo e Rudy (1994) ; ¢, ¢) quantificou-se a contribuiciio relativa dos mecanismos de
reducio de [Cali (RS, troca Na/Ca e mecanismos lentos) durante o relaxamento. Todas
as medi¢Oes e calculos foram feitos a 25 e 35°C, para estudar a influéncia da temperatura
nos mecanismos de transporte de Ca®". Estes valores de temperatura foram escolhidos
por serem um proximo a temperatura ambiente (22~23°C) e & temperatura corporal (37°
C). Isto permitiu a comparagiio de nossos resultados com aqueles da literatura e
possibilitou o calculo direto do Qyq aparente dos sistemas estudados. Além dos valores
absolutos das quantidades de Ca* transportadas pelos diversos sistemas, também foi
avaliada a propor¢do com que cada um contribui para o fluxo total de Ca’" a 25 e 35°C,
visando verificar se a participagio relativa de cada mecanismo & modificada com

mudangas de temperatura.

Entrada de calcio na célula

A entrada de Ca® comega quando o PA produz a abertura dos canais de Ca®"
Alteragdes no PA podem ter influéncia direta sobre o influxo de Ca atraves deste
mecanismo. Dai a importincia de avaliar as alteragdes produzidas no PA pela
temperatura. Neste caso, foi observado um encurtamento do PA e hiperpolarizacio
diastolica da célula quando a temperatura foi de 25 para 35°C. Esta diminuicio na
duragdo do PA ja havia sido descrita em mibcitos de coelho e rato (Shattock ¢ Bers,
1987) e de cobaia (Kiyosue ef al., 1993). Este fenémeno continua a persistir quando o
RS ¢ inibido pela aplicagdo de rianodina (Shattock e Bers, 1987) e tem sido atribuido a
varios fatores: aumento na inativagio dos canais de Ca®' (Cavalie et al., 1985), aumento
da inativagdo da corrente de sodio (Isenberg ef al., 1975) e/ou aumento nas correntes de
potassio (Kiyosue et al, 1993). A hiperpolarizagdo pode, em parte, ser explicada pela
equagdo de Goldman-Hodgkin-Katz na qual Em ¢ diretamente proporcional 3
temperatura, o que justificaria uma mudanca de aproximadamente de 3 mV (mas nio de

cerca de 10 mV, como observado, vide fig. 4.1) na faixa de temperaturas estudada. Além
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disso, um aumento das correntes de potassio a 35°C poderia também ter contribuido
para a hiperpolarizagdo da membrana. Estas mudangas no PA ndo sdo despreziveis e
devem ser levadas em consideragio quando se estuda o efeito da temperatura nas

correntes de Ca”” usando a técnica de "AP clamp".

Entrada de célcio através de canais ( AP clamp )

Para medir adequadamente a corrente de Ca®" através dos canais L, eliminamos
Na e K das solugdes do banho e da micropipeta. Antes de cada medig#o, aplicava-se um
pulso de cafeina para esvaziar o0 RS de Ca®’, assegurando-se desta maneira que as
medi¢des fossem feitas comegando sempre com a mesma carga do RS. Contudo, o
surgimento de uma corrente de contaminagio carregada pelo ion cloreto ( aparecimento
de Icycay ) nos obrigou a utilizar o bloqueador DIDS. Esta corrente, sensivel ao DIDS, ja
foi descrita em diversos tipos celulares: células ventriculares de cio (Zygmunt, 1994),
celulas atriais e ventriculares de coelho (Zygmunt & Gibbons, 1992, Hiraoka & Sawano,
1989) e células de Purkinje de coelho (Sipido ef a/., 1993). Uma de suas caracteristicas &
a ativagio Ca® -dependente. Deste modo, nio esti presente em experimentos nos quais o
Ca”" intracelular ¢ tamponado ou o RS esta depletado por aplicagdo de cafeina ( Kawano
et al, 1995, Zygmunt & Gibbons, 1991) e aumenta na presenga de isoproterenol
(Kawano er al, 1995). Outra caracteristica da corrente de cloreto é a sua presenca

principalmente a 35°C.

Uma vez eliminada a contaminagio por Teyeay, © uso de pulsos quadrados serviu
para levantar a curva I-V da corrente I¢, e avaliar o tempo de pico e a inativagio em
ambas temperaturas. A 35°C, I¢, apresenta maior amplitude (Q10 = 1.77 + 0. 19), menor
tempo de pico (2.90 + 0.37 ms) e inativagio mais rapida (t rapido = 4.20 + 0.80 ms, 1
lento = 20.14 2.8 ms). Uma vez garantido (pelos valores dos pardmetros medidos,
curva I-V e forma dos registros das correntes) que a corrente medida era I, pode-se
passar a aplica¢dio da técnica de AP clamp. O uso desta técnica surgiu da necessidade de
se obter um registro de corrente em uma condi¢do mais proxima da fisiologica. Embora
Ic, tenha sido estudada, em profundidade com pulsos quadrados (Cavalié er al., 1985,
Barcenas-Ruiz ¢ Wier, 1987, Hirano er al, 1989), nio se pode negar que o

comportamento desta corrente € diferente daquele obtido pela aplicagio de uma forma
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de onda variavel como a do PA no protocolo de voltage clamp (Arreola ef af , 1991). A
corrente de Ca”" assim obtida a 25°C apresenta um padrdo complexo: apos atingido o

pico, ela se inativa apenas parcialmente durante o platd do PA.

A mnativagdo de I, sofre marcante influéncia da liberagdo de Ca® do RS (Pelzer
et al., 1990), uma vez que a quantidade de Ca* liberada do RS pode ser varias vezes
superior a quantidade que entra por meio de canais (Sipido ef al., 1995). A liberagdo de
Ca” do RS induzida pela entrada de Ca® produz um aumento transitério bastante
pronunciado da concentragio de Ca®  nas proximidades da boca do canal, o que
produziria um efeito inibitorio nos canais. Tem sido proposta, como mecanismo para esta
inibico, a reducdio da probabilidade de abertura dos canais, que serviria como
mecanismo de realimentagdo negativa da célula para evitar uma sobrecarga de Ca”

(Grantham e Cannel, 1996).

Reforgando a idéia de uma inibicio de I, induzida pelo Ca®™, Sipido er al.,1995
mostraram que o curso temporal da corrente coincide com o decaimento do transiente de
Ca’®" apenas apés os primeiros 20-50 ms. Nestes instantes iniciais do transiente de Ca’ a
concentragao do ion na boca do canal estaria muito maior que a [Ca]; medida no citosol
com o indicador fluorescente. A existéncia destes gradientes de concentragio de Ca*’
dentro da célula ja foi prevista também em calculos teéricos (Stern, 1992). Outra
possibilidade seria a existéncia de uma relagio ndo-linear entre I, e [Cal;, tal como a
existente entre a corrente de Ba®" através de canais de Ca® tipo L (Romain et al., 1992),
ou ainda que o transiente de Ca’ seria subestimado devido cinética do indicador

fluorescente.
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Figura 5.1 Registros consecutivos de encurtamento celular (Painel superior), corrente de Ca®” durante o
PA (painel do meio) ¢ a diferenca das correntes consecutivas (Painel inferior) no midcito de coelho nas
duas temperaturas.

Ao aumentar a temperatura, o pico da corrente de Ca®" durante o AP clamp,
aumenta, fato previsto pelos resultados anteriormente obtidos usando pulsos quadrados
em duas temperaturas (Cavalié ez al, 1985). A inativagio durante o platd ¢ mais
pronunciada a 35°C, fenémeno observado também por Arreola et al., (1991), usando,

porém, a mesma forma de onda para o PA nas duas temperaturas. A inativagio pode ser
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avaliada usando os registros consecutivos das correntes de Ca®’ durante o PA apos a
deple¢do do RS com um pulso de cafeina. No painel superior da figura 5.1, pode-se
observar que a resposta de encurtamento apds esvaziamento do RS é menor,
aumentando a medida que o RS vai sendo carregado. Este comportamento pode ser
observado nas duas temperaturas (25 e 35°C). O efeito do enchimento progressivo do
RS pode também ser notado nos registros das correntes {painel central). O primeiro
registro de corrente foi feito quando o RS estava depletado de Ca® e, portanto, a
inativagiio causada pela liberacio de Ca®" do RS nio estava presente. Nos tragados
subsequentes, o efeito desta inativagio se apresenta cada vez maior até atingir um valor

de regime.

O fato da primeira corrente encontrar o RS vazio e as obtidas em pulsos
subsequentes incluirem o efeito crescente da inativagio nos permite avaliar este processo
de inativagdo, subtraindo as sucessivas correntes da primera. Estas diferencas (Ic.(x) -
Ico(1), vide fig. 5.1) sdo representativas do grau de inativagio que o Ca®* do RS exerce
sobre a I¢, (figura 5.1 painel inferior). O pico das curvas das diferengas indica o ponto de
maior inativa¢do induzida pelo Ca®’, ocorrendo mais prematuramente a 35°C (~10 ms)

do que a 25°C (~80 ms).

Se a inativagdo pode ser considerada como diretamente dependente do aumento
da concentragdo de Ca™ no espago subsarcolematico (Sipido er al., 1995), entdio o pico
da inativagio estaria indicando a ocorréncia deste aumento de concentragdo nas
proximidades da boca do canal. Neste caso, poderiamos esperar que a corrente de
cloreto Ca*'-dependente (I ciewy) tivesse um pico na mesma faixa de tempo de ocorréncia
do maximo de inativagio, como observado nos nossos resultados (figura 4.2, painel
central). O curso temporal das curvas Iry(x) - Ico(1) nos indicaria ainda que o “tempo de
trénsito” (tempo nas proximidades da boca do canal) do Ca®" liberado pelo RS € menor a
35 do que a 25°C. Na temperatura mais baixa, acreditamos que a menor taxa de
recaptagio de Ca®* pelo RS (Qjo ~ 2.5) deixaria, por um periodo maior, a concentracio

de Ca” aumentada no espago subsarcolematico.
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Figura 5.2 Detathe da evolugdio temporal das quatro primeras correntes apos o pulso de cafeina a 25 ¢
35°C. Observa-se que inativagfio induzida pelo Ca”™ }a é efetiva ap6s o pico da corrente.
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Observando o comportamento da inativagio das correntes Ica sucessivas (Fig.
5.2), poderiamos inferir que a liberacio de Ca®’ pelo RS comeca apds o pico da corrente
nas duas temperaturas. Parece razoavel entio que, para calcular a quantidade de Ca®'
que atua como gatilho (calcium trigger) no processo de liberacio de Ca®" induzida por
Ca*’, devamos integrar os tracados das correntes entre o tempo zero e o tempo de pico
correspondente a cada temperatura (~5 ms a 25°C e ~2.5 ms a 35°C ). Com esta
consideragdo, obtivemos um valor normalizado para esta quantidade de Ca® de 0.0102 +
0.0006 pC/pF a 35°C e 0.0069 + 0.0007 pC/pF a 25°C. (p <0.001, n=8). A 35°C,
mesmo com um tempo do pico menor, o influxo de Ca®" para disparar o CICR foi maior.
A figura 5.3 compara os valores das integrais de I, durante todo o PA e do inicio até o
tempo de pico. Neste ultimo caso, a integral foi significativamente maior a 35°C. Podernia
ser especulado que o gatilho precisaria ser maior neste €aso, para compensar 0 menor
conteudo de Ca’" no RS encontrado nesta temperatura (Puglisi, et a/, 1996). Um
detalhe interessante ¢ que o valor do gatilho é sensivelmente menor (~20 vezes) do que a
quantidade de Ca®" que entra durante o PA em ambas temperaturas, significando que o
processo de CICR ¢ disparado para valores de Ca®' bem menores do que o total
fornecido pelos canais. O restante do Ca®* seria utilizado para repor a carga do RS e/ou

atuar em outros mecanismos reguladores da funcgio celular.
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Figura 5.3 Comparagio das integrais das correntes de Ca®’ duranic o PA e do inicio até o tempo de
pico nas duas temperaturas. Durante a duracdio total : 0.169+0.010 PA/PF a 25°C ¢ 0.18040.06 pA/pF a

35°C. A€ o tempo de pico : 0.006940.0007 PA/pF a 25°C e 0.010240.0006 pA/pF a 35°C {p<0.001,
n=8).
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A Inativagio mais rapida a 35°C poderia ser explicada por: efeito direto da
temperatura, (acelerando o processo de inativagio) efou maior inativagdo induzida pelo
calcio a 35°C. O primeiro caso ja foi abordado nos experimentos de Cavalié s al., 1985
onde 10 mM EGTA foram incluidos na solugio de pipeta. Neste caso, a inativagdo dos
canais foi mais pronunciada a maiores temperaturas, independentemente do transiente de
Ca®. Para avaliar a segunda hipotese, medimos t;, de inativagdo e a integral das
correntes sucessivas, nas duas temperaturas (Tabela 5.1). Os valores absolutos de 112 s80
maiores a 25°C, porém, se normalizados com relagio ao valor inicial (i.e. valor do t,, da
primeira corrente), o mesmo grau de inativacio & encontrado (~30 %), com evolucio
temporal semelhante (Figura 5.4 painel superior). Além disso, foram calculadas as
integrais das correntes sucessivas para avaliar o influxo de Ca®” 3 medida que a
inativa¢@io evoluia. Sem a inativagiio dependente do Ca®" liberado pelo RS (pulso n.1), a
quantidade de Ca”" que entra através dos canais ¢ o dobro do valor de regime, nas duas
temperaturas (~ 60 pC no pulso n.1 e ~30 pC no regime). Uma relagio semelhante foi
apresentada por Terraciano e McLeod (1997) em células de cobaia tratadas com
thapsigargin. A figura 54 (painel inferior) indica que, além da integrais atingirem o
mesmo valor final de regime, o curso temporal do decaimento é semelhante nas duas
temperaturas. Estas observagdes (semelhantes decaimentos do t,, e da integral) parecem
indicar que a inativagdo produzida pelo Ca*' liberado pelo RS ndo ¢ maior a 35°C, e que

provavelmente a maior inativagio se deve ao efeito direto da temperatura sobre o canal.

Tabela 5.1 Valores de t;.; ¢ da integral das correntes de Ca°" sucesivas apos o pulse de cafeina. nas
duas temperaturas (média + EPM, n=2)

1172 (ms) Integral do Cdlcio (pC)
Pulso # 25°C 35°C 25°C 35°C
I 72,7827 11.2+1.2 65.0+3.7 67.6+4.0
2 69.0+3.0 9.1+0.9 61.31£3.8 60.2+1 4
3 60.0+£3.0 6.9+0.9 55.8+4.1 52.8+18
4 45544 .5 5.7+1.1 49.6+4 1 46.0+3 4
5 37.0:2.0 5.1%1.0 440439 41.0+4.7
6 31.843.8 4.5+1.1 387826 36.2+43
7 26.140.1 4.0+0.8 37.0+1.9 31.8£3.4
8 242402 3.8+06 350420 302+1.8
9 22.1+0.1 3.7:0.7 32.31£1.6 293108
10 219401 3.4+04 30.820.1 28.8+0 4
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Figura 5.4 Painel superior : Evolugdo temporal, a cada contragfo, da inativagdo refativa da corrente de
Ca” apos o pulso de cafeina. Painel inferior © Valor da integral da corrente em fungio da contracio.
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Segundo a teoria de controle local do processo de excitacdo contracio, um canal
de Ca® controlaria um conjunto de receptores de rianodina (Wier er al., 1994). Uma
inibigo rapida dos canais de Ca”* do sarcolema pelo Ca’" liberado do RS atuaria como
um mecanismo de realimentagdo negativa no processo de liberagio de Ca®’, e os
modelos que tentam simular este processo devem incorporar este fendmeno da
inativagdo induzida pelo Ca™. A observagio que o mesmo grau de inativagdo pode ser
atingido com menores concentragdes de Ca® a medida que a temperatura aumenta de 25
a 35°C representa um possivel aprimoramento a ser incorporado em futuros modelos de
AEC.

Entrada de célcio através da troca Na/Ca

Mesmo sendo a entrada de Ca®* através dos canais a maior fonte de Ca®" para o
disparo do CICR (Bouchard ef al., 1995), fazendo consideracdes termodinimicas pode-
se mostrar que a troca Na/Ca reverte seu modo de funcionamento durante o comego do
PA e contribui com a entrada de Ca® (Mullins, 1981, Grantham e Cannel, 1996). Esta
habilidade de inverter seu modo de funcionamento, com eventual possibilidade de
disparar o CICR, foi proposta primeiramente por Berlin ef af. (1987), trabalhando com
preparagdes de fibras cardiacas sobrecarregadas de Ca®’. Posteriormente Bers ef al.
(1988) demostraram que era possivel produzir contra¢des em celulas onde I, tinha sido
bloqueada por nifedipina se a concentragio intracelular de Na fosse elevada até 15 - 20
mmol/L (condigdo na qual o influxo de Ca® pela troca Na/Ca é favorecido). Mais
recentemente Vornanem ef al. (1994) propuseram que a troca Na/Ca poderia disparar a
liberagio de Ca®" no reticulo a 37°C. Em nossas simulages obtivemos um maior influxo
de Ca” através da troca Na/Ca a 35°C do que a 25°C. Porém, a relacio Inuca / I, {que
ficou em torno de 30%) ndo variou significativamente. Apesar do valor desta relacio
estar de acordo com outros dados da literatura (Grantham e Cannel, 1996), n3o pode ser
esquecido que estamos relacionando dados obtidos experimentalmente (Ic.) com dados

extraidos de um modelo matematico (In.c,).

Por outro lado ¢€ interessante observar que a utilizagio do modelo matematico

ara calcuio de Invac. permitiu a observacio de que o influxo de Ca®’ estimado seria
q
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compativel com a quantidade necessaria do ion para disparar a liberagio de Ca®>* do RS,
porém o lento desenvolvimento temporal desta corrente e a grande distancia relativa
entre os trocadores € os receptores de rianodina dificultariam o processo de liberagio de

Ca’ induzida por Ca*" no RS.

Mecanismos de extrusio de calcio

A contribui¢do dos mecanismos de redugiio do Ca®" citosélico (RS, troca Na/Ca
€ 0s mecanismos lentos) foi analisada utilizando contraturas induzidas por aplicagio
rapida de cafeina (Bassani et al., 1992). Realizamos os mesmos experimentos a 25°C e
35°C para avaliar o efeito da temperatura na contribuicio relativa de cada um deles.
Apesar de cada mecanismo atuar mais rapidamente a 35°C, a participacdo relativa de

cada sistema se mantem sem modificagdes significativas nas duas temperaturas.

Inotropismo Hipotérmico

Ja foi demostrado que, no musculo cardiaco, a amplitude, a duracio e o t;, de
relaxamento diminuem 4 medida que a temperatura aumenta de 22 a 37°C (Blinks e
Koch-Weser, 1963, Mattiazzi e Nilsson, 1976). Sabendo-se que a sensibilidade dos
miofilamentos diminui com a temperatura (Harrison e Bers, 1989), o inotropismo
hipotérmico positivo poderia ser explicado por; 1) aumento do fornecimento de Ca®
(canais e/ou RS), e/ou 2) uma diminuiciio da extrusio de Ca®. Como obtido neste
trabalho (Fig. 4.5), o fornecimento de Ca’" através dos canais permanece constante com
a mudanga de temperatura. Por outro lado o conteido de Ca®* do RS esta aumentado a
25°C o que produziria maior liberagio fracional de Ca®’ (Bassani et al., 1995b), o que,
aliado a lentificagio dos mecanismos de remocio de Ca®” a 25°C, resultaria em maior

amphitude e duragdo dos transientes de Ca”".
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Sensibilidade a temperatura dos transportadores de célcio.

Neste trabalho, assumimos que a relacdo entre algum parametro descritivo do
decaimento do transiente de Ca”" ou do relaxamento (e.g. t12 ) nas duas temperaturas
poderia mdicar a sensibilidade a temperatura. Denominamos arbitrariamente este indice
de Qu, o que lembra, mas nio é estritamente, o parfmetro classico descritivo das
reagdes quimicas. Este tipo de indice ja vem sendo utilizado com o mesmo proposito na
literatura (Kiyosue et al., 1993). Os resultados encontrados indicam que o aumento da

temperatura acelera os sistemas de transporte de Ca®* estudados.

Contribuigédo relativa ao processo de relaxamento

No coelho, a razdo entre o ti, de relaxamento da contragdo normal e da
contratura de cafeina em NT (tomada como um indice da contribui¢do da troca Na/Ca)
foi de 0.28 a 25°C ¢ 0.21 a 35°C (os valores exatos usando os transientes de Ca®’ foram
0.27 e 0.23, respectivamente). De forma andloga, tomando-se a razdo entre o t,» da
contragdo normal e o 1, da contratura de cafeina em ONa 0Ca como um indice da
contribuicdo dos mecanismos lentos os valores obtidos foram 0.02 a 25°C ¢ 0.04 a 35°C
(os valores obtidos a partir dos transientes de Ca®> foram 0.03 nas duas temperaturas),
Apesar de estarmos lidando com uma estimativa grosseira, ela nos permite rapidamente
inferir a respeito da contribuicdo de cada sistema. Usando esta metodologia a
contribui¢do da troca Na/Ca e dos mecanismos lentos para as trés espécies, foi calculada.
A troca Na/Ca possui uma contribuico relativa um pouco maior no gato (47 = 8% a 25°
C €32 £5% a 35°C ) mas nio muito diferente do que ocorre no furdio (30 + 4% a 25°C
e 28 £ 4% a 35°C) e no coelho (28+ 2% a 25°C ¢ 21 + 3% a 35°C). A participacio
relativa dos mecanismos lentos é similar no coelho e no gato (~2%) e estd bastante
aumentada no furdo (7 £ 1% a 25° ¢ 5 + 1% a 35°C), o que coincide com valores
prévios reportados na literatura usando transientes de Ca® (Bassani et al., 1994b, 1995a)
e parece ter justificado a existéncia de uma ATPase de Ca?" na membrana mais ativa,

nesta espécie.
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Concluindo, apesar das mudancas nas velocidade de transporte, na amplitude e
cinética dos transientes de Ca®* e das contracdes, a participagfio relativa dos mecanismos
de transporte ndo é sensivelmente afetada pelo aumento da temperatura de 25 para 35°C
nas especies estudadas. A diminuicio na velocidade de transporte dos sistemnas
encarregados da remogdo de Ca® explicaria, em parte, o inotropismo hipotérmico

positivo, observado em midcitos ventriculares das trés espécies estudadas.
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