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Resumo/Abstract

Resumo

A relagéo forca-freqiiéncia € uma caracteristica intrinseca do musculo cardiaco, e
se manifesta de diferentes formas, dependendo da espécie, e seus mecanismos ainda
nao estao totalmente esclarecidos. Um possivel mecanismo é a modificagéo da liberagao
de Ca* pelo reticulo sarcoplasmatico (RS), principal fonte do ion para ativar a contragdo
em miocardio de mamiferos. O principal objetivo deste trabalho foi determinar a relagao
entre a liberagéo fracional de Ca®* do RS (FR) e a freqliéncia estimulatéria em midcito
ventricular isolado de rato. O potencial de acao (PA) representativo medido em cada
freqiéncia de interesse foi registrado com a técnica perforated patch clamp em
temperatura ambiente (23C). A corrente de Ca® tipo L (lca) € 0 transiente de Ca*
(A[Ca*];, medido com indo-1) foram registrados simultaneamente por meio da técnica
action potential clamp. A FR em cada freqtiéncia foi considerada como a relagdo entre a
diferenca entre variagdo total de [Ca®*] e a integral de Ic., € a carga de Ca** do RS
([Ca®*Trs). A duracéo do PA a 90% de repolarizacdo (APD90) aumentou de 76 + 9 ms em
0,2 Hz para 130 £ 11 ms em 2 Hz (p<0,05). Em 0,2 Hz, o pico de Ig, foi -4,5 + 0,7 pA/pF
e, com o0 aumento da freqténcia para 2 Hz, foi reduzido para -2,7 + 0,4 pA/pF (p<0,05). A
A[Ca®"]; caiu de 603 + 56 para 408 + 32 nM (p<0,05), em 0,2 e 2 Hz, respectivamente. A
FR também diminuiu com o aumento da freqiéncia, de 0,81 £ 0,02 em 0,2 Hz para 0,54 +
0,02 em 2 Hz (p<0,01), enquanto a [Ca*]rs permaneceu constante para todas as
freqiiéncias utilizadas. O aumento da freqliéncia estimulatéria reduziu a A[Ca®'];
possivelmente devido a reducgdo da FR. E possivel que a redugao do pico de lca., que é o
principal trigger de liberacdo de Ca** do reticulo sarcoplasmatico, seja a principal causa
da reducéao da FR.

Vi



Resumo/Abstract

Abstract

The force-frequency relationship is an intrinsic characteristic of cardiac muscle. It is
manifested in different ways depending on the species, and its mechanisms still remain to
be completely understood. A possible mechanism is the variation of Ca** release by the
sarcoplasmic reticulum (SR), the main source of the ion for contraction activation in
mammalian myocardium. The main goal of this work was to determine the relationship
between the fractional SR Ca®* release (FR) and stimulatory frequency in isolated rat
ventricular myocytes. Action potentials (AP) were recorded at 23°C using the perforated
whole-cell patch-clamp technique at different rates, and the representative AP at each rate
was used later as stimulus waveforms (action potential clamp). L-type Ca®* current (lca.)
and intracellular Ca®* transient (A[Ca®], measured with indo-1) were recorded
simultaneously using action potential clamp. FR at a twitch was assumed to be the ratio of
the systolic variation in total [Ca®*] minus I, integral, and the SR content ([Ca**]sg). AP
duration at 90% repolarization (APD90) increased from 76 + 9 ms at 0.2 Hz to 130 + 11
ms at 2 Hz (p<0.05). At 0.2 Hz, g, peak was -4.5 + 0.7 pA/pF, and it decreased to -2.7 £
0.4 pA/pF with increasing frequency to 2 Hz (p<0.05). A[Ca*] decreased from 603 * 56
nM to 408 + 32 nM (p<0,05), at 0.2 and 2 Hz, respectively. FR also decreased with
frequency, from 0.81 +0.02 at 0.2 Hz to 0.54 +0.02 at 2 Hz (p<0.01), whereas [Ca**]sr did
not change significantly. The negative relationship between Ca* transient amplitude and
stimulation rate is likely to be due to the observed decrease in SR Ca** release. Lower FR
at higher rates might be due to decrease in Ic.. peak, which is the main trigger of SR Ca?*

release.
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Lista de Abreviaturas

APC — action potential clamp

APD — action potential duration (duracao do potencial de agéo)
APD20 — duragéo do PA até 20% da repolarizagao

APD90 — duragao do PA até 90% da repolarizagao

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

[Ca®]4a — concentracdo intracelular de Ca®* diastélica
[Ca®]rs — carga de Ca** do reticulo sarcoplasmatico

CCD - charge coupled device

CEB — Centro de Engenharia Biomédica

CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica
C, — capacitancia de membrana

DBV — detector de borda de sinal de video

DC — débito cardiaco

dV/dt — derivada temporal da fase de despolarizagdo do potencial de membrana
E. — potencial de membrana

FC — freqliéncia cardiaca

FR — liberac&o fracional de Ca** do reticulo sarcoplasmatico
lcaL — corrente de Ca®* tipo L

lx — corrente tardia retificadora de K*

lx1 — corrente de entrada retificadora de K*

Incx — corrente de membrana mediada pela troca Na*-Ca**
Ina — cOrrente de sédio

l, — corrente transitéria de saida de K*

LED - light emmiting diode

NCX — trocador Na*/Ca**

PA — potencial de agéo

PJL — potencial de juncgéo liquida

PMT — tubo fotomultiplicador

RFF —relacao forca freqiéncia

RS — reticulo sarcoplasmético
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tomv - tempo para repolarizagéo até 0 mV

Ca®* via lcaL

twitch — contracao evocada por estimulacao elétrica

UV — ultra-violeta

V. — volume celular

VCR — aparelho gravador de video cassete

Vm-gia — potencial membrana em repouso

VS — volume sistdlico

A[Ca®*]; — amplitude do transiente de Ca**

A[Ca**]rw — variagao da concentracao intracelular de Ca®* total durante um transiente
A[Ca*'Ir,ca — incremento na concentracéo intracelular de Ca®* total devido ao influxo de
AVm — amplitude do potencial de a¢ao

flcaL — integral temporal da corrente de Ca** tipo L

Taiv — CONstante de tempo de ativacdo da corrente de Ca** tipo L

Tinat — CONStante de tempo de inativagéo da corrente de Ca®* tipo L
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1 Introducao

O coragao é a principal bomba propulsora do sistema circulatério, que tem por
fungéo suprir sangue em quantidade e pressao adequadas para todo o organismo, nao
apenas em condi¢des de repouso. Ha condigbes em que o fluxo de sangue ejetado pelo
coragdao é aumentado, como por exemplo, a hipotensdo arterial e o exercicio fisico.
Nesses casos, sob influéncia de sinalizadores neurais e/ou humorais, 0 aumento do
volume de sangue ejetado por unidade de tempo € realizado pelo aumento da forca
desenvolvida a cada contracéo e pelo aumento da freqiéncia de bombeamento.

Fisiologicamente, a freqiiéncia cardiaca (FC) é um determinante direto do fluxo de
sangue bombeado pelo coragdo, uma vez que o débito cardiaco (DC), definido como a
quantidade de sangue bombeada por minuto, é dado por:

DC = FC e VS (1.1)

onde VS corresponde ao volume ventricular ao final da diastole subtraido do volume
ventricular ao final da sistole, ou seja, é o volume de sangue ejetado do ventriculo na
sistole. Assim, em regime permanente, somando-se os valores de VS de cada sistole no
periodo de 1 minuto obtém-se DC. Dentro do escopo do presente trabalho, ndo serao
analisadas as variaveis envolvidas na determinacdo de FC e de VS, mas vamos
considerar que, em uma aproximagao de primeira ordem, se VS permanecer constante,
DC serda maior quanto maior for FC. Na realidade, como VS depende, dentre outros
fatores, da forca desenvolvida pelo musculo cardiaco, o seu valor, longe de ser uma
constante, depende primariamente de fatores que estao implicados na geracao de forca
pela maquinaria contratii das células miocardicas. Além disso, FC e VS nédo séo
independentes: a variacdo de qualquer um deles pode levar a modificacdo de ambos, via
mecanismos reflexos e modulacdo da atividade cardiaca por eferéncias autonémicas.
Portanto, a regulacdo de um parametro tao fundamental como DC pelo ajuste de FC e VS
nao é simples e ndo poderia ser descrita, de modo completo, apenas pela equagao 1.1.

A FC é de facil medigdo nao-invasiva. A simples deteccdo do complexo QRS do
eletrocardiograma permite a estimativa dos intervalos entre batimentos cardiacos e da FC
média. Ja sabemos que FC nao é constante, ou seja, os intervalos entre contragbes do

coracao ndo sao regulares, mas estdo sujeitos a variagdes substanciais in vivo (e.g.
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arritmia respiratoria fisiolégica, Yasuma & Hayano, 2004). Estas variacdes tém sido
correlacionadas ao grau de modulagdo autonémica da atividade cronotropica (Aubert &
Ramaekers, 1999; Stein & Kleiger, 1999; Lewis, 2005), que pode estar associada a
patologias (Havilicekova et al., 2009).

O acesso a VS é mais complexo. Como VS depende do comportamento contratil
da camara cardiaca, o que se busca € a identificagdo e conhecimento dos seus
determinantes primarios, que, em Uultima analise, sdo aqueles que determinam o
desenvolvimento de encurtamento e forgca no coracdo. Os mecanismos celulares
envolvidos no processo de contragdo miocardica ndo sdo independentes da FC. E neste
contexto que surge o interesse pela chamada relagao forga (ou VS)-freqiiéncia (RFF), que
ha tantos anos vem interessando pesquisadores que investigam o inotropismo cardiaco.

O estudo da RFF teve inicio ha mais de 100 anos, com o trabalho de Bowditch
(1871), no qual foi descrito o fenbmeno da escada ( Treppe), ou seja, aumento progressivo
da forga contratil acompanhando um aumento da freqiéncia estimulatéria do musculo
cardiaco. Muitos trabalhos se seguiram, com variadas configuragbes experimentais, que
possibilitaram a analise detalhada de inumeros conceitos, como restituicAio mecanica
(Braveny & Kruta, 1958), relacao forga-intervalo (Koch-Weser & Blinks, 1963), fen6meno
de escada (Woodworth, 1902), decaimento ou potenciagao pos-pausa, resposta a pulsos
pareados (Hilgemann, 1986), alternans (Wohlfahrt, 1982) e potenciagdo pos-
extrassistolica (Hoffman et al., 1956).

Existem muitos fatores que podem afetar o comportamento da RFF e determinar,
por exemplo, o seu ponto 6timo (Koch-Weser & Blinks, 1963); contudo, sabe-se hoje que,
subjacente as alteracdes de forca, estdo os mecanismos envolvidos no transporte e
regulacdo celular de Ca?* e de acoplamento excitagao-contracio.

A Figura 1.1 ilustra os principais mecanismos que sao acionados, desde o
aparecimento da atividade elétrica até a contracdo do midcito cardiaco. Durante o
potencial de acdo (PA), Ca** entra na célula via canais de Ca®* voltagem-dependentes do
tipo L (gerando a corrente de Ca®* tipo L - lca). O Ca?®* que entra pode ativar diretamente
os miofilamentos, mas, de modo importante, se liga aos canais de liberagcdo de Ca** do
reticulo sarcoplasmatico (RS), provocando a liberagdo de grande quantidade do estoque
do ion desta organela, que é a principal fonte do Ca** ativador da contracdo. Ca** se
difunde até os miofilamentos e se liga a troponina C, disparando a contragao. Para que o
ion se dissocie dos miofilamentos e o relaxamento ocorra, a concentracao intracelular de

Ca** ([Ca*"])) precisa ser reduzida. Neste processo, atuam 4 mecanismos (Bassani et al.,



1 Introducéo

1992, 1994a): 2 rapidos (captacdo de Ca** pela ATPase de Ca** do RS e extrusdo de
Ca** pelo trocador Na*/Ca®* (NCX)) e 2 lentos (extrusdo via ATPase de Ca?* do sarcolema
e captacéo pelo uniporter mitocondrial de Ca**). No canto superior direito da Figura 1.1
estdo ilustrados os eventos primarios: a ocorréncia do PA dispara uma variagao transitéria
de [Ca®], conhecida como transiente de Ca** que é o elo de ligacdo entre a excitacdo
elétrica da membrana e a contragcado da célula muscular. O conjunto de todos os eventos,
desde o aparecimento do PA até o disparo da contragéo, é conhecido como acoplamento
excitacao-contracao (Bers, 2002). Para condicbes aproximadamente estaveis da
sensibilidade dos miofilamentos ao fon Ca®, o transiente de Ca®* determina o curso
temporal e a amplitude (portanto a poténcia) das contracées do musculo cardiaco.

Encx = 3Ena - 2Ec,

Midcito cardiaco Bers, 2001

Figura 1.1 — Principais mecanismos envolvidos no processo de acoplamento excitagdo

contragdo nas células cardiacas (mod. de Bers, 2002). Veja texto para detalhes.

A Figura 1.2 ilustra um caso tipico de mudanca da amplitude das contragdes
causadas por alteragao da freqiiéncia estimulatoria. De acordo com Bers (2001), varios
fatores podem contribuir para o0 aumento de forca devido ao aumento da freqiiéncia de 0,5
para 1,5 Hz, neste caso: 1) aumento de [Ca®']; por aumento da corrente de entrada do ion
(Ica); 2) aumento da carga de Ca®* do RS; 3) redugéo da atividade extrusora de Ca** do
NCX, devido ao aumento da concentragao intracelular de Na*; 4) alteracdo da quantidade
de Ca?** liberada, secundaria ao aumento de carga e possivelmente devido a outros
fatores.
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MLL&L ~ 1,5Hz \ UUQQLM&J\ Tsr;fﬁo

Figura 1.2 — Mudanga de freqiéncia estimulatéria em musculo papilar isolado coelho. Apds

estabilizagcdo sob estimulagédo a 0,5 Hz, a freqiéncia é aumentada para 1,5 Hz e, a seguir,
retornada a 0,5Hz (mod. de Bers, 2001).

A RFF miocardica nao € igual em todas as espécies. Considerando na mesma
faixa de frequéncia (0,1 a 3 Hz), a relacao € positiva no coelho, no cobaia e em humanos,
mas é negativa no rato e no coragao humano insuficiente. Além disso, no caso da RFF
positiva do coelho e do homem, o aumento de forgca segue paralelo ao aumento de carga
de Ca** do RS. Por outro lado, no rato normal e no coragédo humano insuficiente, a carga
reticular de Ca** praticamente n&o se altera com a mudanca da freqiiéncia, embora a RFF
seja negativa (Pieske et al., 1999; Maier et al., 2000; Bers, 2001). Torna-se claro,
portanto, que a RFF varia com a espécie animal e diferentes condi¢des fisiopatoldgicas
para a mesma especie.

O miocardio de rato e camundongo apresenta carga de Ca** reticular
relativamente alta, mesmo em freqUéncias muito baixas, fato que é explicado em parte
pela concentracao intracelular de Na* elevada no miocéardio destas espécies (Shattock &
Bers, 1989; Bers, 2001). Deste modo, 0 aumento da freqliéncia praticamente ndo causa
aumento do contetido de Ca** do RS, podendo até mesmo reduzi-lo (Maier et al., 2000).
Esta baixa capacidade de aumento do estoque do RS com a freqiiéncia poderia ser um
dos determinantes da RFF negativa em roedores, particularmente porque RFF positiva
pode ser observada em preparacdes de ratos que apresentam carga de Ca** do RS mais
baixa em freqtiéncias menores (Frampton et al.,, 1991; Bers, 2001; Bassani et al., 2009;
Bassani et al., 2009).

A questao que se apresenta € se mudancas na freqiéncia podem per se ou
indiretamente afetar o equilibrio celular de Ca®* e, portanto, a RFF. Mudancas na
frequiéncia estimulatéria afetam a duracao do potencial de acdo (APD, Boyett & Jewell,
1978; Attwell et al., 1981). Dependendo da espécie, a relacdo APD-frequéncia pode ser
negativa, como é o caso do gato, cobaia e humano (Li et al., 1999; Carmeliet, 2004) ou
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positiva, como é o caso do rato (Shigematsu et al., 1997; Fauconnier et al., 2003;
presentes resultados), do hamster (Kocic el al., 2002) e do coelho (Bassani et al., 2004).

A Figura 1.8 ilustra um PA cardiaco e correntes envolvidas na sua geragcao
(Bassani, 2006). De modo geral, o curso temporal do PA é influenciado por correntes
despolarizantes (e.g., correntes dependentes de tenséo, de entrada de Na* e Ca?*, como
Ina © lcay, respectivamente) e repolarizantes (e.g., de saida de K*, como |y, Ik € Ik1).
Mudancas no curso temporal do PA podem refletir mudangcas nos tipos, cinética e
amplitude destas correntes. Mais do que as correntes Ic,; € Ina, @s correntes de K* tém
sido identificadas como importantes determinantes das mudancas na forma de onda do
PA (Nerbone et al., 2001; Oudit et al., 2001; Roseti et al., 2001).
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Figura 1.3 — Potencial de agdo e correntes ibnicas em modelo de célula ventricular de coelho. Fase
0 (upstroke): Iy, rapidamente leva o potencial de membrana para valores positivos a partir do
repouso; fase 1 (repolarizagdo rapida ou parcial): a contribuicAo maior nesta fase é da corrente
transitéria de saida de K* (l,); Fase 2 (platd), caracterizada pela variagdo lenta do potencial de
membrana (formando um platd com duracdo bastante varidvel), e balanco das correntes
despolarizantes (principalmente I, ) e repolarizantes (principalmente retificadoras de saida de K,
aqui representadas por lx); Fase 3 (repolarizagéo tardia), atribuida a redugéo da corrente g, €

aumento gradual de lx; considera-se que lk; participe da repolarizagéao terminal. Fase 4 (diastole
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elétrica): potencial de membrana retorna aos niveis de repouso, cuja estabilidade envolve Ik;.
Mod. de Bassani (2006).

Alteragcées na forma e amplitude do PA podem gerar profundas alteragdes no
transiente de Ca®*. Ao mesmo tempo, mudancas na [Ca®*]; podem afetar no s6 correntes
de membrana, como também inimeros outros mecanismos que afetam o transporte e a
liberagdo de Ca* pelo RS. Em outras palavras, a FC altera o PA e este afeta o transiente
de Ca®* que pode, por sua vez, afetar o PA, o que torna o controle experimental para
estudo da RFF bastante complexo.

Durante uma contracdo, o RS libera uma fracdo do seu conteudo, e ndo sua
carga total (Bassani et al, 1993, 1995a). Esta fracdo liberada a cada contracdo é
denominada liberacéo fracional de Ca®* do RS (FR, do termo em inglés fractional SR Ca**
release; Bassani et al., 1993). Se a FR for alterada, profundas modificagdes poderao
ocorrer no inotropismo. E conhecido que FR depende da entrada de Ca?* via canais do
tipo L (trigger) e da carga reticular do ion (Bassani et al., 1995a). Além disso, o processo
de liberacdo de Ca* pode ser diretamente modulado. J& se identificou, por exemplo,
aumento compensatério de FR em condicdes de reducéo de carga de Ca®** do RS devido
ao tratamento de midcitos cardiacos isolados com cafeina (Trafford et al, 2000). Na
condicao de insuficiéncia cardiaca, por exemplo, foi observada manutencao substancial
de FR, mesmo na vigéncia de marcada deplecéo de Ca** do RS, aparentemente devido &
acao estimulatéria da proteina quinase |l dependente de Ca** e calmodulina (CaMKIl)
sobre os canais de liberacdo de Ca®* do RS (Ai et al., 2005). Por outro lado, durante a
instalagcdo de hipertrofia ventricular por sobrecarga de pressdo, o aumento de ambos,
carga de Ca®** do RS e FR, foi observado (Carvalho et al., 2006). Estes dados em
conjunto tornam atrativa a idéia da FR como um regulador fundamental do inotropismo.
Contudo, ndo ha informagéo disponivel sobre como FR se comporta em diferentes
freqUiéncias, parametro que definitivamente, como ja apresentado acima, altera a
dinamica celular de Ca* e, conseqlientemente, a amplitude da contragdo desenvolvida.

Em trabalhos anteriores do nosso laboratério, foram desenvolvidas técnicas e
abordagens experimentais que, em conjunto, permitiram quantificar FR em células
cardiacas isoladas (Bassani et al., 1992; 1994 a,b; Bassani & Bassani, 2003; Bassani et
al.,1993; 1995b; Bassani et al., 1995c, Gomes et al., 1998; Bassani et al., 1998; Bassani
et al., 1993; 1995a; Bassani & Bassani, 2003).



1 Introducéo

Um dos problemas da abordagem desenvolvida para determinagdo experimental
de FR é a necessidade do bloqueio farmacolégico completo da ATPase de Ca** do RS
(Bassani et al., 1993; Bassani et al., 1995a), o que sé pode ser eficientemente conseguido
com incubagéo das células com um inibidor irreversivel da enzima por um periodo minimo
de 90 s. Isto inviabiliza a medicdo de FR em regime permanente (steady-state) e
impossibilita a abordagem ao estudo da relagdo FR-freqiiéncia da forma desejada. A
técnica de medicao direta da concentracédo de Ca* do RS para estimativa da deplecéo de
Ca** pés-liberacao (portanto, da FR), como apresentada por Trafford et al. (2000), é muito
interessante, mas de dificil implementaco (e.g. calibracéo do indicador de Ca?* intra-RS).

Uma alternativa para medicao de FR foi apresentada por Shannon et al. (2000) e
Ginsburg & Bers (2004). Neste caso, é necessario o uso da técnica de patch-clamp para
medicdo da quantidade do Ca** que adentra a célula via lc, durante a ativagdo elétrica
celular, simultaneamente a medicdo de [Ca®*"]. De modo resumido, a quantidade de Ca**
liberada do RS durante uma contragao evocada por degraus de voltage-clamp é estimada
a partir das medicdes de [Ca®™], apds conversdo para a concentracdo de Ca* total
([Ca*']r: livre + ligado), usando o conhecimento dos ligantes passivos (buffers)
intracelulares de Ca®* (Bassani et al., 1998). A carga de Ca®** do RS é estimada pela
variagdo de [Ca®']; ou pela corrente mediada pelo NCX (Incx), causadas pela liberacdo de
Ca** induzida pela aplicacéo rapida de cafeina (Bassani & Bers, 1995; Varro et al., 1995;
Ginsburg et al, 1998). Da variagdo de [Ca*]r durante um twitch (i.e., transiente e
contracao evocados eletricamente), é subtraida a integral da corrente Ic,. (medida), e a
diferenca, normalizada pelo contetido de Ca** do RS, corresponde a FR. No entanto, o
twitch é disparado por um pulso retangular de tensdo. Assim, esta técnica ndo leva em
conta a forma e amplitude do PA, que, como j& apresentado, podem variar com a
freqUéncia.

No presente trabalho foi utilizada a técnica de voltage-clamp, como descrita acima,
mas na modalidade de action potential clamp (APC) que permite aplicar como pulso para
fixacdo de tensao (voltage-clamp) uma forma de onda igual ao PA desenvolvido. Assim,
foi possivel, a partir do registro de PA em vérias freqiéncias, utilizar a forma de onda
estimulatéria fisiolégica, caracteristica de cada freqiiéncia, para produgédo do twitch no
qual a FR sera estimada. Desta forma, foi investigada no presente estudo, realizado com
midcitos ventriculares de rato, a relagao entre FR e freqUéncia estimulatéria. Foi premissa
do trabalho que a freqiiéncia média € o determinante fundamental da amplitude média
dos transientes de Ca®* e, consequentemente, das contracdes em células cardiacas
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(Bassani et al., 1990, Ricardo et al., 2006). A hipétese de trabalho foi que a RFF negativa
do coracgao do rato é determinada por reducéao frequiéncia-dependente de FR.

Goémez et al. (1997) mostraram, em modelo experimental de hipertrofia e
insuficiéncia cardiaca, que, mantido constante o trigger para liberagcdo de Ca* e a carga
de Ca*" do RS, o transiente de Ca** podia se apresentar reduzido, provavelmente por
reducao de FR. Além disso, o trabalho de Pieske et al. (1999) mostrou que a RFF positiva
do coragdo humano se torna negativa na condicdo de insuficiéncia cardiaca. Esta
alteracdo, cujo principal reflexo clinico esperado seria a limitacdo do aumento
compensatério do DC em condigdes de hipotensao, exercicio e stress, poderia ter como
mecanismo basico a reducdo de FR com a frequiéncia, j& que, como ja exposto, nesta
condigdo fisiopatolégica, a carga de Ca®** do RS ndo se mostra aumentada em
freqiéncias mais altas, como acontece no miocardio do rato (Maier et al., 2000). Os
resultados obtidos no presente trabalho, utilizando um modelo animal cuja RFF é
semelhante a do coragdo humano insuficiente, podem ter relevancia nao apenas no
esclarecimento de mecanismos fisioldgicos basicos que determinam esta relagao, como
também para estudos futuros com miocardio humano, buscando esclarecer se esses
mecanismos (particularmente a influéncia da freqiéncia sobre FR) sdo semelhantes
aqueles encontrados em roedores.
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2 QObjetivos

2.1 Objetivo geral:

Determinar a relagdo entre a liberagdo fracional de Ca* do reticulo

sarcoplasmatico e a frequéncia estimulatéria em midcitos ventriculares de ratos.
2.2 Objetivos especificos:

a) Medigdo do potencial de agdo em midcitos ventriculares isolados de rato em

diferentes freqiiéncias estimulatérias;

b) Medicdo simultanea da corrente de Ca® tipo L e dos transientes de Ca®** em

midcitos estimulados em diferentes freqliéncias via action potential clamp;

) Determinacdo da relacdo entre a liberacdo fracional de Ca®** do reticulo
sarcoplasmatico e a freqiiéncia estimulatoria.
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, de 4-6 meses de idade,
provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigagbes Biolégicas (CEMIB) e do Biotério
do Centro de Engenharia Biomédica (CEB) da Universidade Estadual de Campinas. Os
animais foram alojados em gaiolas coletivas (3 animais/gaiola), recebendo agua e ragéao
ad libitum, sob temperatura ambiente controlada e ciclo de iluminagao de 12 h claro: 12 h
escuro, e nao sofreram manipulacdo experimental até o dia do sacrificio.

O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP (certificados 1186-1, 1517-1
e 1737-1).

3.2 Solugoes Fisioldgicas

Todas as solugbes foram preparadas com agua tipo | (Easypure UF, Barnstead
International, Dubuque, IA, EUA). 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. As concentracdes dos sais e demais compostos nas
solugdes abaixo estao expressas em mM:

Solucdo 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,O 1; pH 7,4 a 23°C

(ajustado com NaOH).

Solucdo NT sem célcio e sédio (Tyr-00): LiCl 140; KCI 6; MgCl,.6H,O 2.5; HEPES 5;
glicose 11,1; EGTA (acido etilenoglicol tetracético) 1; pH 7,4 a 23°C (ajustado com KOH).

Solucéo de micropipeta para registro de corrente de Ca** (Pip-1): CsCl 130; MgCl, 5; KCI
1; HEPES 10; EGTA 1 (pH 7,2 ajustado com CsOH).

Solucdo de micropipeta para registro do potencial de membrana (Pip-P): Glutamato K
130; NaCl 7; Hepes 10, EGTA 0,5; (pH 7,2 ajustado com KOH).

13
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Solucdo de micropipeta contendo anfotericina B: em 1 ml de solugdo Pip-P, foram

adicionados 2 pl de solugdo estoque de anfotericina B (60 mg/ml em dimetil-sulfoxido
(DMSO), preparada no dia do experimento ou mantida a 4°C por no maximo 2 dias) e 3 ul
de solugéo de Pluronic (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) 20% (concentragdes finais
de 127 ug/ml de anfotericina B; 0,1% de Pluronic; 0,5% de DMSO). Esta solugao passou
por processo de agitacdo por ultra-som para melhorar a dispersdo das moléculas de
anfotericina B.

Solucdo de perfusdo para medicdo de corrente de Ca®* (Tyr-ICa): cloreto de
tetraetilamdnio (TEA-CI) 140, 4 aminopiridina (4-AP) 3, CsCl 4, MgCl, 1, HEPES 10, CaCl,
1 (pH 7,4 ajustado com CsOH).

Solucéo de indo-1 para incubacédo de miécitos (NT-indo-1): 10 pl de solugao estoque (10
mM em DMSO) de indo-1, acetoximetil-ester (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) e 10

ul de solugdo 2% (v/v) de Pluronic em DMSO foram diluidos em 980 pl de NT.

Solucdo de cafeina em Tyr-00 (Caf-00): 15 mM de cafeina foram adicionados a solucao
Tyr-00.

Solucdo de Krebs Cl (Krebs-Cl): NaCl 115; KCI 4,6; KHPO, 1,2; NaHCO; 25;
MgS0,.7H,0 2,4; glicose 11,1; pH 7.4 sob borbulhamento com carbogénio.

Solucéo cardioplégica (CP): KCI 30; acido glutamico 70; MgCl, 1; HEPES 10; glicose 11;
KH,PO, 10; taurina 20; pH 7,4 a 23°C (ajustado com KOH).

3.3 Isolamento de Células

Midcitos ventriculares esquerdos foram isolados por digestdao enzimatica, conforme
descrito anteriormente (Penna & Bassani, 2010). De modo simplificado, o coragéo foi
perfundido em sistema de Langendorff (37 °C) com solugéo de Krebs-Cl contendo 0,5 mM
de CaCl, por aproximadamente 4 minutos. Em seguida, o coracao foi perfundido com a
mesma solucao, porém sem adigdo de CaCl, por 5 minutos. Foram entdo adicionados a
esta solucdo colagenase tipo | (0,8-1,2 mg/ml; Worthington Biochemical Corporation,
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Lakewood, NJ, EUA), e a perfusdo com a enzima prosseguiu por 15-20 minutos. A seguir,
procedeu-se a perfusdo com solugdo sem a enzima e contendo albumina sérica bovina
(BSA, 0,5 mg/ml) por 3-5 min. O tecido ventricular esquerdo foi entdo separado e triturado
em solucdo CP contendo BSA, para dissociacdo das células. A suspensao de células foi

lavada 2 vezes na mesma solucédo e armazenada a 4°C.

3.4 Set-up experimental

A Figura 3.1 ilustra esquematicamente a montagem experimental utilizada neste
trabalho. Este sistema é formado basicamente por um microscopio invertido (Nikon Corp.,
Tokio, Japao, modelo Diaphot 300), um sistema de medi¢do de fluorescéncia, um sistema
de patch clamp e um sistema para captacao de imagens.

As células (preparacao biolégica) eram iluminadas por um diodo emissor de luz
(Super Bright LED, Jumbo, 5000 mcd, 1.85V, 20mA, Archer, N. Cat. 276 - 086) vermelho
de alta intensidade. A luz (comprimento de onda de aproximadamente 650 nm)
atravessava a objetiva (mod. DPlan 40L, Nikon, Corp., Tokio, Japao) e era refletida até a
camera CCD (mod. SSC-M256, Sony Corp., Tékio, Japao), onde o sinal era captado e
apresentado no monitor de video (modelo SSM-930, Sony Corp., Tokyo, Japao). Este
sistema possuia também a opgao de gravagédo das imagens por meio de um gravador de
video cassete e registro de encurtamento celular por meio de um detector de borda de
sinal de video (DBV; mod. VED-104, Crescent Electronics, Sandy, UT, EUA).

Para o registro de sinais eletrofisioldgicos (potencial de agdo ou corrente de Ca®"),
foi utilizado um sistema de patch clamp composto por um pré-amplificador (Headstage,
CV203BU, Axon Instruments Inc., Foster City, EUA), um amplificador (Axopatch 200B,
Axon Instruments Inc., Foster City, EUA) e um conversor A/D — D/A (Digidata 1200B,
Axon Instruments Inc., Foster City, EUA). O pulso estimulatério era gerado pelo programa
pClamp (versdo 6.0, Axon Instruments Inc.) e aplicado ao midcito por meio do pré-
amplificador. O mesmo equipamento era responsavel pela captagdo do sinal
eletrofisiolégico. Por fim, o sinal captado era armazenado no formato digital em
computador para futura andlise. A taxa de aquisicao de sinal era de 10 kHz, e o sinal era
posteriormente filtrado em 5 kHz (filtro digital passa baixa, tipo Butterworth, 52 ordem).
Todo o sistema foi montado sobre uma mesa anti-vibragdo (mod. Micro-g 163-531,
Technical Manufacturing Corporation, Peabody, EUA).
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Figura 3.1 — Representacdo esquematica do set-up experimental utilizado neste trabalho. — CCD:
camera de video CCD (Couple Charged Device); VCR: gravador de video cassete; DBV: detector
de borda de sinal de video; Monitor: monitor de video; PMT405 e PMT485: tubos
fotomultiplicadores para monitoragdo dos sinais luminosos em 405 e 485 nm, respectivamente;
Digidata 1200B: placa conversora A/D e D/A; CPU: computador. Axopatch 200B: amplificador de

patch clamp . Em cada espelho dicréico esta apresentado o comprimento de onda de reflexao (A).

Para o registro dos transientes de Ca®", o indicador fluorescente indo-1, presente
no interior das células era excitado, com luz na faixa ultravioleta (360 nm), proveniente de
uma lampada de arco de xendnio de 75 W (mod. UXL-75XE, Ushio Inc., Téquio, Japado). A
fluorescéncia emitida pelo indicador nos dois comprimentos de onda de interesse (405 e
485 nm) era separada em um “cubo éptico” (composto de espelho dicrdico e filtros de
interferéncia) e detectada em tubos fotomultiplicadores (PMT405 e PMT485). Os sinais
provenientes das PMTs (tensado elétrica proporcional a intensidade luminosa) eram
enviados a um conversor analégico-digital e interface de aquisicdo (Photon Technology
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International, Monmouth Junction, NJ, EUA), controlada pelo programa Felix (verséo 1.1,
Photon Technology International, Monmouth Junction, NJ, EUA), e armazenados no
formato digital em computador. A taxa de aquisicdo dos sinais foi de 50 Hz. A sincronia
entre os registros eletrofisiolégicos e transientes de Ca®* foi obtida por meio de um trigger
gerado pelo pClamp/Digidata, enviado ao sistema de fluorescéncia por meio de um
acoplador éptico.

Neste ponto, daremos especial destaque a camara de perfusdo/estimulacao
utilizada nesse trabalho, que é uma adaptacdo da camara desenvolvida por Gomes
(1997). Construida em acrilico transparente e com area de trabalho em vidro (laminula),
esta camara tem como principais caracteristicas um sistema de perfusdo que possibilita a
instalagdo de fluxo laminar constante e com volume do compartimento de trabalho
bastante reduzido (~400 pl), o que torna possivel a troca rapida de solu¢cdo de banho,
necessaria para obtengéo da contratura induzida por aplicagcao de cafeina (ver item 3.9.5).
Além disso, a pequena altura da camada liquida minimiza a capacitancia do eletrodo, o
que possibilitou o registro de sinais eletrofisiologicos de boa qualidade. Estas duas
caracteristicas foram fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho.

3.5 Medicdo de [Ca’*]; com indo-1

O indo-1 é um indicador fluorescente raciométrico, o que apresenta a vantagem de
diminuicdo de erros de medida causados por variagdo da concentragao do indicador no
interior da célula, intensidade da iluminagao de excitacao, e artefatos de movimento, entre
outros (Gomes et al., 1998). O indicador foi excitado a 360 nm, e a razao da fluorescéncia
emitida em 405 e 485 nm (R) foi calculada ap6s subtracdo da fluorescéncia de fundo em
cada comprimento de onda. R foi convertida em [Ca®*], por (Grynkievicz et al., 1985):

(Ca®'] = kdﬁ( A~ Ao J 3.1)

R..—-R
onde Rnin € Rnax $80 0s limites inferior e superior de R, respectivamente; K4 € a constante
de dissociacédo aparente do indo-1; B € a razao das intensidades da fluorescéncia emitida
a 485 nm com [Ca®*] minima e maxima. Os valores de Rpax € Rmin foram determinados de
acordo com Bassani & Bassani (2002) e o valor B conforme Gomes et al. (1998). O valor

de Ky foi considerado como 844 nM, como medido no ambiente intracelular (Bassani et
al., 1995c).
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3.6 Microeletrodos

Foram utilizados capilares de boro-silicato com didmetros interno e externo de 1,12
e 1,5 mm, respectivamente, sem filamento interno (mod. TW150-3, World Precision
Instruments Inc., Sarasota, EUA). Os capilares foram estirados em estirador programavel
(mod. P-97, Sutter Instrument Co., Novato, EUA) para produzir microeletrodos com
resisténcia de 1-3 MQ para medicao de corrente (quando preenchidos com a solugao PIP-
[) e microeletrodos com resisténcia de 7-8 MQ para medicdo de potencial de agao
(quando preenchidos com a solugdo PIP-P). A impedancia do microeletrodo (Z,) foi
calculada pelo registro da corrente que flui por ele em resposta a um pulso quadrado de
tensdo de 5 mV (Z,i,= 5 mV / l,p). Na Figura 3.2 estdo apresentadas duas micrografias do
eletrodo para registro de tensdo, com aumentos diferentes.

Figura 3.2. Micrografias do microeletrodo para registro de tensdo com diferentes aumentos.

3.7 Potencial de Jungéao Liquida

Uma das preocupacgdes iniciais que tivemos neste trabalho foi com relagédo ao
potencial de juncédo liquida (PJL), que pode comprometer os resultados e as conclusdes
deles obtidas. O PJL é o potencial elétrico gerado na interface entre duas solugdes
contendo diferentes composi¢cdes e/ou concentragdes ibnicas. A amplitude e sinal deste
potencial sdo determinados principalmente pela concentracdo dos ions presentes nas
solugdes, além de suas mobilidades e valéncias (Barry & Diamond, 1970; Neher, 1992).
Em alguns casos, o PJL é pequeno e pode ser desconsiderado. Por outro lado, em
medicdes eletrofisiolégicas utilizando patch clamp, sua magnitude pode alterar
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significativamente as medi¢cdes de potencial ou corrente de membrana. Para se ter uma
idéia, neste trabalho foi observado PJL que chegou a cerca de 15% do valor de potencial
de membrana em repouso. Tipicamente, solu¢cdes de pipeta a base de glutamato de
potassio (molécula grande e de baixa mobilidade), como é o caso da solugao Pip-P,
apresentam potenciais de juncdo maiores que 10 mV, enquanto que solugdes de KClI,
como é o caso da solugao Pip-l, apresentam potenciais de juncdo menores que 5 mV
(calculado por meio do programa pClamp, versao 8.0, Axon Instruments Inc.). Portanto, o
PJL para as solugdes que utilizamos apresentou valores dentro do esperado (Tabela 3.1).
Se, por um lado, o baixo PJL da solugcado Pip-l resulta em menos interferéncia nos
resultados, a solugdo de glutamato tem como vantagem a minimizacdo de influxo de
anions, ja que os poros formados pela anfotericina ndo sdo permeaveis ao glutamato,
reduzindo assim alteragbes do meio intracelular, e esta foi a razao para o uso deste Ultimo
tipo para os registros de PA na configuracdo de perforated patch-clamp, apesar da
existéncia do alto PJL.

Para a medigdo do PJL, o amplificador de patch clamp foi ajustado na opgéo
voltage clamp. Em seguida, a ponta de um microeletrodo, preenchido com a solugéao de
pipeta desejada, foi submersa na camara de perfusdo contendo a mesma solu¢do do
microeletrodo (e ndo a solugdo de perfusdo). O controle “pipette offset control’ do
amplificador de patch clamp foi ajustado de modo que no seu display marcasse uma
corrente préxima de zero (menor que 100 pA). Com isso, a solugdo da camara de
perfusédo foi substituida pela solucdo de perfusdo desejada e foi possivel observar uma
variacao de corrente no display do amplificador. Por fim, o PJL foi considerado como
sendo o potencial (intensidade e sinal) aplicado ao microeletrodo necessario para zerar a
corrente apresentada no display.

Para a obtencdo do valor médio do PJL entre as solugdes utilizadas neste
trabalho, foram realizadas seis medigbes para cada par de solugbes (NT x Pip-P para
registro de PA e Tyr-ICa x Pip-l para registro de corrente) e os valores médios estao
apresentados na Tabela 3.1.

A compensacao do PJL pode ser realizada durante ou apds as medicdes. Neste
trabalho, optamos por compensa-lo apdés as medi¢des, durante o processamento dos
dados registrados em cada fase do protocolo experimental, de duas maneiras: i) para o
registro de PA, foi efetuada a subtragéo entre o valor do potencial de membrana e o valor
do PJL entre as solugbes NT e Pip-P; ii) para tracar a curva IxV de gy, foi efetuada a
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subtracao entre o valor do potencial de clamp aplicado e o valor do PJL entre as solu¢des
Tyr-1Ca e Pip-1. Para o registro de Ic,. em APC, a compensacao do PJL néo foi realizada.

Tabela 3.1. Valores de potencial de juncéo liquida entre as solugdes de pipeta (Pip-P e Pip-1) e as

solugbes de perfusdo (NT e Tyr-ICa). N = 6.

Solucéao de pipeta NT Tyr-1Ca
Pip-P -15,3+-1,1 mV -
Pip-I1 - -5,7+-0,9 mV

3.8 Experimentos de Patch Clamp

3.8.1 Técnica de Patch Clamp

A técnica de patch clamp, utilizada neste trabalho, foi originalmente proposta por
Neher e Sakmann (1976) e Neher et al. (1978). Nesta técnica, que € um refinamento da
técnica de voltage clamp (Cole, 1946), uma pequena porgdo da membrana celular é presa
mecanicamente ao microeletrodo de vidro por meio de pressao negativa, aplicada ao
interior do microeletrodo, formando um selo elétrico com resisténcia da ordem de GQ
(giga-selo). A partir deste ponto, pode-se obter acesso elétrico ao interior da célula,
rompendo sua membrana. Esta abertura da membrana pode ser obtida principalmente de
duas maneiras: aplicando-se um pulso de pressao negativa ao interior do microeletrodo
ou adicionando-se um farmaco (e.g., anfotericina B, nistatina) capaz de produzir poros na
membrana celular (ver item 3.8.2). Estas duas técnicas sdo conhecidas como ruptured
patch clamp e perforated patch clamp, respectivamente.

Uma vez obtido acesso elétrico ao interior da célula, existem duas configuracoes
bésicas de trabalho, que sédo o voltage-clamp e o current-clamp. Na configuragao current-
clamp, a corrente liquida de membrana (i.e., diferenga entre a corrente de entrada e
corrente de saida) € fixada em um determinado valor e a variagdo de tensdo elétrica
transmembrana pode ser medida. Esta configuracdo pode ser utilizada tanto para
medicdo da variacdo de tensdo passiva da membrana (relativa apenas aos seus
componentes resistivos e capacitivos), quanto para o registro de potenciais de acao
evocados pela aplicagcdo de pulsos de corrente supra limiares (como neste trabalho).
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Por outro lado, na configuracdo voltage-clamp, a tensao elétrica transmembrana é
fixada em um determinado valor, e é possivel medir a corrente mediada pelos canais
ibnicos presentes na membrana da célula. Novamente, a corrente medida € a corrente
liquida, ou seja, a corrente resultante do balanco entre as diversas correntes de entrada e
saida relativas a movimentagéao ibnica entre os meios intra e extracelular. Na maior parte
das vezes, € possivel isolar uma ou mais dessas correntes idnicas, possibilitando o
estudo de canais ou transportadores ibnicos de membrana individuais. Esta separacao
pode ser realizada de diversas formas, como, por exemplo, utilizando-se farmacos para
impedir a mudanca de estado de certos canais e/ou removendo algun(s) componente(s)
da solucdo de perfusdo. Além disso, é possivel fazer esta separagdo por meio de
aplicagao de pulsos de voltage-clamp em faixas de tensao ou frequéncia nas quais alguns
canais de membrana nao sao ativados. Tais técnicas foram utilizadas neste trabalho para
medir a corrente de Ca** tipo L.

3.8.2 A configuracao Perforated Patch Clamp

A principal vantagem da configuragao perforated patch-clamp sobre o classico
ruptured patch-clamp € causar menor interferéncia no ambiente intracelular (Horn &
Marty, 1988). Nesta técnica, um antibiético (nistatina ou anfotericina B), adicionado a
solugdo de pipeta, interage com a membrana e abre poros seletivos a cation (embora os
poros também permitam a permeacéao de CI'). Apds acao do antibiético, a membrana fica
permeavel a alguns ions (e.g., cations monovalentes e CI), mas bloqueia o fluxo de
outros (e.g., cations multivalentes, como Ca** e Mg®), bem como de moléculas organicas
e inorgénicas (Horn & Marty, 1988). Isto limita a dialise do meio intracelular que ocorre na
configuracao classica do ruptured patch-clamp, na qual toda a porcdo da membrana em
contato com a luz da micropipeta é rompida.

Neste trabalho, foi utilizada anfotericina B para registro de potenciais de agéo. A
ponta do microeletrodo foi preenchida com solugao PIP-P (front-filling) por submerséao do
mesmo nesta solugdo. A mesma solucdo, contendo 127 pg/ml de anfotericina B, foi
utilizada para preencher o restante do microeletrodo (back-filling). Este procedimento foi
utilizado para que a anfotericina B nao dificultasse a formagdo do giga-selo. Apds a
obtengao do giga-selo (ver item 3.9.1), um periodo de 15 a 30 minutos foi aguardado para
que a anfotericina B provocasse a abertura de poros na membrana. Foram utilizadas

apenas as células cuja resisténcia em série ficou abaixo de 15 MQ.
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3.8.3. Técnica do Action Potential Clamp (APC)

Na técnica de APC, o pulso retangular de voltage-clamp é substituido pela forma
de onda do potencial de acao registrado numa célula na condicdo desejada. Neste
trabalho, estudamos midcitos estimulados a diferentes freqUéncias, nas quais os PAs
registrados foram utilizados como comando de voltage-clamp. Assim, um nudmero
suficientemente grande de PAs foram registrados, para que fosse possivel identificar a
forma de onda representativa de cada frequéncia. Aplicado o PA correspondente, a
corrente de membrana pbéde ser evocada por uma forma de onda mais préxima da

fisiolégica.

3.9 Procedimentos Experimentais

3.9.1 Calculo da impedancia do giga-selo e da capacitancia de membrana

Para a obtencao do giga-selo, o microeletrodo foi aproximado do midcito por meio
de um micromanipulador piezoelétrico (mod. PZ-301, Burleigh Instruments, NY, EUA),
porém sem tocar na membrana celular. Esta aproximacao foi realizada monitorando-se a
impedancia do microeletrodo, que tende a aumentar com a aproximag¢do da membrana. A
aplicacao de pressao negativa no interior do microeletrodo foi utilizada para completar o
processo de “selamento”. Para o célculo da impedancia do giga-selo, um pulso de tensao
quadrado de 5 mV de amplitude e 50 ms de duragao foi aplicado e, por meio da corrente
registrada, a impedancia foi calculada como:

5mV
Zooo =~ (3.2)
pip

Neste trabalho, apenas as células que apresentaram selo estavel e com
impedancia maior que 1 GQ foram utilizadas. Para a obtencdo do giga-selo com estas
caracteristicas, torna-se necessario a utilizacdo de um bom aparato mecanico, formado
por micromanipulador e bancada anti-vibragdo. Aléem das questdes mecanicas, diversos
outros fatores influenciam a formacao do giga-selo, como, por exemplo, o procedimento
de isolamento celular, a qualidade e integridade da membrana do miécito e a composigao
das solugdes de perfusao e de pipeta (Neher, 1992).

A Figura 3.3 mostra um registro tipico da corrente de membrana em resposta a
aplicacao de um pulso quadrado de tensdo de 5 mV e 50 ms para o registro do valor do
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giga-selo. Os transientes de corrente (positivo e negativo, Figura 3.3-A) sdo as respostas
capacitivas do eletrodo a variagdo abrupta da tensao de clamp. Apds a compensacao da
capacitancia do eletrodo, o registro de corrente apresentava-se como mostrado na Figura
3.4-B, e esta era a condicdo basica para a posterior obtencdo de acesso elétrico ao
interior da célula. A partir de registros como na Figura 3.3-A, foi calculada a impedéancia

do giga-selo (Eq. 3.2).

A 750_
500_ 25
250

Im (pA)

-250+
-500

-750-

0 25 50 75
tempo (ms)

Im (pA)

0 25 50 75
tempo (ms)

Figura 3.3 — Registro tipico de corrente de membrana utilizado para o calculo da
impedancia do giga-selo. O transiente de corrente em (A) é a resposta capacitiva do microeletrodo.
Apds sua compensagdo, o registro apresentava-se como em (B). Inset: pulso de tensdo usado

para monitorar e calcular a impedancia do giga-selo.
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A impedéancia média do giga-selo foi de 1,19 + 0,07 GQ (N= 38), valor aceitavel
para realizacdo de registros de potenciais de acao e corrente de Ca**

Para a obtencdo do acesso elétrico ao interior das células, foram utilizados dois
métodos: i) perforated patch clamp para registro de PA e ii) ruptured patch clamp para
registro de corrente. Neste ultimo método, um rapido pulso de pressdao negativa foi
aplicado ao interior da micropipeta, de maneira a romper fisicamente a membrana celular.

A capacitancia de membrana (C,,) foi determinada na configuracao voltage-clamp.
Resumidamente, a corrente de membrana resultante de uma despolarizagdo e/ou
hiperpolarizagdo de 5 mV, a partir de um potencial de —85 mV, foi considerada como a
resposta capacitiva da membrana, uma vez que a ativagdo de correntes ibnicas em
midcitos ventriculares pode ser considerada desprezivel nestes niveis de tensao. A partir
do registro desta corrente, ajustamos uma funcao exponencial (Eqg. 3.3) a fase de queda
da resposta capacitiva.

| ()= A, +Ae s (3.3)

onde t é a constante de tempo de queda, A, € o valor da corrente de membrana |, em

regime e A; é o valor de pico da corrente I,.

Assim, tomando-se o microeletrodo como uma resisténcia e a membrana celular

como um circuito RC paralelo, calculamos C,, como:

(ot V(A +A)
e[zt [ AT

Em todos os experimentos, C, foi compensada ao maximo possivel por meio de

circuito especifico para este fim, presente no amplificador Axopatch 200B (Axon
Instruments Inc., Foster City, EUA). Da mesma maneira, a resisténcia série foi
compensada de 60 a 80%.

3.9.2 Medigao do potencial de membrana em diferentes frequéncias
Inicialmente, os miécitos foram perfundidos com solugdo NT contendo 15 mM
cafeina, para depletar o estoque de Ca®** do RS. Em seguida, durante perfusdo com NT,

as células foram estimuladas com um trem de 10 pulsos condicionantes de corrente
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(amplitude de 6 nA e duragéo de 2 ms, Figura 3.4), com o microeletrodo preenchido com
solucdo PIP-P. Com esse nimero de pulsos, garantimos que a carga de Ca®* do RS atinja
a estabilidade, uma vez que, em midcitos ventriculares de rato, apenas cerca de 5 pulsos
sao suficientes para carregar completamente o RS (Bassani et al., 1993; Bassani et al.,
2004). O PA evocado pelo décimo primeiro pulso estimulatorio (pulso teste) foi registrado
e considerado como PA tipico para a freqiéncia utilizada. O mesmo protocolo foi repetido
para todas as freqiéncias de interesse (0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 e 3 Hz), variando-se o intervalo
entre pulsos (D, Figura 3.4).

D d
—_
6nA _ _ _ _
OnA _____ 2 —|
10 pulsos condicionantes Pulso teste

Figura 3.4 — Protocolo experimental utilizado para registro de potencial de acdo em diversas
freqUéncias estimulatérias. D = intervalo entre estimulos, variavel de acordo com a freqUéncia

estimulatéria; d = duragé@o do pulso de corrente (2 ms).

Em todos os registros de PA foram analisados os seguintes parametros: potencial
de repouso (Vm); amplitude do PA (AVm); derivada temporal méaxima da fase de
despolarizacdo do potencial de membrana (dV/dt); duragcdo do PA até 20% da
repolarizacdo (APD20); duracao do PA até 90% da repolarizacdo (APD90); tempo para
repolarizacao até 0 mV (tonmy). Estes parametros sdo apresentados na Figura 3.5.
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AVM

[ [
0 50 100 150 200
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Figura 3.5 — Parametros analisados do PA. Foram omitidas a APD20 e a dV/dt para facilitar a

visualizagao dos parametros na figura.

3.9.3 Caracterizacdo da corrente Ca?*
Antes de iniciar os protocolos de registro de corrente de Ca®* para a estimativa da
FR, realizamos um grupo de experimentos com o objetivo de caracterizar a corrente de

membrana e confirmar se esta era de fato a corrente de Ca®* tipo L.

a) Curva IxV: para a obtencao desta curva, os miécitos foram incubados em solugéao Tyr-
00 por 5 a 10 min, para reducéo da concentracio intracelular de Na* e perfundidos com
solucdo Tyr-ICa durante o registro da corrente. A solucédo de pipeta utilizada foi a Pip-I.
Foram aplicados 12 pulsos retangulares de clamp, com duragdo de 100ms, a partir do
potencial de repouso (-85mV). Os pulsos foram de -50mV até +60mV, com incrementos
de 10mV. Todos os pulsos de clamp foram precedidos de um pré-pulso de -85 mV para -
50 mV, em forma de rampa, com duracdo de 50 ms, com o objetivo de ativar canais de
Na*.

b) Corrente de membrana sensivel a cadmio (Ca?*): novamente, midcitos foram incubados

em solugao Tyr-00 por 5 a 10 min e perfundidos com solugédo Tyr-ICa durante o registro
da corrente. A solugéo de pipeta utilizada foi a Pip-l. Em um mesmo midcito, registramos
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a corrente de Ca** em APC na freqiiéncia 0,5Hz, antes e apds a adicdo de 100uM de
CdCl, & solugdo de perfusdo. Sabe-se que a corrente de Ca* tipo L, neste tipo de
preparagao, ¢ inibida na presenca de Cd?* nestas concentragdes.

3.9.4 Medigdo simultanea de transientes de Ca** e da corrente de Ca** utilizando APC

Para realizarmos a estimativa da FR pelo método descrito por Shannon et al.
(2000), foi necessario medir simultaneamente a corrente de Ca®* através de canais de
Ca* do tipo L (Ica) € 0 transiente de Ca®* (A[Ca*']).

O protocolo experimental foi dividido em trés fases. A fase de inicializagao (Figura
3.6) foi estabelecida com a aplicagdo de solucdao Caf-00 (apds perfusdo com Tyr-00 por
15 s) com o objetivo de esvaziar o RS de Ca*". Quando [Ca®*]; atingiu o pico, substituiu-se
esta solugdo por NT contendo 15 mM de cafeina, aplicada por 2 s para permitir a extrusao
do Ca* pelo NCX. Em seguida, os midcitos permaneceram incubados em solucdo Tyr-00
por 5 a 10 min, para deplegdo do Na* intracelular (Bassani et al., 1992; 1994b). Desta
maneira, evita-se o influxo de Ca** pela NCX quando Ca** for introduzido no perfusato na
auséncia de Na" (solugéao Tyr-ICa).

lcaL i \/ — i j —
[Ca2+] E M i JL/\
00 (0] | i
Fase de Fase de Fase de
Inicializagao Recarga Registro

Figura 3.6 - Protocolo experimental utilizado para registro simultaneo de transientes de Ca* e
corrente de membrana (corrente de ca* tipo L). Na fase de inicializagdo, o RS foi depletado por
meio da aplicagao de cafeina (15 mM) a solugdo de perfusdo. Na fase de recarregamento do RS,
foram aplicados 10 pulsos estimulatérios (APC). Na fase de registro, a corrente e o transiente de
Ca®* evocados pelo décimo primeiro pulso estimulatério foram registrados e considerados para o

célculo da FR (ver texto para detalhes).
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Durante a fase de recarga do RS, os midcitos foram perfundidos com solugdo Tyr-
ICa, com o objetivo de bloquear as correntes de Na*, de K" e a corrente mediada pela
NCX (Ginsburg et al., 1998). As contribuicdes da ATPase de Ca®** do sarcolema e do
uniporter mitocondrial no transporte de Ca®* (Bassani et al., 1994) foram considerados
despreziveis. Esta fase tem como objetivo recarregar o RS com Ca®* por meio da
estimulagéo do miécito (via APC) com 10 pulsos condicionantes. Ic, € o transiente de Ca?*
evocados pelo décimo primeiro pulso (pulso teste) foram registrados e considerados para
o célculo da FR. Apos este registro, os miécitos foram perfundidos com cafeina (como na
fase de inicializacdo), para possibilitar a estimativa da carga de Ca* do RS. Este

procedimento foi realizado para cada freqiéncia de interesse.

3.9.5 Estimativa da carga de Ca** do RS

A carga de Ca** do RS foi estimada a partir do transiente de Ca** evocado por
cafeina na auséncia de Na* e Ca** (e.g., Bassani & Bers, 1995; Ginsburg et al., 1998;
Ricardo et al., 2008).

Apoés interrupcdo da estimulacdo elétrica, a solugdo de banho é rapidamente
trocada por Tyr-00, para inibicdo da NCX. A presenca de EGTA nesta solugéo assegura a
rapida remocao do Ca®* extracelular contaminante. Apds 15-20 s, é feita a troca rapida da
solucao de perfusao por uma solucéo idéntica, exceto pela adicdo de 10 mM de cafeina
(Caf-00). Este composto, ao atravessar a membrana celular, sensibiliza os canais de Ca**
do RS ao Ca** (Bassani et al., 1993) provocando sua abertura e fazendo com que este
ion seja liberado para o citoplasma. Na presenca mantida de cafeina, o Ca** captado via
ATPase de Ca** desta organela é continuamente liberado, de modo que nao ha acimulo
do fon no interior do RS. Como conseqiiéncia, o contelido de Ca®** do RS é depletado,
elevando a concentragao citosélica de Ca®* (Figura 3.7).

A partir do transiente evocado pela cafeina, estimou-se os valores diastélico (i.e.,
imediatamente antes da aplicacdo do composto) e de pico da concentracdo total de Ca*
([Ca*ly). De maneira simplificada, num dado instante, parte do Ca** presente no citosol
esta na sua forma livre (cuja concentragdo medimos com indo-1) e parte ligada a sitios de
ligagao passiva (buffers). Podemos, portanto, dizer que [Ca®']; é a diferenca entre [Ca*]; e
a concentracdo de Ca®* ligada a buffers (Bers, 2001). Podemos estimar [Ca®']; por:
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mex&WMJ(mexmwﬂ
+ (3.5)

Ca*'], =[Ca*], +
el =leat &wﬂﬁwmn [Ca™]; + Ko

onde [Ca®"]; é medida com indo-1; Brmax.en € Ka.en COrrespondem a concentragdo maxima de
sitios enddgenos de ligacdo passiva de Ca®* e & constante de dissociacdo aparente de
Ca*" nestes sitios, respectivamente (300 e 0,54 uM, Bassani et al., 1998); Braxin € Kain
correspondem aos mesmos parametros para a ligacdo de Ca®* com indo-1, assumidos,
respectivamente, como 50 (Bassani & Bassani, 2002) e 0,844 uM (Bassani et al., 1995b).

| __x_[ca]i — [Calg pico)
1000

g AlCa)yy =
E ] 118 pmol/ L citosol
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Oj“ __!_[Ca]i ~—2 [Ca]tD! (repouso)
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T ]
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O, ’

o | 2s I

Figura 3.7 — Transiente de Ca®* induzido pela aplicagéo rapida de cafeina (painel superior, com
indicagdo da carga de Ca®* do RS, A[Ca] ) e concentragao intracelular de cafeina (painel inferior).

Modificado de Bers (2001).

A carga de Ca* do RS ([Ca*]rs) foi considerada como a variacdo de [Ca®]r
durante o transiente gerado pela aplicagcao de cafeina, i.e., a diferenca entre os valores de

pico e diastélico de [Ca**]r.

3.9.6 Influxo de Ca?* via canais de Ca**
Inicialmente, calculou-se o nimero de moles de Ca* equivalentes & carga

transferida pelo influxo de Ca®* via canais de Ca** do sarcolema (A[Ca®*]r,c.). Para isso, a
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corrente foi integrada entre o inicio e o fim do pulso de APC, subtraindo-se a corrente de

holding, quando necessario. A integral temporal de Ic, (IICadt) foi entdo dividida pela

valéncia do fon Ca®* (z=+2) e pela constante de Faraday (F= 96480 C/mol). Para estimar
o impacto do influxo do fon sobre a [Ca®*]; citosélica, dividiu-se o nimero de moles de
Ca* que teve acesso ao meio intracelular via lc, pelo produto do volume celular e da
fracdo ndo mitocondrial do volume celular (f.; 0,65; Olivetti, et al.,, 1980; Hirakow et al.,
1980).

Neste trabalho, assumiu-se uma geometria celular cilindrica, com seccao

transversal eliptica, e o volume celular (Vc) foi calculado como (Vornanen, 1996):

Ve=rm-a-b-c (3.6)
onde ¢ é o comprimento celular; a e b sdo 1/2 e 1/6 da largura celular, respectivamente.
As dimensdes celulares (comprimento e largura) foram medidas por meio de um
micrémetro ocular.

Desta maneira, a variacdo [Ca®']; causada pelo influxo de [Ca®] via I, durante o
pulso teste é:

[1c,dt
T,ICa ~— Z'F‘VC‘fnm

A[Ca**] (3.7)

onde J-Ia,dt é a integral temporal de Ic,, z é a valéncia do ion Ca**, F é a constante de

Faraday, Vc é o volume celular e f,, € a fragdo ndo mitocondrial do volume celular.

3.9.7 Estimativa de FR
Como ja mencionado anteriormente, FR foi estimada de acordo com Shannon et
al. (2000) e Ginsburg et al. (2004):

_AlCa™ I, = AlCa™ Iy e,

FR 2+
[Ca™ s

(3.8)

onde A[Ca*lr., é a variagdo de [Ca®]; durante o transiente produzido pelo pulso teste;

A[Ca**]r,ca € 0 valor estimado do incremento na [Ca®]r devido ao influxo de Ca®* via lga;
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e [Ca*']rs é a carga de Ca”™ do RS. Neste método, assume-se que o termo dividendo da
Eq. 3.8 equivale & quantidade de Ca** liberada pelo RS durante o pulso teste.

3.9 Analise estatistica dos dados

Todos os dados estao apresentados como média + erro padrédo da média (EPM). A
influéncia da freqiéncia estimulatéria sobre todos os parametros de PA, transientes de
Ca*" e corrente de Ca® tipo L foi investigada por anélise de variancia monofatorial, e os
contrastes comparados pelo teste de Bonferroni. O nivel de significancia estatistica foi

estabelecido para p<0,05.
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4 Resultados

4.1 Medigées Eletrofisiologicas

4.1.1 Calculo da capacitancia de membrana

Apoés obter acesso elétrico ao interior da célula, o potencial de membrana foi fixado
em -85 mV (V-holding) e um pulso de tensao quadrado de = 5 mV foi aplicado, para
permitir o calculo da capacitancia de membrana (C.,). Na Figura 4.1, é apresentado um
registro tipico de corrente de membrana em resposta a aplicagcao deste pulso. Este tipo de
registro foi utilizado para o célculo de C,, segundo a Equacgéao 3.4. Na Tabela 4.1, estao
apresentados os valores médios relevantes para calculo de Cy,.

500+
250+
<
o 0 \»-4
£
-250
-500- ‘ ‘ ‘
[ T T 1
0 25 50 75
tempo (ms)

Figura 4.1 — Registro tipico de corrente de membrana (l,,) evocada pela aplicagdo de um degrau de

tensdo de £5 mV, a partir do potencial de -85 mV. Inset: pulsos de tenséo aplicados.

Tabela 4.1 — Calculo da capacitancia de membrana (C.). Média dos valores calculados para o

pulso positivo e negativo de 5 mV a partir de -85 mV.

Ao (PA) A (PA) T (ms) Cum (PF)
- 23,4+345  408+377  1,16+0,19  141,9+3,98
Média + EPM (N) (38) (38) (38) (38)
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4.1.2 Caracterizagdo da corrente de Ca** tipo L

Antes de iniciar os experimentos descritos no capitulo anterior, teve-se o cuidado
de caracterizar a corrente de membrana a ser registrada e confirmar sua identidade como
a corrente de Ca®" tipo L (lca). Portanto, foram realizados experimentos preliminares para
determinagao da curva corrente x tensao, a qual representa uma caracteristica intrinseca
de cada tipo de canal ibnico de membrana. Em um outro grupo de experimentos, testou-
se se a corrente registrada em APC havia sido isolada de outras correntes contaminantes
(e.g., corrente de sodio, potassio, entre outros). Além disso, foi realizada uma
comparacao entre a lc,. €vocada por pulso de clamp retangular e por APC.

a) Curva Corrente x Tensao (IxV)

Para a obtengéo da curva IxV, os miocitos foram incubados em solugéo Tyr-00 por
5 a 10 min, para redugéo da concentragao intracelular de Na*, e perfundidos com solugéao
Tyr-ICa durante o registro da Ig,.. A Figura 4.2 apresenta o registro tipico da corrente de
Ca? em resposta a pulsos retangulares de tensdo com 100 ms de duracéo, a partir de um
potencial de holding de -85 mV, para potenciais de -50 mV até +60 mV, com incrementos
de 10 mV.

ICa (pA)

4 50 100 150 200

T 1
0 50 100 150

tempo (ms)

Figura 4.2 — Correntes de Ca®" evocadas por 12 degraus de voltage-clamp (de -50 mV a +60 mV,
com incrementos de 10 mV). O potencial de holding foi de -85 mV, com pré-pulso para -50 mV
durante 50 ms. A auséncia de corrente de Na" durante o pré-pulso (A) confirma o blogueio dos
canais de Na" pela solugdo Tyr-ICa. O inset apresenta 1 dos 12 pulsos de clamp usados para

evocar a lga.
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Os pulsos de clamp foram precedidos de um pré-pulso de -85 mV para -50 mV (a
partir do potencial de holding) com duracdao de 50 ms, com o objetivo de ativar e
posteriormente inativar canais de Na® (Gémez et al., 2000). Como nao foi observado
desenvolvimento de corrente de entrada durante o pré-pulso (A, na Figura 4.2), podemos
concluir que o procedimento de redugdo da concentracdo de Na' no interior da célula,
aliado ao uso da solugdo Tyr-ICa (que nao contém Na®), foram capazes de eliminar a
contaminagdo da corrente de Na" no registro da corrente de interesse. Este fato indica
que foi possivel eliminar a corrente de Na* sem a necessidade de aplicagao do pré-pulso
para isolamento de corrente I, € permite estimulagéo, durante experimentos de APC,
com a mesma forma de onda do AP registrada, sem risco de contaminagao significativa
da corrente de membrana.

A Tabela 4.2 e Figura 4.3 apresentam a curva IxV média, obtida em 7 miécitos, na
qual sao mostradas a amplitude da I, (Figura 4.3-A) e a densidade desta corrente (ap6s
normaliza¢do pela capacitancia de membrana, Figura 4.3-B). Podemos observar a forma
de “sino invertido” da curva IxV, com pico em aproximadamente 0 mV, que séo tipicos da
lcaL (GOmez et al., 2000).

Tabela 4.2 — Curva IxV da corrente de Ca®* (lcar) em midcitos ventriculares de rato. lgaL esta
expressa como amplitude absoluta e densidade de corrente. Dados apresentados como média +/-
EPM (N=7).

Em (mV) lcat (PA) lca (PA/PF)
-50 -45,3+37,7 -0,29 £0,19
-40 -67,0 + 64,9 -0,42 0,32
-30 -108,8 +109,4 -0,71£0,75
-20 -228,6 +173,9 -1,48 £0,85
-10 -501,6 +102,8 -3,53 £ 0,59

0 -779,8+129,6 -5,27 £ 0,87
10 -738,7 + 205,8 -5,15+ 0,48
20 -560,0 + 180,1 -3,90 + 0,20
30 -373,8 +140,4 -2,60 + 0,86
40 -201,4+88,2 -1,39 £ 0,53
50 -95,8 + 44,0 -0,68 + 0,31
60 -40,4 £ 17,1 -0,28 £ 0,11
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Figura 4.3 — Curvas corrente-tensao (IxV) da corrente de Ca** tipo L em midcitos ventriculares de
rato, mostrando corrente absoluta (A) e densidade de corrente (B), ap6s normalizagdo pela
capacitancia de membrana. Os valores estdo apresentados na Tabela 4.2. N=7.

b) Sensibilidade ao bloqueio por Cd?*

Utilizando a técnica de APC, procurou-se demonstrar que a corrente registrada
durante os experimentos era de fato a corrente de Ca®* tipo L. Para isso, registramos a
corrente de membrana na auséncia e na presenca de 100 uM Cd*, que, nesta
concentracdo, atua como bloqueador seletivo de canais de Ca?* tipo L (Hess, 1988). A
Figura 4.4-A apresenta o registro da corrente de membrana evocada em APC, na
presenca e na auséncia de Cd**. Podemos observar que a adigdo de Cd?* & solugao Tyr-
ICa praticamente eliminou o desenvolvimento de corrente, indicando que a corrente
registrada na auséncia de Cd** era de fato a corrente de Ca®" tipo L. Na Figura 4.4-B,
temos a corrente sensivel a Cd®*, obtida da subtraco dos dois tracados da Figura 4.4-A.

1000+ 1000+
A

— 0 . 0+

3 3

- o

S 8

O

S Lol = 1000+
1000 AN \Tyr—ICa - Cd

Tyr-ICa
-2000 . . . . -2000 T ' ' !
0.00 0.05 010 015 0.20 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
tempo (s) tempo (s)

Figura 4.4 — Corrente de Ca*" tipo L evocada por pulsos de APC. A) Registro de corrente de Ca**
na auséncia e na presenca de Cd?* (100 uM). B) Corrente de Ca®* tipo L (sensivel a Cd?*), obtida

pela subtragdo dos tragados apresentados em A.
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c) Eliminacdo da corrente de Na® em experimentos com APC

De maneira analoga ao que foi descrito no item 4.1.2-a para pulsos estimulatérios
retangulares, foi testada a eliminagdo da corrente de Na* durante perfusdo com solugdo
Tyr-ICa (apds redugdo da concentracao intracelular de Na*) nos experimentos com APC.
Um pré-pulso de -85 mv (potencial de holding) para -50 mV, com duracao de 50 ms, foi
aplicado imediatamente antes do pulso de APC. Como nao houve geragao de corrente de
entrada durante o pré-pulso (Figura 4.5, A), pode-se concluir que houve sucesso do
presente protocolo experimental na eliminagao da corrente de Na*. Este é um fato muito
importante, pois, desta maneira, podemos utilizar o pulso de APC partindo de um
potencial semelhante ao diastélico, o que é uma condi¢cdo mais préxima da fisiologica.

1000
resp.
1| «— capacitiva
500- /
2 i
e
— 0
©
Ll
-5004 A
-1000 T T T .
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

tempo (s)

Figura 4.5 — Eliminagéo da corrente de Na* durante estimulagédo por APC. Um pré-pulso de -85 mV
para -50 mV (duragédo de 50 ms) precedeu o pulso de APC. A auséncia de corrente de Na* durante

o pré-pulso (A) confirma a eliminagdo desta corrente neste procedimento experimental.

d) lcaL evocada por pulso de clamp retangular e por APC

Para ressaltar a importancia de se usar a técnica de APC para medir a lcq,
registramos esta corrente, em um mesmo miécito, evocada por pulso de clamp retangular
(duragéao de 200ms, de -85mV para +10mV, a 0,5Hz) e por APC (a 0,5 Hz). As diferencas
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entre o curso temporal das duas correntes sdo apresentadas na Figura 4.6. Observa-se
que o pico da Ic, foi menor em APC e sua taxa de ativacdo e inativacdo também foram
menores.

500+
— O_ v
<
e
= ]
3
— -500-
N apc
“—— pulso retangular
-1000 - . - . . . . ,
0 50 100 150 200

tempo (ms)

Figura 4.6 — Registros tipicos de corrente de Ca®" tipo L (lca) evocadas com pulso de clamp
retangular (duracao de 200ms, de -85mV para +10mV, a 0,5Hz) e com pulso de APC (0,5 Hz).
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4.2 Efeitos Eletrofisiologicos da Freqliéncia Estimulatoria
4.2.1 Potencial de Acao

Apb6s o registro de corrente para o calculo da capacitdncia de membrana, foi
iniciado o protocolo de registro de PA em diferentes freqtiéncias estimulatérias. Para isso,
o sistema de patch clamp foi alterado para a configuragao current- clamp, e a corrente de
holding ajustada para 0 nA. De acordo com o protocolo apresentado no item 3.9.2, um
trem de 10 pulsos condicionante foi aplicado, e o décimo primeiro PA foi considerado
como a forma de onda tipica para aquela freqiéncia. Na Figura 4.7 apresentamos o
registro de PAs obtidos a 0,1; 0,2;0,5; 1, 2 e 3 Hz.

—0,1 Hz

-80-

-1004 . | . .
0 50 100 150 200
Tempo (ms)

Figura 4.7 — Registro de potenciais de agao representativos, evocados a diferentes freqiéncias

estimulatérias em um midcito ventricular esquerdo de rato.

Pode-se notar nestes registros que a duragéao do PA aumentou com o aumento da
freqUéncia estimulatoria. Desses registros, foram analisados os seguintes parametros: a)
potencial de repouso (Vm); b) amplitude do PA (AVm); c) derivada temporal maxima da
fase de despolarizagdo do potencial de membrana (dV/dt); d) duracédo do PA até 20% da
repolarizacdo (APD20); e) duracado do PA até 90% da repolarizacao (APD90); f) tempo
para repolarizagdo até 0 mV (tomy). Na Tabela 4.3, sdo apresentados os valores médios de
todos estes parametros.
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Tabela 4.3 — Parametros do potencial de acdo (PA) analisados. Potencial de repouso (Vm-dia);
amplitude do PA (AVm); derivada temporal maxima da fase de despolarizagcdo do potencial de
acao (dV/dt); duracdo do PA até 20% da repolarizagao (APD20); duragdo do PA até 90% da
repolarizacdo (APD90); tempo para repolarizagdo até 0 mV (tymy). (* p< 0,05 vs. 0,1Hz; teste de

Bonferroni).

FreglUéncia

Parametro 0,1 Hz 0,2 Hz 0,5 Hz 1 Hz 2 Hz 3 Hz
Vm-dia (mV) -82,10 -85,01 -88,73 -88,30 -93,13 -87,30
+7,85 + 3,68 + 3,63 + 3,42 + 4,21 + 6,08

Ve (o 1236 1214 1242 1242 1277 1287
m (mV) +584 +455 +461 +568 +439  +939

174,5 171,8 174,9 154,7 157,8 170,9

dV/dt max (mV/ms) +1792 +1825 +1664 +2058 +1826 +19.34

3,74 4,27 5,09 4,51 4,33 3,30
APD20 (ms) +060 +045 +064 +068 +052 +020

7490 7649 8909 9982 1304* 1493*
APDI0 (ms) +797 4948 +1129 +1457 +1145 +914
b () 2920 30,66 3697 4132 5023* 51.89*
omv +1,92 +1,83 +3,17 + 3,99 +7,85 + 6,62
N 5 7 8 6 6 3

Os parametros Vm-dia e AVm ndo foram alterados significativamente pela variagao
da freqUiéncia estimulatéria (p > 0,05, Tabelas 4.4 e 4.5) e estdo apresentados na Figura

4.8.

Tabela 4.4 - Resultado da andlise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia

estimulatoria sobre o potencial de repouso.

o Grau de -
Variagéao liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 5 78,77 0,89 0,49
Residuo 28 88,31
Total 33
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Tabela 4.5 - Resultado da andlise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia
estimulatéria sobre a amplitude do PA.

Grau de

Variacao liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 5 36,64 0,21 0,95
Residuo 28 172,0
Total 33
A% Potencial de Repouso B 1507 Amplitude T
-1004 . % 4] - T T —
- E 100
= 3
T .50
>E | % 50
-25- =
G T T T T T T 0 T T T T T T
01 02 05 1 2 3 01 02 05 1 2 3
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 4.8 — Efeito da freqiiéncia estimulatoria sobre o potencial de repouso (A) e amplitude do
potencial de acéo (B).

Da mesma forma, dV/dt também nao sofreu efeito da variacdo da frequéncia
estimulatéria (p > 0,05, Tabela 4.6). A Figura 4.9 apresenta o comportamento da dV/dt

com a variacao da freqliéncia.

Tabela 4.6 — Resultado da analise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia
estimulatéria sobre a derivada temporal méaxima da fase de despolarizagdo do potencial de agéo.

Causa de Variacdo Graus de liberdade Quadrado Médio F p
FregUéncia 5 16,87 0,1765 0,97
Residuo 29 95,56

Total 34
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0,1 02 05 1 2 3
Frequéncia (Hz)

Figura 4.9 — Efeito da freqUéncia estimulatéria sobre a derivada temporal maxima da fase de

despolarizagdo do potencial agdo.

Os valores de APD20 e APD90 para as frequéncias utilizadas sao apresentados
na Tabela 4.3 e na Figura 4.10. Apenas os valores de APD90 foram dependentes da
frequiéncia estimulatéria, com uma relagao positiva entre este parametro e a frequéncia (p
< 0,01, Tabela 4.7 € 4.8).

B 200

A7 APD20 APD90
6 *
* T
— 5 ™
2 £
< 41 B 100-
o 34 o
o
<C 2- <
1_
C T T T T T
0--— T - T T 01 02 05 1

T
01 02 05 1 2 3 )2 8

Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz

Figura 4.10 — Efeito da freqiiéncia estimulatéria sobre a duracdo do PA até 20% da repolarizagéao
(A, APD20) e duragao do PA até 90% da repolarizagéo (B, APD90). (* p< 0,05 vs. 0,1Hz; teste de

Bonferroni).
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Tabela 4.7 - Resultado da andlise de varidncia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia
estimulatéria sobre a APD20.

i Grau de £
Variacao liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 5 1,12 0,51 0,76
Residuo 28 2,19
Total 33

Tabela 4.8 — Resultado da analise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia
estimulatéria sobre a APD90.

Causa de Variacao Graus de liberdade Quadrado Médio F p
FreglUéncia 5 4148 5,23 < 0,01
Residuo 29 792,6

Total 34

Por fim, observou-se um efeito significativo da frequéncia sobre o tomy (p < 0,01,
Tabela 4.9 e Figura 4.11), que foi elevado pelo aumento da freqiéncia.

0 LA

40_ —l—

tomy (Ms)
_|
_|

20+
10+

0 T T T | |
01 02 05 1 2 3

Frequéncia (Hz)

Figura 4.11 — Efeito da freqUéncia estimulatéria sobre o tempo para repolarizacao até 0 mV (tomy).
(* p< 0,05 vs. 0,1Hz; teste de Bonferroni).
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Tabela 4.9 — Resultado da analise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiéncia

estimulatoria sobre o tempo para repolarizagao até 0 mV (tomv)-

Causa de Variacdo Graus de liberdade Quadrado Médio F p
FreglUéncia 5 456,8 4,005 < 0,01
Residuo 29 1141

Total 34

4.2.2 Corrente de Ca** tipo L
Na Figura 4.12, temos o registro tipico de lc, (em APC), expressa em valores
absolutos (A) e de densidade de corrente (B). Esta é a corrente lc, registrada

simultaneamente ao pulso teste da Figura 4.20, na freqténcia 0,5.

250-
A B -M\'\l
L] s
0+ R
2 o -2
S <
~ -250- c
8 34
< o
-500+ -6
-750 T T T T T T T 1 -8 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
tempo (ms) tempo (ms)

Figura 4.12 — Registro tipico de Ic,. em miécito ventricular de rato estimulado por action potential
clamp a 0,2 Hz. A) Valor absoluto de corrente. B) Densidade de corrente ap6s normalizagao pela

capacitancia de membrana (110 pF).

Na Figura 4.13 apresentamos o curso temporal tipico de Ig,. registrada em 0,2 e 2
Hz. Estes registros foram feitos durante o 11°. pulso de APC, usando-se a forma de onda

caracteristica de cada frequéncia.
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Figura 4.13 — Curso temporal tipico da corrente de ca* tipo L (lcaL), registrada em duas
freqUéncias estimulatorias (0,2 e 2 Hz). O aumento da freqiiéncia reduziu o pico da corrente,
reduziu sua integral temporal e tornou mais lenta tanto a fase de ativagdo quanto a fase de

inativacdo da corrente.

Na Tabela 4.10 e na Figura 4.14 estao apresentados os valores do pico de I, em
uma faixa maior de frequéncias estimulatérias. Foi detectada uma redugéao significativa do
pico de lc,. com 0 aumento da freqiiéncia (p< 0,05; Tabela 4.11).

Tabela 4.10 — Parametros da corrente de Ca®* tipo L (lcay): valor de pico de densidade de Ica, €
constantes de tempo de ativagéo (t.;) € de inativagdo (tina). (* p< 0,05 vs. 0,2Hz; teste de

Bonferroni).

Freqléncia
Parametro 0,2 Hz 0,5 Hz 1 Hz 2 Hz
o (A 450 :3.30 288" 272%
pico lea. (PA/PF) +0,68 +0,37 +0.29 +0,39
| 1,65 1,87 2,36 061"
Taty (MS) +0,09 +0.22 +0.39 +0.35
| 25,07 27.10 29.94 35,64 *
Tinat (MS) +2.64 +1,67 +1,81 +2,27
N 7 6 8 8
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Figura 4.14 — Efeito da freqiiéncia estimulatdria sobre o valor de médio do pico da corrente de Ca**

tipo L (lcal)-

Tabela 4.11 - Resultado da analise de varidncia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia

estimulatéria sobre o pico da corrente de Ca** tipo L.

N Grau de £
Variacao liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 3 4,587 3,118 0,04
Residuo 24 1,471
Total 27

A alteragao da freqtiéncia estimulatéria também provocou efeitos sobre a dinamica
de lcq. Para evidenciar este fato, apresenta-se na Figura 4.15 os mesmos registros da
Figura 4.13, porém normalizados pelo respectivo pico de lg,.. Desta maneira, pode-se
observar que ambas as fases de ativacao e de inativagcao de lc,. ficaram mais lentas com
o aumento da freqiiéncia. A Tabela 4.10 e a Figura 4.16 mostram as constantes de tempo
de ativagao (t.;) € de inativagdo (tina) de lca. O aumento da freqliéncia estimulatéria
aumentou significativamente ambos os parametros (p< 0,05; Tabelas 4.12 e 4.13).
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Figura 4.15 — Curso temporal tipico das correntes de Ca® tipo L (lca) registradas em duas

freqliéncias estimulatorias e normalizadas pelos respectivos valores de pico. Note que as fases de

ativagdo e inativacdo da corrente se tornaram mais lentas com o aumento da freqiéncia

estimulatéria.
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Figura 4.16 — Efeito da freqliéncia estimulatéria sobre a constante de tempo de ativagao (tay; A) €

de inativagéo (tna; B) da corrente de ca® tipo L (IcaL) (N = 7). (* p< 0,05 vs. 0,2Hz; teste de

Bonferroni).
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Tabela 4.12 - Resultado da analise de varidncia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia

estimulatéria sobre a constante de tempo de ativacdo da corrente de Ca®* tipo L.

N Grau de £
Variacao Liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 3 0,8543 3,919 0,03
Residuo 12 0,2180
Total 15

Tabela 4.13 - Analise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia estimulatéria

sobre a constante de tempo de inativagdo da corrente de ca* tipo L.

Grau de

Variagéo Liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 3 94,87 3,687 0,04
Residuo 12 25,73

Total 15

4.3 Efeito da Freqléncia Estimulatoria sobre o Acoplamento
Excitagdo-Contragdo

4.3.1 Transientes de Ca**

Ao iniciarmos o protocolo de registro simultaneo de transientes e corrente de Ca®,
optamos por reduzir a faixa de freqiéncias utilizada, excluindo as freqiiéncias extremas
de 0,1 e 3 Hz. A freqiiéncia de 0,1 Hz foi excluida porque a forma de onda do PA era
praticamente idéntica aquela a 0,2 Hz. Por outro lado, poucas células responderam a
estimulacdo a temperatura ambiente. Na Tabela 4.14 e na Figura 4.17, estédo
apresentados os valores médios da amplitude dos transientes de Ca®* nas freqiiéncias de
interesse (0,2; 0,5; 1 e 2 Hz). No inset desta figura, pode-se observar o curso temporal
tipico de um transiente de Ca** na freqiiéncia de 0,5 Hz. A andlise de variancia
monofatorial indicou reducéo significativa da amplitude dos transientes com o aumento da
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freqUéncia estimulatéria (p< 0,05; Tabela 4.15), ou seja, foi observada uma relagao
negativa entre a amplitude dos transientes de Ca* e a freqiiéncia. Por outro lado, o
aumento da freqiéncia ndo provocou variacao significativa da concentracao intracelular
de Ca* diastdlica ([Ca*']4a) (p< 0,05; Tabela 4.16).

Tabela 4.14 — Parametros do transiente de Ca®* analisados (concentragao intracelular de ca*

diastdlica ([Ca®*]4a) € amplitude do transiente de Ca®* (A[Ca®*])) e valores calculados de influxo de
Ca®*, carga de Ca® do RS ([Ca*']rs) € liberacdo fracional de Ca®* do RS (FR). (* p< 0,05 vs. 0,2Hz;
teste de Bonferroni).

Freqléncia
Parametro 0,2 Hz 0,5 Hz 1 Hz 2 Hz
. 215 200 211 258
[Ca™ e (M) +25 + 24 +7 +12
) 603 550 544 408 *
AlCa™] (nM) +56 +63 +29 +32
. . 8.04 517 3.74 * 414
influxo de Ca™ (uM) "5 +1.06 +0.63 +0.81
. 129.4 141 1 153.7 136,2
[Ca™ s (uM) +78 +88 +6.0 +8.0
n 0,81 0,69 0,68 * 0,54 *
+0,02 +0,04 +0,03 +0,02
N 7 6 8 8
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Figura 4.17 — Amplitude média dos transientes de Ca®* (A[Ca*]) evocados em midcitos
ventriculares de rato a diferentes freqUéncias estimulatérias. (N = 7;). Inset. Registro de um

transiente de Ca®* obtido sob estimulacao a 0,5 Hz. (* p< 0,05 vs. 0,2Hz; teste de Bonferroni).

Tabela 4.15 - Resultado da analise de varidncia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia

estimulatoria sobre a amplitude dos transientes de Ca®".

N Grau de £
Variacao liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 3 48640 3,242 0,03
Residuo 24 15010
Total 27

Tabela 4.16 - Resultado da andlise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia

estimulatoria sobre a concentragéo intracelular de Ca?* diastdlica.

I Grau de -
Variagéao liberdade Quadrado Médio F p
Freqléncia 3 4373 1,983 0,14
Residuo 24 2205
Total 27
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4.3.2 Variacdo de [Ca**]; causada pelo influxo de Ca**

Como mostrado na Tabela 4.14 e Figura 4.18, o aumento de freqUéncia reduziu
nao apenas o pico de lgy, como também reduziu acentuadamente o aumento estimado
de [Ca®]r dependente do influxo de Ca®* através dessa corrente. (p< 0,05; Tabela 4.18).

10.0q
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=
S T *
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Figura 4.18 — Efeito da frequiéncia estimulatéria sobre o valor médio do aumento da concentragao
citosélica total de Ca®* dependente do influxo via corrente de Ca®* do tipo L. (* p< 0,05 vs. 0,2Hz;

teste de Bonferroni).

Tabela 4.18 - Resultado da andlise de variancia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia
estimulatéria sobre aumento da concentracdo citosdlica total de Ca®* dependente do influxo via

corrente de Ca®* do tipo L.

L Grau de o
Variagao liberdade Quadrado Médio F P
FreqUéncia 3 27,13 4,660 0,01
Residuo 24 5,821
Total 27
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4.3.3 Carga de Ca** do RS

Na Tabela 4.14 e na Figura 4.19, estdo apresentados os valores médios de
[Ca®]rs em fungdo da freqiiéncia estimulatéria. Ndo foi encontrada influéncia significativa
da frequéncia estimulatéria sobre esta variavel. (p > 0,05; Tabela 4.19).
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Figura 4.19 — Estimativa da carga de Ca®* do RS ([Ca2+]RS) em midcitos ventriculares de rato

estimulados com diferentes freqiiéncias.

Tabela 4.19 - Resultado da analise de varidncia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia

estimulatoria sobre a carga de Ca** do RS.

Grau de

Variagéao liberdade Quadrado Médio F P
Freqléncia 3 797,0 1,993 0,14
Residuo 24 399,8

Total 27
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4.3.4 Calculo da liberagao fracional de Ca** do RS

A Figura 4.20 apresenta um registro tipico de transientes de Ca®* em um midcito
estimulado via APC, na freqUéncia de 0,5 Hz. Durante a fase de recarga (10 pulsos de
APC condicionantes), podemos observar um aumento gradativo da amplitude dos
transientes de Ca®*, com estabilizacdo aproximadamente no sétimo transiente. Isto indica
que os 10 pulsos foram suficientes para que o RS atingisse sua carga de steady-state
(Bassani et al., 2004). De acordo com nosso procedimento experimental (item 3.9.4), o

décimo primeiro transiente (pulso teste) foi utilizado para o célculo de A[Ca®*r ca.

1.254

1.00

pulso teste \ transiente Ca*

/ carga de Ca®* do RS
0.25+ (e

Tyr-ICa  [Tyr-00 Caf-00
0.00 L | L | = . |
16 26 36 46 56 66 76

tempo (s)

0.754

0.50+

[Ca®*]; (uM)

Figura 4.20 — Registro tipico de transientes de Ca®* em midcito ventricular de rato estimulado por

action potential clamp a 0,5 Hz.

Para o célculo da FR, utilizou-se o transiente de Ca** e o incremento estimado do
aumento da [Ca*']; dependente do influxo de via lc,. durante o pulso teste, bem como a
[Ca®]sr. Apenas para se ter uma idéia do curso temporal do transiente de Ca**
comparado ao da lc,, ambos os sinais estdo apresentados na mesma escala de tempo
(Figura 4.21). Pode-se observar que a fase de maior amplitude da corrente precede a fase
de subida do transiente, o que est4 de acordo com a inducéo de liberacdo de Ca** do SR
nos primeiros 50 ms apés a despolarizacdo da membrana (Puglisi et al., 1999).
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Figura 4.21 — Registro simultaneo de transiente de Ca®* (A[Ca®'];) corrente de Ca®* tipo L (Ica) em

midcito ventricular de rato estimulado por action potential clamp a 0,2 Hz.

Por fim, os valores estimados de FR estdo apresentados na Tabela 4.14 e na
Figura 4.22. Observamos a existéncia de uma relacdo negativa entre a FR em steady-
state e a freqiéncia estimulatéria, caracterizada pela reducéo significativa da FR (p< 0,01;
Tabela 4.20) com o aumento da frequéncia.
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0.25+
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Figura 4.22 — Efeito da freqiiéncia sobre a liberagdo fracional de Ca®* do RS (FR). (* p< 0,05 vs.
0,2Hz; teste de Bonferroni).
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Tabela 4.20 - Resultado da analise de varidncia monofatorial para investigar o efeito da freqiiéncia

estimulatéria sobre a liberagao fracional de Ca®* do RS.

o Grau de L
Variagao liberdade Quadrado Médio F P
Freqléncia 3 0,08574 14,86 <0,0001
Residuo 24 0,005772
Total 27
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No presente trabalho, apresentamos os resultados obtidos de medigbes
eletrofisiolégicas e de fluorescéncia realizadas em midcitos ventriculares de rato
estimulados em diferentes freqiiéncias, com o objetivo de analisar a influéncia da
freqiéncia estimulatéria sobre o acoplamento excitagdo-contragdo. Dentre eles,
destacamos o registro de PA na configuragdo perforated patch-clamp, bem como o
registro simultaneo de transientes de Ca®* e de lc,. evocados por formas de onda da
mesma configuragdo que o PA. Com estes dados, foi possivel, pela primeira vez, estimar
a liberacdo fracional de Ca®* do RS em steady-state em diferentes freqiiéncias

estimulatérias.

5.1 Capacitancia de membrana

Para medir a C,, dois pulsos retangulares de tensao (AE,= 5 mV, a partir do
potencial de repouso) foram aplicados a membrana do mi6cito apds o acesso elétrico ao
mesmo. Como mostrado na Figura 4.1, a resposta da corrente de membrana a estes dois
pulsos foi semelhante, tanto para o pulso positivo quanto para o pulso negativo. Isto indica
que, nestes niveis de tensédo, ndo ocorreu ativacao significativa de canais iénicos, e que
as correntes registradas podem ser consideradas como capacitivas. Este € um importante
pré-requisito para este modo de estimativa da C,. Os valores de C, estimados estao de
acordo com os valores descritos na literatura para este tipo celular (Satoh et al., 1996) e
com dados obtidos anteriormente em nosso laboratério (Ferraz, 2003)

5.2 Caracterizagdo da corrente de Ca** tipo L

Antes de iniciarmos os experimentos especificos para o célculo da FR (descritos
no item 3.9.4), realizamos uma série de experimentos preliminares com o objetivo de
caracterizar a corrente de membrana registrada. Além disso, foi possivel confirmar se esta
corrente era lc,, Sem contaminagcdo de outras correntes ibnicas de membrana (e.g.,
corrente de K" e Na*).

Primeiramente, determinamos a curva corrente x tenséao (IxV). Este tipo de curva
permite inferéncia sobre a dependéncia de tensédo da ativagao de um dado tipo de canal

ibnico, a qual, assim como o gradiente eletroquimico para o fluxo do ion, determina a
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magnitude da corrente que flui pelos canais. Portanto, cada tipo de canal dependente de
tensdo de membrana apresenta uma relacao IxV caracteristica.

A curva IxV mostrada na Figura 4.3 apresenta caracteristicas tipicas da curva IxV
de canais de Ca®" tipo L (Bers, 2001). O pico da densidade de corrente foi -5,27 + 0,87
pA/pF, para o pulso de clamp de -85 para 0 mV, que se mostrou muito préximo dos
valores encontrados na literatura (Gémez et al., 2000; Shi, 2007).

A estratégia inicialmente escolhida para remover a contaminagcao da Ic,. com a
corrente de Na* dependente de tenséo era utilizar um pré-pulso, a partir do potencial de
holding para -50 mV. Esta abordagem é bastante utilizada com o objetivo de inativar
canais de Na* dependentes de tensédo previamente ao pulso teste, de modo que durante o
ultimo, esses canais estejam indisponiveis para ativagdo (Gomez et al., 2000).
Posteriormente, foi tentada outra abordagem (Ginsburg et al., 1998): a de registar Icq
durante perfusdo com uma solugdo na qual Na* fosse substituido por um ion que nao
permeasse os canais (solugdo Tyr-ICa), no caso, tetraetilamonio (que também atua como
inibidor de canais de K*). No entanto, como era necessaria a presenga de concentragao
milimolar de Ca** no perfusato para a geracdo de lc., a simples remogdo do Na
extracelular implicaria em grande influxo de Ca®* pelo NCX, o que levaria a sobrecarga
celular do ion e tornaria impossivel a realizagdo dos experimentos propostos. Para evitar
este problema, as células foram perfundidas com solugédo Tyr-00 por varios minutos antes
da introducdo da solucédo Tyr-ICa. Este procedimento causa deplecao do Na* intracelular,
impedindo assim o influxo de Ca* quando este ion é reintroduzido no perfusato (Bassani
et al., 1992). Nesta condicdo, podemos notar que o pré-pulso ndo ativou a corrente de
Na* (seta “A” na Figura 4.5), o que indica que, com a pré-perfusdo com solugéao Tyr-00, a
aplicagédo do pré-pulso ndo € necessaria para eliminar esta contaminacao. A eliminagéao
do pré-pulso permite a aplicacao de uma forma de onda estimulatéria mais semelhante a
fisiologica.

A minimizagdo de outras correntes contaminantes foi feita com base na
composicao das solugdes de perfusdo e de pipeta. Para a eliminagdo de |, (corrente
transitéria de saida de K*), adicionou-se 4-AP a solucao de perfusao (Wang & Duff, 1997).
Para bloquear Ix (corrente de K* com retificacdo de saida), além da presenca de
tetraetilamdnio no perfusato, K* foi substituido por Cs* no perfusato e na solucdo de
pipeta, exceto por uma pequena quantidade de K na ultima (1 mM), para minimizar
interferéncia na liberacdo de Ca®* do RS (Meissner et al., 1997). Em relagdo a Ig,

assumimos que esta corrente seja desprezivel a temperatura na qual os experimentos
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foram realizados (23°C), uma vez que ela sé foi detectada em midécitos ventriculares em
temperatura proxima da fisioldgica (Puglisi et al.,1999).

Nessas condicoes, foi possivel demonstrar que a corrente de membrana
desenvolvida em resposta a pulsos despolarizantes foi praticamente eliminada pela
presenca de 100 uM de Cd** , um bloqueador seletivo de canais de Ca®" tipo L. Assim,
pode-se concluir que a corrente registrada era de fato Ic,,.

5.3 Efeito da freqliéncia estimulatoria sobre o potencial de acdo

Neste trabalho, foram registrados PAs evocados a diferentes frequéncias
estimulatérias. A utilizacdo da técnica perforated patch-clamp, para registro de PAs
possibilitou um registro menos “invasivo” (sem didlise intracelular), se comparado ao
classico ruptured patch-clamp (Horn & Marty, 1988), tornando nossos registros de PA
mais confiaveis. Porém, esta técnica é relativamente mais complexa. Foi necessario um
longo periodo de experimentos exploratérios até se encontrar a melhor relagdo entre
formato do microeletrodo, solugcdo de pipeta e concentracdo do antibidtico (no caso,
anfotericina) para que se atingisse sucesso nos experimentos.

O potencial de repouso e amplitude do PA, ndo apresentaram variacao
significativa com o aumento da frequéncia estimulatéria, e seus valores foram
comparaveis aos encontrados na literatura (Shigematsu et al., 1997; Fauconnier et al.,
2003; Ferraz, 2003). Outros autores também nao observaram variacdo da amplitude do
PA (Shigematsu et al., 1997; Fauconnier et al., 2003). Por outro lado, Fauconnier et al.
(2003) relataram ligeira despolarizagao diastélica em musculo papilar isolado em resposta
ao aumento de frequéncia.

Os mecanismos envolvidos no efeito da frequiéncia estimulatéria sobre o PA (e
também sobre correntes de membrana, de maneira geral) sdo muito complexos. Ha muito
tempo se sabe que a variacdo da freqiéncia altera a duragdo do PA cardiaco (APD;
Boyett & Jewell, 1978; Attwell et al.,, 1981). Dependendo da espécie, a relagdo APD-
frequéncia pode ser negativa (mais comum), como é o caso do gato, cobaia e humano (Li
et al.,, 1999; Carmeliet, 2004) ou positiva, como € o caso do rato (Shigematsu et al., 1997;
Fauconnier et al., 2003; presentes resultados), hamster (Kocic el al., 2002) e coelho
(Bassani et al., 2004).

A variacdo da frequéncia estimulatéria (ou do intervalo entre estimulos) pode
causar alteracbes no PA que podem ser separadas em dois tipos: i) alteracées

transitérias, caracterizadas como uma fase de adaptacdo, e que ocorrem também em
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resposta a extra-sistoles (Bassani et al., 2004; Zaniboni et al., 2007); e ii) alteragdes
sustentadas, em resposta a um aumento ou diminuicio mantido da freqiéncia
estimulatéria (Carmeliet, 2004). Neste trabalho, buscou-se analisar as alteracdes do
segundo tipo.

O curso temporal do PA cardiaco esta intimamente relacionado as correntes de
membrana carregada por diversos ions (principalmente Na*, Ca* e K*; Bers, 2001), sejam
elas conduzidas por canais ou transportadores. Isto significa que caracteristicas de
ativagéo, inativacao e recuperacao da inativacao dos canais, e driving-force para o fluxo
ibnico, entre outros fatores, determinam de maneira marcante a forma de onda do PA. Por
sua vez, esta ultima influencia a fungdo de canais dependentes de tensdo e de
transportadores.

Neste estudo, foi observada uma relagéo positiva, estatisticamente significativa,
entre APD90 e a frequéncia estimulatéria, que poderia, em tese, ser gerada por diversos
mecanismos. Um possivel mecanismo seria alteragao do transporte i6nico pelo NCX, que
contra-transporta 3 fons de Na* em troca por 2 ions de Ca* e, portanto, é eletrogénico
(Blaunstein & Lederer, 1999). A direcdo de transporte de Na* e Ca®** depende dos
gradientes transmembrana de concentragdo de Na* e Ca** e do potencial de membrana
(Em). Estes parametros determinam o potencial de reversao do NCX (Enaca), que € dado
por:

Enaca =3En, —2E¢, (5.1)

onde Ey, e Ec, sd0 os potenciais de equilibrio do Na* e do Ca®, respectivamente.
Para melhor compreensdao deste mecanismo, apresentamos na Figura 5.1 o

comportamento de Enyca € da driving force do NCX (a diferenga entre Encx € En) durante
um PA.
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Figura 5.1 — Comportamento do potencial de reversédo (Enaca) € driving force da NCX durante um
PA no rato. (Shattock & Bers, 1989).

Considera-se que a principal fungéo do NCX é transportar Ca* para fora da célula,
balanceando, em regime permanente, o influxo de Ca** via lga. (Bers, 2001). Como ele é
eletrogénico, alteragdes no curso temporal da Incx podem afetar de maneira significativa o
curso temporal do PA.

Despa et al. (2002) relataram aumento da concentracao intracelular de Na* ([Na'])
em resposta ao aumento da freqtiéncia estimulatéria em midcitos ventriculares de rato. O
aumento de [Na'] tende a tornar Enaca mais negativo, o que reduziria a driving force para
extrusdo de Ca®* (que gera uma corrente despolarizante), como observado por Martin et
al. (2003), além de faciltar o modo reverso da troca (que gera uma corrente
hiperpolarizante), principalmente  durante a despolarizagdo da membrana. Essa
modificagdo de Enyca per se tenderia a produzir encurtamento do AP com o aumento de
freqUéncia (i.e., menor corrente despolarizante e maior corrente hiperpolarizante a medida
que [Na']; é elvada), o que é o oposto do observado no presente estudo. Porém, essa
mudanga poderia, em tese, ser revertida posteriormente se a alteragéo inicial da driving
force que leva a menor extrusdo de Ca®* resultasse em maior acumulagéo de Ca** no RS,
e consequentemente, maior quantidade liberada. A [Ca®*]; mais alta atingida durante a
liberacao do ion poderia modificar Enaca para valores menos negativos, o que favoreceria
o desenvolvimento de corrente despolarizante carreada pelo influxo de Na‘/efluxo de
Ca*". Neste caso, poderia ocorrer prolongamento do PA com a frequéncia, acompanhado
por aumento da [Ca®*]sr. Porém, encontramos aumento da APD sem alteracdo da

[Ca®]sr, 0 que indica que ndo deve ter ocorrido aumento da carga celular do fon, e que
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torna pouco provavel que aumento da Incx (despolarizante) com a freqiéncia seja o
responsavel pela relagcdo positiva encontrada entre APD e frequéncia. Além disso, o
aumento de [Na"]; relatado por Despa et al. (2002) nao foi instantaneo, mas demorou mais
de 2 min para ser atingido, mesmo a altas frequéncias. No caso do presente trabalho, €
pouco provavel que apenas 10 pulsos condicionantes tenham sido suficientes para
promover elevagao significativa de [Na™].

O aumento da APD em midcito ventricular de ratos em resposta ao aumento da
freqiiéncia estimulatéria foi atribuido por Shigematsu et al. (1997) a reducdo do
recrutamento de canais que medeiam |, com o encurtamento do intervalo diastélico. No
ventriculo de rato, esta corrente é formada por 2 componentes distintos: um componente
com rapida recuperagao da inativagao (l, s, constante de tempo de 20-40 ms) e um com
recuperacao lenta (I s, constante de tempo de 1-3 s; Shigematsu, et al., 1997; Wickenden
et al., 1999; Patel & Campbell, 2005; Bassani, 2006; Niwa & Nerbonne, 2010). Dada a
lenta recuperagao de |, s, Seria razoavel supor acumulagdo da inativagcdo desta corrente
com o aumento da freqiéncia, causando prolongamento do PA. Deve-se considerar que a
densidade de |, no miocardio é cerca de 10 vezes maior no rato do que em outras
espécies (Josephson et al., 1984). Esta corrente é considerada como um dos principais
responsaveis pelo curto PA observado em roedores (Josephson et al., 1984), visto o
acentuado prolongamento da fase de repolarizagao (particularmente do platé) do PA de
camundongo que ocorre apds knockout da proteinas que forma o poro do canal que
medeia s (Sah et al., 2003). No entanto, ks participa com apenas 20-30% da corrente
total em ventriculo esquerdo de rato (Apkon & Nerbonne, 1991; Wickenden et al., 1999).
Embora uma relagdo tenha sido proposta entre a propor¢cdo desses componentes da
corrente e a resposta qualitativa da APD a freqiiéncia estimulatéria, ainda nao foi possivel
confirma-la (Patel & Campbell, 2005).

Fauconnier et al. (2003) demonstraram que a inibicao de |, com 4-AP foi capaz de
prolongar o PA ventricular de rato, abolindo as diferencas no APD em freqiéncias mais
altas, porém nao suprimiu a diferenca de APD observada em freqiiéncias abaixo de 1 Hz.
Isto indica que é possivel que a acumulagdo da inativagdo de |, contribua para o
prolongamento do APD quando o comprimento de ciclo € pequeno, porém nao seria
suficiente para explicar totalmente as modificagcbes observadas em toda a faixa de
freqUéncia aqui estudada. Entretanto, deve-se observar que, no presente estudo, as
modificagbes mais acentuadas no APD90 ocorreram a partir de 1Hz.
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Fauconnier et al. (2003) observaram ainda que as modificagbes da APD
dependentes de frequéncia foram suprimidas pelo bloqueio conjunto de |, e lca, pela
adicdo de quelantes de Ca® ao meio intracelular e pela inibicdo da funcdo do RS. Os
autores observaram paralelismo entre o retardo da inativagéo de Ic,. € 0 prolongamento
do AP com o aumento da freqténcia. Observaram ainda que o aumento de APD em
baixas freqiéncias causado por inibicao da fungcdo do RS ou amortecimento das
variagbes de [Ca*]i associadas com a liberagdo de Ca®* era similar ao aumento de APD
causado pela elevacdo da freqiéncia. Com bases nestes resultados, os autores
propuseram que lc, tenha um importante papel na determinacdo da APD em fungéao da
frequéncia estimulatéria, mais especificamente devido a modificacbes da cinética de
inativagéo desta corrente, moduladas pela quantidade de Ca** liberado pelo RS (discutido
em mais detalhe a seguir). Os autores ainda propuseram que a rapida repolarizagao
promovida por |, poderia contribuir para limitar o recrutamento de canais de Ca** em
baixas freqUiéncias, e assim reduzir a corrente despolarizante resultante durante o platd
do PA, e portanto, a APD.

E fato conhecido que o curso temporal da inativacdo de Ic.. € governado nio
apenas pelo potencial de membrana , mas também pela interacdo de Ca®* com um sitio
localizado na regido interna do canal, a qual acelera o processo de inativagdo (Hofer et
al., 1997). Assim, é de se esperar que menor liberacdo de Ca** pelo RS resulte em menor
influéncia do processo de inativacdo dependente de Ca?*, levando assim a um
prolongamento da inativagdo da corrente. Os resultados do presente trabalho estdo de
acordo com esta proposta. Na condicdo de AP-clamp, observou-se que o aumento da
freqliéncia tornou o curso temporal de lc,. mais lento e causou reducao da FR.

A caracterizacao do efeito da freqténcia estimulatéria sobre o curso temporal do
PA foi um passo importante, pois, como demonstrado neste trabalho, a variagdo da
freqUéncia estimulatéria apresentou efeito significativo sobre a APD. Com estes dados em
maos, foi possivel montar os padrdes estimulatérios de APC para cada freqiéncia de
interesse, que simulavam a configuracdo do PA naquela mesma freqiéncia. Este foi um
detalhe de nossa metodologia que certamente se refletiu em um grau de refinamento
consideravel dos experimentos. Como ilustrado na Figura 4.6, tanto o curso temporal,
quanto a amplitude de pico de lc,. mostraram consideravel diferenga dependendo da
forma de onda do estimulo, i.e., pulso retangular ou APC. Este fato torna-se ainda mais
relevante quando lembramos que ambos o pico e a taxa de ativagao da corrente guardam
relagdo positiva com a taxa de repolarizacdo durante o PA e sdo importantes na
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regulacdo da liberagdo de Ca®** do RS (Bassani et al., 1995a; Sah et al., 2002). Além
disso, o0 uso do APC permitiu uma estimativa mais realista do influxo de Ca®, e, portanto,
maior confiabilidade na estimativa de FR.

5.4 Efeito da freqliéncia estimulatoria sobre Ic,.

Nossos resultados indicaram que a variagdo da freqiiéncia estimulatéria teve um
grande impacto sobre lc, evocada com APC, isto é, reducdo do pico da corrente (Figura
4.14) e aumento da T € Tinat (Figura 4.16) com o aumento da freqtiéncia.

Ha controvérsias quanto a influéncia da freqiiéncia estimulatéria sobre I, . Muitos
sao os fatores que podem afetar os resultados, como por exemplo, a espécie, faixa de
frequiéncia utilizada, temperatura de trabalho e a forma do pulso utilizado para registro da
lca.- Enquanto alguns autores demonstraram auséncia de efeito da freqtiéncia sobre o
pico da lcy (Parilak et al, 2009), outros reportaram redugcdo do pico da lc,. com o
aumento da frequéncia (Li et al., 1999; Antoons et al., 2002), como observado no presente
trabalho. Vale ressaltar que, no estudo de Antoons et al. (2002), a reducéo do pico de lca.
foi atribuida a recuperagdo incompleta da inativagcdo dos canais apos intervalos
diastélicos iguais ou inferiores a 1 s. E possivel que este mecanismo contribua para
relacdo negativa entre o pico de Ic,. € a freqliéncia estimulatéria, observada no presente
estudo. Por outro lado, é provavel que a modificacdo da APD dependente da freqiiéncia
possa também ter um papel importante no estabelecimento desta relagdo. Sah et al.
(2002), estimulando midcitos ventriculares de rato com formas de onda semelhantes ao
AP, observaram que a simples reducdo da taxa de repolarizagdo (especialmente da fase
anterior ao plat6), sem alteragdo da freqUéncia estimulatoéria, era suficiente para causar
reducédo do pico de lc,. € prolongamento de sua cinética de ativagao e inativagao, como
observado aqui, com estimulagdo por APC com formas de onda caracteristicas de
frequéncias mais altas (i.e., APs com repolarizacao mais lenta). Assim como descrito por
Parilak et al. (2009), observou-se no presente trabalho que o aumento da frequéncia
tornou mais lenta tanto a fase de ativagcao quanto a fase de inativacéo de Ig,, .

Um ponto de discordancia entre os presentes resultados e a literatura é a integral
temporal de lca ([lca), que representa a quantidade total de Ca* transportada para o
interior da célula por esta corrente. Neste trabalho, detectou-se uma reducdo desta
integral com o aumento da frequéncia (Figura 4.17). Por outro lado, alguns autores
relatam aumento desta variavel, atribuido principalmente ao aumento da constante de

e

tempo de inativagédo de lc, (Kocic et al., 2001; Antoons el al., 2002; Carmeliet, 2004). E
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possivel que esta discrepancia possa ser explicada pela diferenca de formas de onda
estimulatéria e dos efeitos da freqiiéncia sobre o pico e curso temporal de Ic,, ja que em
todos os trabalhos citados utilizaram-se pulsos retangulares de tensdo com a mesma
duracao em todas as freqliéncias.

Bouchard et al. (1995) registraram lc,. usando a técnica de action potential clamp
usando formas de onda de PA com duas duracdes diferentes. Quando os midcitos foram
estimulados com PA de maior duracdo, houve redugdo do pico da lc,, € da taxa de
inativagdo, ambos compativeis com os resultados apresentados neste trabalho. Porém
estes mesmos autores relatam aumento da [lc,.. Neste caso, o aumento da taxa de
inativacao de Ic,. parece ter sido mais significativa que a redugéo do pico para o célculo
da [lca, a0 contrario do que foi apresentado neste trabalho.

De modo geral, pode-se identificar 2 possiveis mecanismos pelos quais a redugao
do intervalo diastélico poderia promover diminuigao da amplitude de lgq:

a) uma influéncia direta, que poderia afetar a disponibilidade de canais do tipo L ativaveis
(e.g., recuperagdo incompleta da inativacdo). Porém, este mecanismo ndo explicaria o
aumento da constante de tempo de ativagcao da corrente;

b) uma influéncia indireta, por meio da alteragdo da APD, particularmente da fase de
repolarizagdo inicial. Embora ndo tenham sido detectadas variagdes na APD20, observou-
se que a elevagao da freqiiéncia aumentou significativamente o tempo de repolarizagao
para 0 mV (Tabela 4.3), valor de Vm no qual o pico de lco. € maximo (Figura 4.13). Em
valores de Vm mais positivos, a ativagdo é maxima, porém a driving force para o influxo
de Ca®* é menor. Quanto mais lentamente a membrana se repolariza do valor de pico do
PA para cerca de 0 mV, mais canais ativados sofrerdo transi¢cdo para o estado inativado
antes que Vm atinja o valor étimo, o que explicaria ndo sé o prolongamento da fase de
ativacado, como também contribuiria para a redugdo do pico da corrente. Estas ultimas
alteragbes entdo levariam a reducéo da liberacdo de Ca* pelo RS, o que, por sua vez,
prolongaria o a fase de inativagao de Ig,;.

E importante que estudos futuros analisem a importancia de cada um desses tipos
de influéncia na relagao entre a amplitude de lc, € o intervalo diastélico.
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5.5 Efeito da freqiéncia estimulatdria sobre o transiente de Ca** e
FR

O conceito e a metodologia para o calculo de FR foram propostos em um

trabalho pioneiro de Bassani et al. (1993). Porém, segundo esta metodologia, que exige
intervencao farmacolégica, a FR é calculada para uma contracdo estimulada apdés uma
pausa de cerca de 90 segundos. Isto torna esta abordagem inviavel para uso no presente
estudo. Desta maneira, optou-se por utilizar uma técnica alternativa, proposta por
Shannon et al. (2000) e Ginsburg et al. (2004), que tem como principal vantagem a
possibilidade de estimar FR em steady-state, por meio do registro simultdneo de g, €
[Ca®]. Com esta abordagem, foi possivel analisar o efeito da alteracdo da freqiiéncia
estimulatéria sobre a FR e determinar a relagéo FR-freqiiéncia.

Os presentes resultados mostram a existéncia de uma relagdo negativa entre a
amplitude dos transientes de Ca® e a freqiiéncia estimulatéria. Vale lembrar que a
relacdo A[Ca**]-freqiiéncia é uma questdo controversa na literatura. Primeiramente, esta
relacdo depende de inumeros fatores, como espécie, faixa de freqiiéncia, temperatura e
condigdes fisiopatolégicas, entre outros (e.g., Schouten & Keurs., 1886; Frampton et al.,
1991; Layland et al., 1999; Pieske et al., 1999; Maier et al., 2000; Antoons et al., 2002).
Além disso, existem relatos na literatura de relagdo A[Ca**]-freqiiéncia positiva e negativa
em um mesmo tipo de preparacao (midcito ventricular de rato, Frampton et al., 1991;
Antoons et al., 2002; Bassani et al., 2009). Tanto Frampton et al. (1991), quanto Bassani
et al. (2009) observaram que, nos casos em que esta relacdo foi positiva, a [Ca*]rs
aumentou com a freqiiéncia, e quando esta relacéo foi negativa, a [Ca**]zs permaneceu
constante. No presente estudo, também se observou queda de amplitude dos transientes
de Ca*" e de FR sem que a [Ca®]gs fosse reduzida pelo aumento de freqiiéncia. Como
[Ca®]rs € um importante determinante de FR (Bassani et al., 1995a), este resultado indica
que outro fator, que nao a [Ca®'rs, foi responséavel pela menor liberacdo de Ca®* do RS a
freqliéncias mais elevadas.

O mecanismo mais provavel para redugao de FR com o aumento de freqUéncia
parece ser o "gatilho" do processo de liberagéo: lc,.. Como exposto anteriormente,
observamos que a amplitude de pico desta corrente foi reduzida com o aumento da
frequéncia, o que per se ja seria esperado resultar em diminuicdo da FR (Bassani et al.,
1995a). Além disso, observamos que a constante de tempo de ativacdo de Ig, foi
significativamente aumentada pelo aumento de frequéncia. A cinética da fase de ativagéo
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de Ic, foi mostrada ser de grande importancia para a sincronizagéo dos eventos unitarios
de liberacdo de Ca®** do RS: Sah et al. (2002) observaram uma importante correlacdo
positiva entre o tempo de pico de Ig,. € a laténcia dos eventos de liberagéo, o que implica
em reducdo do sincronismo de liberacdo (e da eficiéncia do processo de acoplamento
excitacao-contracao) associado a prolongamento da fase de ativacao da corrente. Como
discutido anteriormente neste capitulo, ndo s6 reducdo do pico, mas também
prolongamento da fase de ativacdo de I, pode ser gerado por diminuicdo da taxa de
repolarizagdo da membrana (particularmente até 0 mV), determinada pela forma de onda
estimulatéria (Sah et al., 2002; 2003). No presente trabalho, esta taxa foi menor para
frequéncias mais altas, em concordancia com o prolongamento observado do AP. Assim,
a utilizacdo de APC no presente estudo permitiu revelar alteragcdes de lc,. compativeis
com a reducao de FR detectada, que seriam esperadas em condigdes fisiologicas, sob as
quais parece haver modulagao da forma de onda do PA.

Um outro possivel mecanismo candidato a depressao do acoplamento excitagao-
contragdo seguindo curtos intervalos diastélicos seria a recuperagao incompleta da
disponibilidade dos canais de liberagdo de Ca** do RS (Sham et al., 1998). E sabido que
ha um aparente aumento da capacidade de liberacdo de Ca®* & medida que o intervalo
diastolico é aumentado, mesmo quando nao ocorre aumento da amplitude de g, € de
[Ca*|rs (Bers et al, 1993). Esta refratariedade da liberacdo de Ca* do RS, com
recuperacdao dependente do tempo, tem sido proposta contribuir para a redugao de
A[Ca®]; com a freqliéncia, além das alteracdes de Ic.. (Antoons et al., 2002; Dibb et al.,
2007), e poderia em tese ser um dos mecanismos responsaveis pela reducdo de FR
observada no presente trabalho. Porém, estudos adicionais s&o necessarios para
esclarecer esta questao.

5.6 Consideracbes Fisiopatoldgicas

A relacdo negativa entre a FR e a freqléncia apresentada neste trabalho € um
resultado inédito na literatura. Embora outros autores tenham proposto anteriormente a
existéncia dessa relacado negativa (e.g., Maier et al., 2000; Antoons et al., 2002), esta € a
primeira vez que esta proposta foi confirmada experimentalmente. Esta relagédo €
compativel com a relacdo A[Ca®™]-freqiiéncia e/ou forga-freqiiéncia negativas,
frequentemente observadas no miocardio de roedores (e.g., Koch-Weser & Blinks, 1963;
Schouten & Keurs., 1986).
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No miocardio humano, embora haja redugdo do pico de lc,, Ocorre redugdo da
APD com o aumento de freqiiéncia (Li et al., 1999), e as relacdes forca-freqiiéncia e
[Ca®]rs-freqiiéncia tém sido descritas como positivas (Pieske et al., 1999). Contudo, na
condicao de insuficiéncia cardiaca, embora ndo haja reversédo da relacdo APD-frequiéncia
(Sipido et al., 1998), a elevagao de [Ca**]ss com o aumento de freqliéncia é abolida, e a
relacéo forca-frequiéncia passa a ser negativa (Sipido et al., 1998; Pieske et al., 1999;
Chaudhary et al., 2004), como mostrado na Figura 5.2. Isto aponta para a depressao de
FR com a freqiiéncia nesta situagdo, como proposto por Sipido et al. (1998), devido a
supressao de lg,, durante aumento da freqiéncia. Na auséncia de insuficiéncia cardiaca,
o aumento de [Ca®*]rs poderia compensar a queda do influxo com o incremento da
freqliéncia, de modo a permitir manutencéao da FR. No entanto, na insuficiéncia cardiaca,
a falha em responder ao aumento de freqiiéncia com maior acumulagdo de Ca** no RS
resultaria em redugéo da FR. Este quadro é bem semelhante ao observado no presente
estudo, em ventriculo de rato.
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Figura 5.2 - Relacao forga-freqiiéncia em musculo cardiaco humano. Efeito da freqiéncia no twitch
(twitch force %) e RCC (RCC Force %) do musculo normal (simbolos nao-preenchidos, NF-Tw e
NF-RCC) e musculo do coragéo insuficiente (simbolos preenchidos, F-Tw e F-RCC). RCC- rapid
cooling contracture (mod. de Pieske et al., 1999).

Apesar das marcantes diferencas dependentes de espécie na auséncia de

insuficiéncia cardiaca, o modelo do roedor pode ser Util para investigar mecanismos

celulares béasicos que causam impacto no acoplamento excitagdo contragdo. Uma melhor
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compreensao dos mecanismos envolvidos nos efeito da freqUéncia estimulatéria pode
contribuir para o entendimento de alteragdes fisiopatoldgicas que ocorrem no miocadio

humano doente.

5.7 Conclusées

O objetivo principal neste trabalho foi determinar a relagdo entre a liberagao
fracional de Ca®* do RS e a freqiiéncia estimulatéria. Nossos resultados indicam que esta
relacdo € negativa, ou seja, FR é reduzida com o aumento da freqiéncia, o que
provavelmente é o fendmeno subjacente a relacao forga-freqiiéncia negativa amplamente
relatada no miocardio de roedores. Este é um dado inédito na literatura, e acreditamos
que possa contribuir para o entendimento dos efeitos da freqiiéncia sobre os processos
celulares dependentes de Ca**, em especial o acoplamento excitagdo-contracio.

Os resultados apresentados sugerem que a relagdo negativa entre a FR e a
freqliiéncia se deve principalmente a modificacées de lca, que é o principal trigger de
liberagdo de Ca®* do RS durante o acoplamento excitagdo-contracdo. Tais modificacdes
incluem reducao do pico e prolongamento do curso temporal de ativagdo da corrente, que
foram demonstrados previamente como capazes de diminuir a eficiéncia da liberagdo de
Ca** do RS. Essas modificagdes em Ic, podem ser decorrentes do prolongamento da
repolarizagao durante o PA, observado com o aumento de freqiiéncia no presente estudo,
e/ou do acumulo de inativagéo de canais de Ca** do tipo L com a diminuicdo do intervalo
diastolico. No entanto, um papel da recuperagao dependente do tempo da refratariedade
dos canais de Ca** do RS n&o pode ser descartada.
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