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Resumo

Aftitina € uma proteina sarcomérica gigante que se estende
desde a linha Z até a linha M. Em razao de sua localizacao,
representa um importante sensor biomecanico com um papel
fundamental na manutengao da integridade estrutural do
sarcoOmero. A titina funciona como uma “mola bidirecional”
que regula o comprimento sarcomérico e realiza ajustes
adequados da tensdo passiva sempre que o comprimento
varia. Dessa forma, nao s6 determina a rigidez ventricular e a
funcao diastdlica, como também influencia a fungao cardiaca
sistélica, modulando o mecanismo de Frank-Starling.

O miocardio expressa duas isoformas dessa macromolécula:
a N2B, mais rigida, e a isoforma N2BA, mais complacente.
As alteragdes na expressao relativa das duas isoformas da
titina ou alteragdes do seu estado de fosforilagdo tém sido
implicadas na fisiopatologia de varias doengas como a
insuficiéncia cardfaca diastdlica, a cardiomiopatia dilatada, a
cardiomiopatia isquémica e a estenose adrtica.

Neste artigo pretende-se descrever sumariamente a
estrutura e localizacio da titina, a sua relagdo com diferentes
cardiomiopatias, e compreender de que forma as alteragdes
dessa macromolécula influenciam a fisiopatologia da
insuficiéncia cardiaca diastdlica, salientando o potencial
terapéutico da manipulagao dessa macromolécula.

Introducao

A titina, descrita inicialmente como conectina, é uma
proteina gigante com grande elasticidade e que pode ser
encontrada apenas nos musculos cardfaco e esquelético.
Estruturalmente, esta localizada no interior dos sarcomeros,
onde se liga e interage com outras importantes proteinas
miofilamentares, nomeadamente com a actina e a miosina.
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Na dltima década, tem sido demonstrado que a titina é
uma proteina estruturalmente complexa que desempenha
um papel importante no funcionamento do musculo estriado,
particularmente do musculo cardiaco. Entre as suas diversas
acoes destaca-se seu papel na manutencao da estrutura e
arquitetura do sarcomero permitindo o correto alinhamento
dos miofilamentos de actina e miosina, bem como sua funcao
“elastica”, que permite a regulagdo do comprimento e da
distensibilidade do sarcomero, influenciando, desse modo,
nado s6 a funcdo cardiaca diast6lica, como também a funcgao
sistélica pela lei de Frank-Starling.

Com este artigo de revisao pretendemos rever a estrutura e
as principais agoes fisioldgicas da titina, nomeadamente a sua
importancia na determinagao da fungao cardiaca diastélica e
sistélica e as implicagoes das alteragdes nessa macromolécula
na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca (IC).

Estrutura e localizacao da titina

A titina é a maior protefna encontrada nos mamiferos,
variando entre 2.970 e 3.700 kD, dependendo da isoforma’.
E codificada por um Gnico gene, localizado no brago longo do
cromossoma 2, na regidao 2q31, constituido por 363 exdes.
No coragao, a titina possui duas isoformas, N2B e N2BA, que
sao geradas por splicing alternativo’.

A titina é constituida majoritariamente por dois tipos
de dominios: uns semelhantes a fibronectina-3 (chamados
dominios Fn3), e outros semelhantes a imunoglobulina
(dominios Ig). Além desses dominios, a titina contém ainda
um dominio cinase, localizado préximo do terminal carboxilo,
e varias regioes de sequéncia Gnica'? (fig. 1 e 2).

A titina é uma proteina intrassarcomérica, com cerca de
1 um de comprimento, que se estende desde a linha Z até
a linha M2, Desse modo, a titina abrange quatro zonas do
sarcomero, pelo que tradicionalmente é dividida em quatro
regides distintas designadas respectivamente de regiao da
linha M, da banda A, da banda | e da linha Z (fig. 1). A regiao
da linha Z contém o terminal amina, enquanto na regido da
linha M esta localizado o terminal carboxilo. Como veremos
em seguida, na regido da linha Z a titina interage com
outras proteinas, estando ainda envolvida em mecanismos
de sinalizacao intracelular, funcionando como um sensor
biomecanico®. A regido da banda A contém a maior parte da
molécula de titina que, nesse local, é formada por repetigoes
simples de dominios Ig e Fn3, e representa um componente
integrante do filamento grosso (fig. 1). Dessa forma, essa regiao
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Fig. 1 - Estrutura da titina e sua posi¢édo no sarcomero. Atitina atravessa o sarcémero desde a linha M até a linha Z onde interage com numerosas proteinas estruturais
capazes de responder ao estiramento muscular. Nesta imagem podemos ver representada a porgéo extensivel da titina sobreposta com a banda .
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Fig. 2 - Aisoforma N2BA possui mais um elemento elastico em série na regido
N2 (segmento N2A), o que Ihe confere uma maior elasticidade. Dessa forma,
para qualquer comprimento, a tenséo passiva desenvolvida pela isoforma N2BA
é menor que a desenvolvida pela N2B.

da titina ndo é extensivel e a sua constituicao é semelhante
nas diferentes isoformas da molécula (N2B e N2BA)°. Pelo
contrério, a regido da banda | é muito extensivel, dada a sua
capacidade de se alongar ou enrolar, funcionando assim como
uma ligagao “elastica” entre o filamento grosso e a linha Z
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(fig. 3). Estruturalmente, a porcao da titina presente na banda
| € muito mais complexa do que a regido da banda A, sendo
constituida por dominios Ig, pela regido N2 e pelo segmento
PEVK (rico nos aminodcidos prolina (P), glutamato (E), valina
(V) e lisina (K)** (fig. 2). Além disso, é a regido da banda |
que diferencia as diferentes isoformas da titina®, uma vez que
a sub-regiao N2 pode ter dois elementos distintos: N2A e/ou
N2B (fig. 2). O elemento N2A é composto por uma regiao
com quatro dominios Ig e uma regido tnica de 106 residuos
e o elemento N2B é constituido por uma regiao com trés
dominios Ig e uma regido tnica de 572 residuos. As sequéncias
N2A estdao presentes quer no musculo cardiaco quer no
esquelético, enquanto as sequéncias N2B sao exclusivas do
masculo cardiaco®.

Propriedades elasticas da titina

2

A principal caracteristica da titina é a sua elevada
elasticidade, que lhe permite distender-se e encurtar-se
regulando assim o comprimento do sarcomero e a fungao
muscular. Para comprimentos sarcoméricos fisiolégicos, a
titina constitui o principal determinante da tensao passiva
dos cardiomiécitos. E, para comprimentos suprafisiolégicos,
o colagénio da matriz extracelular adquire maior relevo?.

Como foi referido anteriormente, as propriedades
elasticas da titina devem-se sobretudo a regido na banda |,
ja que, na banda A, a titina é praticamente inextensivel”s. A
elasticidade da titina na regidao da banda | é conferida por
uma estrutura molecular constituida por vérios segmentos
extensiveis, nomeadamente por um grande nimero de
segmentos Ig, por um segmento PEVK e pela regiao N2 (fig.
1, 2 e 3). O comportamento desses diferentes segmentos
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Fig. 3 - No comprimento de repouso do sarcémero (1,9 um) os elementos
elasticos da titina encontram-se num estado contraido (A). Com o aumento
do comprimento o dominio de imunoglobulina é o primeiro a estirar (por
estiramento das ligagdes entre as Ig) (B). A partir do comprimento de 2,15 um o
segmento PVEK e N2 comegam a desenrolar permitindo acomodar o aumento
do comprimento sem um desenvolvimento excessivo de tenséo passiva (C).

2,15um

durante a distensao muscular e o desenvolvimento de tensao
passiva é complexo, uma vez que os vdrios segmentos tém
diferentes relacoes tensao passiva-comprimento e, além disso,
cada um se distende em diferentes momentos conforme o
comprimento do sarcomero.

Na auséncia de forcas externas, os sarcomeros dos

cardiomidcitos ttm um tamanho de 1,9 um, e nessas condicoes
de repouso a titina esta no seu estado contraido (fig. 3)>. Com

o0 estiramento progressivo do sarcdmero, inicialmente ocorre
o alongamento da sequéncia Ig, por meio do estiramento
das ligagbes entre os diferentes dominios Ig. S6 a partir dos
2,15 um é que ocorre o alongamento dos segmentos PEVK, e
posteriormente do segmento N2, em especial por intermédio
do desenrolar dos seus dominios®. E esse comportamento
complexo observado na regido extensivel da titina que faz com
que a curva tensao passiva-comprimento do sarcomero nao seja
linear, ou seja, como se pode observar na figura 4, quanto maior
o comprimento do sarcdmero, maior € a inclinagdo da curva
comprimento-tensao passiva'?”. Esse comportamento permite
que, durante o alongamento do sarcomero que ocorre durante
a diastole, ndo se desenvolva uma tensao passiva excessiva, o
que iria prejudicar a funcao diastélica.

A titina é, nao s6 o principal determinante da tensao
passiva em resposta ao estiramento, como funciona também
como uma mola eldstica bidirecional. Isso porque, pelo
contrario, quando o comprimento do sarcodmero é encurtado
para valores inferiores ao comprimento de repouso, a titina
também gera uma forga elastica que tem uma direcao
contrdria a da tensao passiva tradicional. Essa forga, designada
“forca de restauragao”, permite o rapido restabelecimento
do comprimento do sarcémero para os valores de repouso,
empurrando o filamento grosso para longe da linha Z°.

A titina no musculo cardiaco

No mdusculo cardiaco existem duas isoformas de titina:
a isoforma N2B e a isoforma N2BA. A isoforma N2B é a
mais pequena (2.970 kDa) uma vez que na sub-regido N2 é
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Fig. 4 - Relagédo tenséo passiva/comprimento do sarcomero em cardiomidcitos cardiacos que expressam maioritariamente a isoforma N2B ou a isoforma N2BA. A
coexpressao das duas isoformas da titina em variadas razées permite atingir propriedades passivas intermédias (dupla seta vermelha) que, desta forma, pode funcionar
como um mecanismo de ajuste da rigidez em longo prazo. Formas de alterar as propriedades das duas isoformas em curto prazo, tais como a fosforilagéo ou a interagéo
com o célcio, também estdo demonstradas (setas azuis). (adaptado de Henk e cols., 2004).
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constituida apenas pelo elemento N2B. Por sua vez, a isoforma
N2BA tem maiores dimensoes (3.200 a 3.400 kDa) e contém
ambos os elementos: N2B e N2A. No ser humano, em cada
metade do sarcomero estao presentes as isoformas N2BA e
N2B, numa razao aproximada de 30/70.

A isoforma N2BA possui mais um elemento extensivel
na regidao da banda I, pelo que essa isoforma é mais
distensivel e menos rigida que a N2B (fig. 2). Desse modo,
os cardiomiécitos que expressam maiores quantidades da
isoforma N2B possuem uma maior rigidez do que aqueles
que expressam uma maior proporgao relativa da isoforma
N2BA'3". Adicionalmente, a proporcao relativa das
diferentes isoformas determina também o recolhimento
eldstico ap6s a contracao ventricular. Os cardiomidcitos
com um elevado grau de expressao da isoforma N2B,
mais rigida, possuem também maior forga de restauragao,
ou seja, apds a contracdo o comprimento do sarcomero
regressa mais rapidamente ao comprimento de repouso.
Isso ocorre porque, como a isoforma N2B é menos
extensivel, ndo s6 exerce uma maior tensao passiva durante
o estiramento, como também gera uma maior forga para
retomar o comprimento de repouso apds a contragao.
Desse modo, nos ventriculos com elevadas proporgbes da
isoforma N2B, hd uma maior velocidade de recolhimento
elastico, levando a um encurtamento da duracao da fase
inicial da diastole®.

Funcoes da titina no musculo cardiaco

A titina como determinante da funcao cardiaca diastélica

Os principais determinantes da fungdo cardiaca diastélica
sdo o relaxamento do miocardio e as propriedades passivas do
ventriculo. Enquanto o relaxamento miocardico é modulado
pela carga, pela inativacdo (associada a cinética do célcio e a
dissociagdo dos miofilamentos) e pela nao uniformidade da
parede ventricular, as propriedades passivas miocardicas sao
influenciadas pela rigidez miocardica, pela espessura da parede
do ventriculo esquerdo e pela geometria das camaras cardiacas'.

A disfungdo diastélica é causada por uma lentificagao do
relaxamento miocardico e/ou por alteracbes das propriedades
passivas do ventriculo, nomeadamente pelo aumento da
rigidez ventricular'.

Influéncia da titina nas propriedade passivas do ventriculo

O aumento da rigidez ventricular pode ser causado
por alteragoes das caracteristicas intrinsecas dos préprios
cardiomiécitos — como por modificagées na constituicao
das proteinas do citosqueleto ou entdo das proteinas
endosarcoméricas (como alteragdes na titina ou na alfa-
actinina) — ou por alteragdes da constituicao da matriz
extracelular, nomeadamente pelo aumento da rede de
colagéneo e fibrose extracelular'.

Atitina é um importante determinante da fungao diastélica,
uma vez que influencia a rigidez do cardiomidcito e, dessa
forma, as propriedades passivas do ventriculo. Como foi visto
anteriormente, atendendo a sua localizagao estratégica no
sarcoOmero, e as suas propriedades elasticas Gnicas, a titina é
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o principal determinante da tensdo passiva do cardiomidcito,
para comprimentos fisiolégicos do sarcoémero’'?, sendo
a contribuicao relativa dos filamentos intermédios e dos
microtibulos inferior a 10%'*. Para comprimentos superiores
a 2,3 mm, dificilmente atingidos no coragéo intato, a tensao
passiva passa a ser determinada essencialmente pelo colagénio
e pela matriz extracelular”'".

A importancia da titina na determinacao da funcao
diastélica tem impacto no nivel fisiopatolégico, uma vez que,
como veremos mais a frente, foi demonstrado que doentes
com IC diastélica apresentam uma alteragdo na proporgao
relativa das isoformas da titina, com aumento da isoforma
N2B (mais rigida) o que parece explicar o aumento da rigidez
ventricular observado nesses doentes'.

Influéncia da titina no relaxamento ventricular

A titina ndo determina apenas a rigidez ventricular. Como
foi referido anteriormente, a titina possui propriedades
eldsticas que funcionam de forma bidirecional, ou seja, se por
um lado gera tensdo passiva quando o musculo é estirado,
por outro, quando ha encurtamento do sarcomero, a titina
gera uma “forga de restauragdo”, que tem uma diregao oposta
a da tensdo passiva e permite uma rapida recuperacao do
comprimento de repouso do sarcomero’.

Em termos hemodindmicos, essa “forca de restauracao”
gerada pela titina permite aumentar a velocidade de relaxamento
ventricular e permite a formagao de um fenémeno de “succao
ventricular”. Essa forca permite aumentar o enchimento
ventricular, sobretudo na fase inicial da didstole, o que pode ser
particularmente importante nas situagoes de exercicio fisico ou
outras situagoes de taquicardia'.

Além disso, ainda antes do inicio da didstole, a titina
intervém também na determinacao do fim da contracao
miocdrdica, um processo que também é dependente do
comprimento do sarcomero. Na verdade, quando ha o
encurtamento do sarcomero para valores inferiores ao
comprimento de repouso a titina vai facilitar o processo
de desativagdo das pontes cruzadas, influenciando e
determinando o fim da contracao muscular®'®.

A titina como um determinante da funcao cardiaca sistélica

Aftitina € um importante determinante da fungao cardiaca
diastélica mas influencia também a fungao sistélica, pelo efeito
que exerce na modulagao da relagao de Frank-Starling'”.

Segundo a Lei de Frank-Starling, o aumento da pré-carga,
ou seja, o aumento do volume telediastélico melhora a
fungao sistélica originando um aumento do volume de
ejecdo. A titina, como determinante da rigidez ventricular
e das propriedades passivas do ventriculo, influencia a
relagao pressao-volume telediastélica e, assim, o enchimento
ventricular e o volume telediastdlico'.

Em nivel celular, o mecanismo de Frank-Starling é
explicado pela ocorréncia de um aumento da sensibilidade
dos miofilamentos ao Ca?* em resposta ao aumento do
comprimento do sarcomero'. A titina desempenha um papel
fundamental na regulagdo desse mecanismo, uma vez que a
tensao passiva exercida pela titina determina diretamente o
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aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao célcio'”202'.
Além disso, a titina, como elemento estrutural do filamento
grosso na regiao da banda A, é também capaz de influenciar
diretamente a ligagao entre os miofilamentos de actina e
miosina, conforme o comprimento do sarcomero. Ou seja,
quando aumenta o comprimento do sarcomero a titina parece
potenciar a ligacao entre os filamentos de actina e de miosina,
com o consequente aumento da forga de contragao?. Desse
modo, a titina é capaz de “potenciar” o ciclo das pontes
cruzadas quando o sarcdmero € estirado, e que quando ele
é encurtado para dimensoes abaixo do seu comprimento de
repouso, a titina é também capaz de inibir a formacao das
pontes cruzadas'®.

A titina na sinalizacao intracelular: um sensor biomecanico

Além da sua funcao estrutural e eldstica, a titina funciona
também como um sensor biomecanico. Dada a sua
capacidade de distender e encurtar, a titina € sensivel ao grau
de estiramento do cardiomiécito®** sendo depois capaz de
transmitir esse sinal biomecanico pela ligagdo e interagao que
estabelece com varias proteinas estruturais e sinalizadoras.
Essa sinalizagao ocorre sobretudo em trés regides principais:
na linha Z, na parte central da banda I e na linha M"*23,

Na regiao da linha Z a titina liga-se a proteina teletonina
(T-cap), que funciona como um local de interligacao
entre a titina e vdrias outras moléculas estruturais e de
ligagao?*?*. Entre essas moléculas encontram-se proteinas
presentes nos tibulos T e no reticulo sarcoplasmatico (RS),
nomeadamente a anquirina 1 (SANK 1), a obscurina (RS) e
canais de potassio (minK/isk). Dessa forma, a titina intervém
ndo s6 na manutengao da estrutura do sarcomero, como
também da estrutura e correta organizagao dos tibulos T
e do reticulo sarcoplasmético®*2*.

Na regido da linha Z formam-se complexos de proteinas
que funcionam como sinalizadores de tensao e que respondem
tanto a forca passiva, gerada pelos filamentos de titina durante
o estiramento, como a forga ativa, transmitida pelos filamentos
de actina?*?%. Nesse nivel, existem varias proteinas que ao
interagirem com a titina participam em seguida em cascatas
de sinalizagdo intracelular, promovendo a expressao de genes
envolvidos na remodelagem cardiaca. Uma dessas protefnas é
a MLP (muscle LIM protein — membro da familia de proteinas
LIM), tendo sido mesmo observado que mutagdes pontuais
dessa proteina podem participar no desenvolvimento quer da
cardiomiopatia hipertréfica, quer da cardiomiopatia dilatada®.
Contudo, ndo esta ainda estabelecido o mecanismo pelo qual a
titina, interagindo com a MLP, é capaz de regular a transcricao
genética. Aparentemente, quando, durante o estiramento, se
geram tensoes elevadas no nivel da linha Z, ocorre a separagao
entre as ligagoes entre a titina e o MLP que, uma vez livre,
migra para o nicleo, onde vai promover a transcrigao de vérios
genes envolvidos na remodelagem cardiaca®.

No nivel da regiao central da banda I, os elementos N2B e
N2BA funcionam como os locais de ligagao da titina a diversas
proteinas sinalizadoras. A sequéncia tnica N2B, exclusiva do
msculo cardiaco, liga-se, por intermédio de um membro da
familia de proteinas LIM (proteinas que contém dominios LIM
—arranjo de oito residuos de cisteina e histidina na configuragao

(CX,-CX - H-X,-C-X -CX,-CX, ,,-C-X,, ,-C/D/H)) conhecido
como DRAL/FHL 2, a diversas enzimas metabdlicas. Em estados
de maior necessidade energética a fungdo do DRAL/FHL 2 como
ponte de ligacdo entre atitina e enzimas como a creatinina cinase
ou a cinase do adenilato adquire uma importancia crescente

aumentando o aporte de ATP?.

Os ligandos da titina na regidao da banda I, assim como
as proteinas a eles associadas, também sao encontrados no
nacleo, onde funcionam como reguladores da transcrigao
e do ciclo celular, podendo também estar envolvidos nas
alteragdes das propriedades passivas do cardiomidcito em
longo prazo'. E o exemplo da interagio com a obscurina,
uma proteina com diversos dominios de sinalizagao.
Esse complexo titina-obscurina responde ao estiramento
do sarcomero, estando envolvido na reestruturagao
sarcométrica que ocorre por exemplo na adaptagao
muscular e na insuficiéncia cardfaca?.

A regido da titina adjacente a linha M também possui locais
potencialmente envolvidos na sensibilidade dos miofilamentos
para o Ca** e participa extensamente nos mecanismos de
sinalizagdo intracelular®?,

Outras funcoes da titina

Para além das funcoes ja referidas, comega a investigar-se o
envolvimento da titina no processo de dobragem de proteinas,
na regulacao de expressao de genes e na regulagao de varios
canais idnicos®.

Além disso, a titina é ainda importante no processo de
miofibrilogénese formando uma espécie de molde estrutural
para a correta disposicdo e organizagao dos filamentos de
actina e miosina®. A perda da titina origina uma organizagao
anormal do sarcomero como foi demonstrado recentemente?.

Modulacao das propriedades da titina

A titina funciona no sarcomero como um elemento
dindmico, cujas fungdes podem ser moduladas, quer em curto,
quer em longo prazos, por diversos fatores, o que permite ao
miocardio modificar a sua elasticidade em razao das diversas
alteragdes hemodinamicas a que esta sujeito' .

Como é demonstrado na figura 4, a rigidez do musculo
cardiaco varia em razao de alteragdes na composicao e no
estado de fosforilagdo da titina. Tais alteragdes podem ocorrer
em longo prazo, mediante uma modificagdo da proporgao
relativa entre as duas isoformas da titina, ou, em curto prazo,
por alteragoes pds-translacionais, como a alteragdo do estado
de fosforilagao da titina ou da sua ligagao ao fon célcio%.

Mecanismos de regulacao em curto prazo

Alteracao do estado de fosforilacao da Titina

O segmento N2B da titina cardiaca pode ser fosforilado pela
proteina cinase A (PKA) originando uma diminuigao da sua tensao
passiva (fig. 4)%*2°. Como seria de esperar, foi também observado
que a redugdo da tensdo passiva induzida pela fosforilacao da
titina pela PKA é mais pronunciada no musculo cardiaco com
niveis mais elevados de expressao do segmento N2B*31,
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A ativagao da PKA que ocorre, por exemplo, apds a
estimulagcao beta-adrenérgica constitui um dos principais
mecanismos de regulacao fisiolégica em curto prazo da
distensibilidade da titina. E sabido que a estimulagio
simpatica, para além dos seus efeitos cronotrépico e inotropico
positivo, é também capaz de melhorar a fungao diastélica,
aumentando ndo sé a velocidade de relaxamento ventricular,
mas também a complacéncia ventricular. Este Gltimo efeito
depende, entre outros fatores, da fosforilacdo da isoforma
N2B da titina pela PKA?73233,

Os efeitos da fosforilacao da isoforma N2B pela PKA
também se repercutem no nivel na fase final da sistole, uma
vez que a diminuigao da rigidez do cardiomiécito vai conduzir
também a uma diminui¢do da forca de restauracdo dos
cardiomidcitos®'. Esse efeito, teoricamente pouco benéfico,
pode ser contraposto pelo fato de a PKA acelerar a velocidade
de relaxamento do miocardio, por meio da fosforilagdo
simultanea do fosfolamban e da troponina®*. Sao necessarios
mais estudos para compreender o papel da fosforilagao da
titina na fungao cardfaca.

Muito recentemente foi também demonstrado que quer a
proteina cinase G (PKG)*?¢, quer a isoforma alfa da proteina
cinase C (PKC)*” promovem igualmente a fosforilagao da titina.
No caso da PKG a fosforilagdo da-se no segmento PEVK da
isoforma N2B, levando a uma diminuigdo da tensao passiva
cardiomidcitdria®. Ja no caso da fosforilagao pela PKC, essa
ocorre no segmento PEVK tanto da isoforma N2B como da
N2BA e o efeito global dessa fosforilagio é o aumento da
tensao passiva®>?’.

Em resumo, a titina funciona como uma “mola ajustavel”
que, por meio da fosforilagao/desfosforilagao sobretudo do
seu segmento N2B, permite a adaptagao da fungao ventricular
as necessidades do organismo.

Regulacao da titina pelo ion calcio

O Ca’* tem um papel importante como regulador da
distensibilidade do cardiomidcito, sobretudo em razao da
modulagdo da interacao entre a titina e os filamentos finos.
Estudos revelam que o dominio PEVK na regido extensivel da
isoforma N2B se liga a F-actina e que essa interagao podera
contribuir para a rigidez passiva dos cardiomidcitos*®. Embora
o Ca*' isoladamente nao interfira nessa ligagdo, quando
esse fon se encontra ligado a proteina ST00AT, existente
em elevadas concentragoes no miocardio, essa interagao é
inibida, diminuindo a rigidez do cardiomidcito. A observacao
do aumento da rigidez do masculo cardfaco paralelamente ao
declinio da concentragdo de Ca** durante a diastole suporta
esse mecanismo’ #2339,

Mecanismos de regulacao da titina em
longo prazo

Como foi anteriormente referido, os cardiomidcitos
expressam as duas isoformas da titina, permitindo-lhes atingir
um nivel intermediario de tensao passiva (fig. 3), que pode
ser modificada conforme a proporcao relativa de expressao
N2B/N2BA. Uma maior expressdo da isoforma N2B esta
associada a um aumento da rigidez miocardica, enquanto
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o aumento da expressao N2BA se associa a um aumento da
sua complacéncia. Contudo, permanecem por esclarecer os
mecanismos moleculares subjacentes a expressao preferencial
de uma das isoformas. Sabe-se que em resposta a diferentes
estados hemodinamicos podem ocorrer alteragdes em longo
prazo na razao de expressao das duas isoformas da titina,
0 que, como veremos em seguida, ocorre por exemplo na
insuficiéncia cardiaca' e na estenose adrtica*®*'.

E importante referir que, por meio da alteracio da
proporgao relativa das isoformas da titina, apenas sao
modificadas as propriedades elasticas da titina, nao sendo
alteradas as suas propriedades estruturais, uma vez que dessa
forma s6 a porgao da titina presente na banda | (ou seja, o
componente distensivel) é que sofre alteragoes'".

Em resumo, a fungdo cardiaca pode ser alterada por
alteracoes das propriedades elasticas da titina, que podem
ocorrer tanto em curto como em longo prazos. Tal como
podemos ver na figura 4, o aumento da expressao da isoforma
N2B estd associado a um aumento da rigidez da titina. Essa
rigidez pode ser reduzida pela fosforilagao da titina pela PKA
ou PKG ou aumentada pela interacao titina-actina, que é
inibida pelo complexo Ca**/ST00A1.

Implicacoes fisiopatologicas

As alteracoes da titina estao envolvidas na fisiopatologia de
algumas doengas cardiacas, nomeadamente na insuficiéncia
cardiaca diastdlica (ICD) e na cardiomiopatia dilatada (CMD).
Ha cada vez maior evidéncia de que as alteragbes na razao
de expressao das duas isoformas da titina, bem como a
alteracdo do seu estado de fosforilagao estao na base do
desenvolvimento e progressao dessas doengas.

Alteragdes na proporgcao relativa das isoformas da titina
(N2BA/N2B)

Na disfuncdo diastélica ocorre uma lentificacdo do
relaxamento do miocardio e/ou um aumento da rigidez
ventricular. Num ventriculo mais rigido, o aumento do volume
de sangue durante a didstole s6 é conseguido a custa de
um aumento das pressdes de enchimento ventricular, com
aumento da relagao pressao-volume telediastélica, o que
pode originar um quadro clinico de IC diastélica.

A titina, como principal determinante da tensdo passiva
do cardiomidcito, determina a rigidez ventricular. Como foi
demonstrado recentemente, os cardiomiécitos extraidos de
biopsias endomiocardicas de doentes com ICD exibiam um
aumento relativo da expressao da isoforma mais rigida da
titina, N2B. Observou-se que, enquanto num coragao humano
saudavel a razdo N2BA/N2B normal é de cerca de 30/70'°, nos
doentes com ICD essa relagao era de 17/83; e na IC sistélica
arazao foi de 35/65'. Porém, esse mesmo grupo demonstrou
recentemente que a hipofosforilagdo do segmento N2B
da titina parece contribuir mais significativamente para o
aumento da tensao passiva verificada nos casos de ICD*'.

Em doentes com cardiomiopatia dilatada e remodelagem
excéntrica foi observada uma alteracao da relagao entre as
isoformas da titina, mas aqui com um aumento relativo da
isoforma mais distensivel, a N2BA™.
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Numa fase inicial da insuficiéncia cardiaca sistdlica,
alteragdes das isoformas da titina podem funcionar como
um mecanismo de adaptacdo, uma vez que o aumento da
complacéncia ventricular permite um aumento do volume
telediastélico, e consequentemente um aumento do débito
cardiaco de acordo com o mecanismo de Frank-Starling®. Além
disso, prevé-se que a menor forca de restauragao desenvolvida
pelos cardiomidcitos durante a sistole (em razao do aumento
da proporcao da isoforma mais complacente) permitiria uma
diminuigao do volume telessistélico final para qualquer pés-
carga. Essa diminuigao ocorreria pelo decréscimo da resisténcia
ao encurtamento do cardiomiécito, aumentando assim o
volume de ejecao. De fato, estd provado que individuos com
maior proporgao de N2BA tém melhor tolerancia ao exercicio
em razdo do aumento da pressao venosa de oxigénio'®. Esse
efeito teoricamente benéfico acaba por ndo ocorrer na pratica,
uma vez que, na ICsistdlica, a relagao de Frank-Strarling esta
alterada em consequéncia da diminuigdo da sensibilidade
dos miofilamentos para o Ca’*, em razao, nomeadamente,
do menor desenvolvimento de tensao passiva na presenca
de um aumento da isoforma N2BA'™. Finalmente, no coracao
insuficiente pode ocorrer um aumento da degradacao da
titina, o que podera igualmente contribuir para a atenuagao
do mecanismo de Frank-Starling*?. Além disso, esse processo
torna-se posteriormente desadaptativo, uma vez que o
aumento do volume telediastélico do ventriculo origina
mais estresse sobre as paredes ventriculares, estimulando e
agravando o processo de remodelagem cardiaca'**>*.

Também na cardiomiopatia isquémica ocorre um
aumento da razao N2BA/N2B, apesar de geralmente ocorrer
um aumento da rigidez ventricular**. Essa observacao,
aparentemente paradoxal, pode ser explicada pelo fato de,
nessa situagdo, o aumento da rigidez ventricular ser devido
nao a alteracoes a nivel dos cardiomidcitos, mas a alteracoes
na matriz extracelular com aumento da fibrose miocardica.
Aqui, o aumento da isoforma N2BA da titina (menos rigida)
pode mesmo ser um mecanismo de compensagao ao aumento
da rigidez ventricular secundério ao processo de fibrose.
Na verdade, na cardiomiopatia isquémica ocorre mesmo
uma diminuicdo da tensdo passiva de cada cardiomiécito,
provavelmente em razdo do aumento da isoforma N2BA.

Alteracoes no estado de fosforilacao da titina

Como abordado anteriormente, a titina pode também
sofrer modulacao da sua rigidez mediante alteragbes pos-
translacionais, nomeadamente pela fosforilagdo do segmento
N2B%. A titina pode ser fosforilada pela proteina cinase
A (PKA) e pela proteina cinase G (PKG), levando a uma
diminuicdo da sua rigidez?®?°3'3 induzindo assim, e de
forma aguda, alteragdes em curto prazo na rigidez ventricular.

Essas descobertas sao particularmente relevantes, uma vez
que podem inclusivamente ser alvo de intervengao terapéutica

nos doentes com insuficiéncia cardiaca. Na verdade, o
tratamento com PKA de cardiomiécitos extraidos de doentes
com IC diastélica permitiu uma redugao da sua tensao passiva,
para valores semelhantes aos dos individuos controle®. Essa
diminuigao da tensao passiva foi diretamente proporcional a
rigidez inicial dos cardiomiécitos, o que é concordante com a
ideia de que o aumento da rigidez cardiaca estd diretamente
relacionado nao sé com alteragdes da expressao relativa das
isoformas, como também do estado de hipofosforilagao da
isoforma rigida da titina. Tal como seria de esperar pela menor
rigidez dos cardiomidcitos provenientes de doentes com IC
sistélica, o mesmo tratamento com PKA ndo causou uma
queda tao significativa da tensao passiva'.

Tanto a estenose adrtica como a cardiomiopatia hipertensiva
apresentam disfungdo diast6lica, mas apenas na dltima se
verifica um aumento substancial da rigidez miocardica. Em
ambas os casos, a expressao relativa das isoformas N2BA/
N2B, assim como o seu grau de total de fosforilagao sao
semelhantes. Contudo, na cardiomiopatia hipertensiva
observou-se uma hipofosforilagao relativa da isoforma mais
rigida, a N2B, tendo sido proposto como o mecanismo
subjacente ao aumento da rigidez miocardica e disfungao
diastélica nessa doenca®4s.

Também na cardiomiopatia dilatada parecem ocorrer
alteragoes na fosforilacao da titina. Nesses doentes foi observada
uma diminuigdo da atividade da PKA cardiaca, que podera
ser um mecanismo compensador, em resposta a elevada
complacéncia observada nos cardiomiécitos desses doentes'.

Em resumo, a titina, por meio da modificagao da expressao
das suas isoformas e/ou do seu estado de fosforilagao, parece
ser um elemento-chave na fisiopatologia de varias doencgas
cardiacas. Além disso, a titina pode ainda ser um potencial
alvo de manipulagao farmacoldgica constituindo assim um
novo alvo terapéutico, sobretudo na insuficiéncia cardfaca.
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