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Miocardio Remodelado después de Grandes Infartos en Ratas
Convierte Potenciacion Post-pausa en Disminucion de la Fuerza
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Resumen
Fundamento: La Contracciéon pos pausa (CPP) del miisculo cardiaco provee informaciones indirectas sobre la manejo del
calcio intracelular.

Objetivo: Nuestro objetivo fue estudiar el comportamiento de la CPP y sus mecanismos subyacentes en Ratas con infarto de
miocardio.

Métodos: Seis semanas después de la oclusion coronaria, la contractilidad de los Misculos Papilares (MP) obtenidos a partir
de Ratas sometidos a falsa cirurgia (C, n = 17), con infarto moderado (MMI, n = 10) y gran infarto (LMI, n = 14), fue
evaluada después de pausas de estimulos de 10 a 60 segundos antes y después de la incubacién con cloruro de litio (Li*) en
substitucion del cloruro de sodio o rianodina (Ry). La expresion proteica de SR Ca(2+)-ATPasa (SERCA2), intercambiador Na*/
Ca** (NCX), fosfolamban (PLB) y fosfo-Ser (16)-PLB fue analizada por Western blotting.

Resultados: Los Ratas MMI presentaron potenciacion de CPP reducida en comparacion a los Ratas C. En oposicién a
la potenciaciéon normal para Ratas C, fueron observadas decaimientos de fuerza post-reposo en los misculos de Ratas
LMI. Ademas de eso, la Ry bloqueé la decaimiento o potenciacién de PRC observada en Ratas LMl y C; el Li* inhibié el
NCX y convirtié la decaimiento en potenciacion de CPP en Ratas LMI. Aunque los Ratas MMI y LMI hayan presentado
disminucién en el SERCA2 (72 = 7% y 47 = 9% de Ratas control, respectivamente) y expresion proteica de fosfo-
Ser'®-PLB (75 * 5%y 46 * 11%, respectivamente), la superexpresion del NCX (175 + 20%) sélo fue observada en los
misculos de Ratas LMI.

Conclusion: Nuestros resultados mostraron, por primera vez, que el remodelado miocardico post-IAM en Ratas puede
cambiar la potenciacion regular para decaimiento post-reposo, afectando las proteinas de manejo del Ca(2+) en miocitos.
(Arq Bras Cardiol 2012;98(3):243-251)
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Introduccion

En el masculo cardiaco, tanto el influjo de calcio (Ca**)
por el sarcolema como la liberacién de Ca?* en el Reticulo
Sarcoplasmatico (RS) contribuyen para la activacién de
miofilamentos durante la contraccién, y en la mayorfa de los
mamiferos, la liberacién de Ca?* inducida por Ca** a partir
del SR es cuantitativamente dominante'>. Los mecanismos

durante la pausa en razén de actividad de Ca**-ATPasa (SERCA2)
en el RSy de la liberacion fraccionaria de Ca?* >* mediante la
activacién. Por otro lado, la CPP es negativamente modulada por
el eflujo de Ca** a lo largo del intercambiador Na*/Ca?* %7,

El remodelado ventricular que sucede después del Infarto de
Miocardio (IM) muchas veces lleva al compromiso de la funcién
contractil del miocardio no infartado®'", estando asociado al

basicos celulares de la contraccién muscular cardiaca son
significativamente modulados por el ritmo de estimulacion.
Asi, cambios en la frecuencia y en el ritmo cardiaco son
normalmente usados como maniobras experimentales para
evaluar el comportamiento o revelar anormalidades en la cinética
de Ca** en el acoplamiento excitacién-contraccién®. Asi, la
Contraccién pos pausa (CPP) permite una evaluacién indirecta
de la funcién del RS**°. En el miocardio de Ratas normales, la
CPP es potenciada por el Ca** adicional acumulado en el RS
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compromiso de la manipulacién intracelular Ca?* '*'3. Como
resultado, fue propuesto que la potenciacion post-reposo
pudiese ser alterada patolégicamente por una alteracion en la
cinética del calcio™. Informes anteriores describieron reduccién
de la potenciacién post-reposo en los musculos papilares del
ventriculo izquierdo de Ratas con IM curado de diferentes
tamanos de infarto®'®. Recientemente, fue identificada, por
primera vez, la decaimiento de las contracciones post-reposo
en Ratas con insuficiencia cardiaca crénica'®. Considerando que
los mecanismos fisiopatolégicos subyacentes a la génesis de la
Contraccién pos pausa en el miocardio de Ratas después del
remodelado no estan completamente definidos, en el presente
informe fue investigada la CPP del musculo papilar ventricular
izquierdo remanente del MI, y su relacién con el remodelado
molecular de las principales proteinas de manipulacién de Ca?*.
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Métodos

Animales

Ratas Wistar pesando 180-220 g fueron tratados y utilizados
de acuerdo con los Principles of Laboratory Animal Care
(Publicacién del NIH No. 86-23, revisados en 1985) y el
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
de la Universidad Federal de Sao Paulo (CEP# 0340/08).

Infarto de miocardio experimental

El IM fue producido por la ligadura permanente de la
arteria coronaria, como fue descripto por nuestro laboratorio
en publicaciones anteriores''”. Brevemente, bajo anestesia
(ketamina 50 mg/kg y xilazina 10 mg/kg, via intraperitoneal) y
ventilacion artificial (Harvard Rodent Ventilator, modelo 863,
Harvard Apparatus, Holliston, MA), fue hecha una toracotomia
izquierda. El corazén fue exteriorizado y la arteria coronaria
descendente anterior fue ligada con sutura de polipropileno
6-0. El corazén fue rapidamente reposicionado vy el térax fue
cerrado. Ratas sometidos a la falsa cirurgia fueron considerados
el grupo control (C). Todos los resultados morfolégicos y
funcionales fueron evaluados seis semanas después de la
produccion del IM.

Funcion cardiaca global y morfologia

A fin de caracterizar el IM, asi como las dimensiones y
la funcién del corazén, fue realizado un ecocardiograma
con Doppler en animales anestesiados (misma mezcla de
ketamina con xilazina) seis semanas después de la cirugfa.
Esos procedimientos fueron realizados por un observador
ciego a la condicién animal, usando un instrumento HP
SONOS 5500 (Philips Medical System, Andover, MA, EUA)
con un transductor de 12 MHz a una profundidad de 2 cm,
de acuerdo con metodologia previamente descripta'"'”'s.
Imagenes transversales fueron obtenidas en los niveles basal (en
la extremidad de las valvas de la vélvula mitral), medio (al nivel
de los masculos papilares) y apical (distal al masculo papilar,
pero ademés del tapon de la cavidad). El tamafio del infarto
fue estimado como la identificacién subjetiva de acinesia o
discinesia de la pared ventricular izquierda (V1) en cada plano
transversal y presentado como el largo del arco correspondiente
al segmento de la cicatriz del IM en relacién al perimetro total
del borde endocardico del VI. Recientemente, demostramos
que esa medida ecocardiogréfica estd satisfactoriamente
de acuerdo con la coloracién histoquimica'®. Los animales
infartados fueron divididos en dos grupos, de acuerdo con
el tamano del IM: un grupo compuesto de Ratas con IM
moderado, entre 20% y 39% del VI (MMI), y otro grupo de
Ratas con IM mayor que 39% del VI (LMI).

Los diametros diastélico y sistélico final del VI fueron
medidos a partir del corte transversal paraesternal usando
imagenes en modo M. La funcién sistélica fue definida por la
fraccion de acortamiento y calculada como la media porcentual
de variacion entre los diametros diastélico y sistélico. La funcién
diastélica fue analizada por la curva de velocidad de influjo
diastélico mitral por el Doppler pulsado. A partir de una vista de
4 camaras, fueron adquiridos el pico de la onda E y velocidades
de la onda Ay calculada la razén E/A.

Mecanica muscular cardiaca aislada

Inmediatamente después del examen ecocardiografico,
fueron hechas preparaciones in vitro del misculo papilar aislado
del VI™. El corazén fue rdpidamente removido y colocado en
solucién Krebs-Henseleit oxigenada tamponada a 29 °C. El
mdsculo papilar posterior del VI fue cuidadosamente disecado
y verticalmente inserido en un bafio de érganos calentado a 29
°Cy 100% oxigenado. El musculo fue acoplado a un transductor
de fuerza isométrica (GRASS FT-03, Astro-Med, Inc. RI, EUA)
conectado a un micrémetro para ajustes de largo muscular. La
composicién de la solucién de Krebs-Henseleit fue la siguiente
(en mM): 135 NaCl; 4,69 KCl, 1,5 CaCl; MgSO, 1,16; KH,PO,
1,18; 5,50 glucosa, 10 U de insulina y 20 HEPES, tamponado a
pH 7,4. Las preparaciones fueron estimuladas a 0,2 Hz, con 5
ms de pulsos de onda cuadrada a través de electrodos de platino
paralelos con tensiones ajustadas para aproximadamente 10%
més del minimo necesario para producir respuesta mecanica
maxima. Después de 60 min. de estabilizacion en la condicién de
baja carga, el msculo fue cargado para contraer isométricamente
y estirado hasta el largo maximo de su curva de largo-tension
(L, ) Los tests fueron realizados en L_. (largo ideal para
contraccién), y la tensién isométrica fue evaluada por la fuerza
normalizada para el area de la seccién transversal del misculo (g
mm-2). Los siguientes parametros fueron obtenidos: Tensién de
Reposo (TR), pico de la Tensién Desarrollada (TD) y su primera
derivada (dT/dt), tiempo para alcanzar el pico de la tensi6n
desarrollada (TPT) y tiempo para 50% de relajacion (TR50). CPPs
relativas fueron medidas en tres grupos experimentales utilizando
duraciones de pausa de 10, 15, 30, 45 y 60 segundos. La CPP
relativa fue expresada como la amplitud de la TD post-reposo
dividida por la TD en estado estacionario. Para investigar el
papel del RS y NCX en la CPP, ese protocolo fue repetido en la
presencia de rianodina 1 uM para inhibir la funcién del RS?,
usando una version modificada de solucién KH con cero [Na
*1'y 135 mM de cloruro de litio (Li*) para inhibir la funcion del
NCX?'. El Li* fue substituido por Na *, porque pasa por el canal
de Na *, manteniendo la excitabilidad del miocito mientras los
intercambiadores de membrana no son capaces de usar Li* para
el intercambio?".

Parametros biométricos

Después de la remocién del muisculo papilar, los ventriculos
derecho e izquierdo fueron separados y pesados. El pulmén
derecho también fue excisado y pesado. Después de secado
a 70 °C durante 12h, el Tenor de Agua Pulmonar (TAP),
considerado un indice de congestién, fue determinado
utilizando la siguiente ecuacién: TAP (%) = (pérdida de peso
después del secado / peso hiimedo) x 100.

Expresion proteica de SERCA2, fosfolamban y NCX

El tenor de protefna fue analizado en muestras de VI
remanente de los grupos LMI, MMI y C después de la
escision de los musculos papilares y cicatrizacién del infarto.
Homogeneizados de tejido fueron analizados por Western
blotting de acuerdo con protocolos previamente descritos® para
comparar la expresion proteica de SERCA2, fosfolamban (PLB),
fosfo-Ser'®-PLB y NCX en todos los grupos experimentales.
Muestras de miocardios no infartados fueron rapidamente
congeladas a-70 °C. Los tejidos fueron homogeneizados en tapén
de extraccién helado (Tris 50 mM, EDTA T mM y sacarosa mM
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250, pH 7,4) usando Polytron (Polytron® PT2100, Kinematica
AG, Littau, LU, SWI). Para preparar las fracciones microsomales
de proteinas, fue hecha una centrifugacién inicial a 10.000
x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue centrifugado a
100.000 X g por 60 min. El pellet, el que representa la fraccion
microsomal, fue resuspendido en tap6n Tris-EDTA (Tris 50 mM,
EDTA 1,0 mM, pH 7,4). Veinticinco microgramos de proteina
del VI 'y estandares moleculares SDS-PAGE precoloreados
(Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA) fueron separados
por electroforesis en SDS-PAGE 7,5% o 12% (para NCX o
SERCA2 y PLB, respectivamente) y, enseguida, transferidos
para membranas de polivinil difluoruro durante la noche a 4
°C, usando un sistema celular de transferencia Mini Trans-Blot
(Bio-Rad) conteniendo Tris 25 mM, glicina 190mM, metanol
20% y SDS 0,05%. La eficiencia de transferencia y la igualdad
de carga de proteina fueron verificadas a través de la coloracion
de Ponceau S 1% (Caledon Laboratories, Georgetown, ON,
CAN), previamente validado como una alternativa eficiente
para el control de calidad y carga de las muestras®’. Enseguida,
la membrana fue bloqueada por 60 minutos a temperatura
ambiente en solucién tamponada Tris (Tris 10 mM, NaCl 100
mM, Tween-20 0,1%, pH 7,4) con 5% de leche descremada
en polvo. Enseguida, la membrana fue incubada durante la
noche a 4 °C con anticuerpos monoclonales de Rata anti-NCX1
(dilucién 1:1500, anticuerpos suizos Swant®, Bellinzona, CH,
SWI), anticuerpos monoclonales de Rata anti-SERCA2 (dilucién
1:2.500, Abcam Inc., MA, EUA), anticuerpos monoclonales
de Rata anti-PLB (0,25 mg/mL, Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY, EUA) o anticuerpos monoclonales anti-fosfo-Ser'°-
PLB de Rata (1:1000, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY,
EUA). Después del lavado, la membrana fue incubada por 90
min con un anticuerpo IgG antirRata conjugado con peroxidasa
de rdbano silvestre (diluciéon 1:3000; Bio-Rad, CA, EUA). La
membrana fue cuidadosamente lavada y los inmunocomplejos
fueron detectados a través de sistema de peroxidasa de rabano
silvestre/quimioluminiscencia con luminol (ECL Plus, Amersham
International plc, Little Chalfont, UK) y, enseguida, sometida a
autorradiografia. Partes de proteinas fueron cuantificadas por el
software Scion Image (Scion basado en imagen NIH) en unidades
arbitrarias de densidad éptica normalizadas por valores medios
obtenidos para las muestras C en cada membrana.

Analisis estadistico

Los resultados son expresados como media = DEM vy
analizados por el test t de Student o por andlisis de varianza
(ANOVA mono o bifactorial), seguidos por el test post hoc de
Bonferroni, segtin el caso. Todas los andlisis estadisticos fueron
realizados con el software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad
Softwares Inc., San Diego, CA, EUA) y las diferencias de p <
0,05 fueron consideradas significativas.

Resultados

Biometria y ecocardiograma con Doppler

La tabla T muestra que los pesos de los ventriculos derecho
e izquierdo aumentaron en el grupo LMI comparados a los
controles (grupo C). El grupo MMI se mostré apenas parcialmente
alterado en comparacién con el grupo C, solamente con
indices de peso corazén/cuerpo y Vl/cuerpo aumentados. Esos
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pardmetros estuvieron acompanados por mayor TAP en el grupo
LMI en comparacién con los grupos MMI y C (tab. 1). Datos
ecocardiograficos morfolégicos y funcionales (tab. 1) sugieren
dilatacién de las cavidades cardiacas asociada a disfuncién
sistélica y diastélica en Rata de ambos grupos infartados, siendo
que la mayoria de los pardmetros evaluados se mostré mds
extensamente alterada en el grupo LMI que en el grupo MMI.

Contractilidad miocardica in vitro

El drea transversal fue mayor en el grupo LMI (1,16 = 0,05
mm?, n = 14) en comparacién con el grupo MMI (1,01 = 0,05
mm?, n = 10) y el grupo C (0,96 = 0,04 mm?, n = 17). Como
podemos ver en la tabla 2, después de seis semanas de oclusion
coronaria, los pardmetros contrdctiles fueron perjudicados en los

Parametros cardiacos

Control IM moderado Gran IM
(n=17) (n=10) (n=14)
Biometria
CIPC (mg g™) 2,72+ 0,06 317+£0,08*  343+011*
VDIPC (mg g™') 068+002  074+002  094+007"
VI/PC (mg g”') 2,20 £ 0,05 252+008* 261+0,07*
TAP (%) 79+0,21 80+ 0,31 82+048*
Ecocardiograma
DDVI (cm) 0,72 £ 0,01 0,81+0,02 0,98+0,02*
FA (%) 548204  3TAriadr 200 :5#1,94
Razon E/A 2,15+0,1 24+£02* 486+05**
Tamafio del infarto (%) - 328+16 448+12%*

Los resultados son expresados como media + DEM. IM - Infarto de miocardio;
C/PC - Corazon indexado por el peso corporal; VD/PC - Razones del peso del
ventriculo derecho y del ventriculo izquierdo (VI/PC) para el peso corporal; TAP
- Tenor de agua pulmonar; DDVI - Diametro diastdlico del ventriculo izquierdo;
FA - Fraccion de acortamiento; E-A - Razon de las velocidades de la onda E/A.
*p < 0,05 vs. Control y #p < 0,05 vs. IM moderado. ANOVA monofactorial y test
post hoc de Bonferroni.

Mecanica del musculo papilaren L,

Control IM moderado Gran IM

(n=17) (n=10) (n=14)
TD (g mm2) 5,04 0,41 4,03+0,18* 29+020**
TR (g mm-?) 1,15+0,07 1,19+0,12 1,48+0,16*
+d7/dt | (g mm2s™) 5335+443  4026+193* 2576+233**
-dTidt . (g mm?s™) -31,04+244 -2257+100 -1960+1,93*
TPT (ms) 157 £8 175+ 8 210+£6*
TR50 (ms) 149+ 10 162+9 202+7*

Los resultados son expresados como media + DEM de la tension desarrollada
(TD); IM - Infarto de miocardio; TR - Tension de reposo; +dT/dt . - Tasa maxima
de desarrollo de tension y declinacion (-dT/dt, ); TPT - Tiempo para el pico de
tension; TR50 - Tiempo para 50% de relajacion. *p < 0,05 vs. Control y #p < 0,05
vs. IM moderado. ANOVA monofactorial y test post hoc de Bonferroni.
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grupos MMIl'y LMI en comparacién con el grupo C, presentando En lafigura 1A, trazados originales ilustran el comportamiento
una depresioén de la TD y de la dT/dt positiva. Mientras tanto, ~ de la CPP de los musculos papilares de Ratas infartados y
solamente el grupo LMI mostr6 depresion significativa de ladT/  controles durante las pausas de la estimulacién. En el grupo C, la
dt negativa, asi como mayor tiempo de duracién de las fases de  potenciacién de la CPP ocurrié, lo que aumentd con la duracién
contraccion y relajacion. de la pausa. Mientras tanto, en los musculos de los grupos
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Contraccion pos pausa de las preparaciones del musculo papilar aislado. Painel A, trazados tipicos representando la fuerza desarrollada del misculo papilar
de Ratas control (superior) y de gran IM (inferior) antes y después de la pausa de estimulo (10 a 60 seg.). La potenciacioén de contracciones post-reposo es evidenciada
en el grupo control, al tiempo que decaimientos de fuerza post-reposo ocurrieron en el musculo de Ratas con gran IM. Painel B, Efecto de la prolongacion de las pausas
(media = DEM) sobre la contraccion relativa (CPP dividida por la contraccién en estado estacionario) del grupo control (C), grupo de infarto moderado (MMI) y gran
infarto (LMI). ANOVA bifactorial y tests post hoc de Bonferroni para datos *p < 0,05 vs C. +p < 0,05 vs. MMI.
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infartados, el comportamiento de la CPP fue sustancialmente
alterado. Mientras el grupo MM presenté una reduccién en esa
potenciacién de CPP, los misculos en el grupo LMI desarrollaron
decaimiento de la fuerza después del reposo en comparacion
con contracciones en estado estacionario. La decaimiento se
acenttio con el aumento de la duracién de la pausa (Fig. 1B).

A fin de investigar los mecanismos de la CPP en mdsculos

papilares de Ratas infartados, fueron utilizadas herramientas
farmacolégicas (Fig. 2) y moleculares (Fig. 3). Teniendo en vista
que apenas el grupo LMI exhibié el comportamiento poco
comdn de la CPP los siguientes protocolos farmacoldgicos
fueron realizados apenas en el grupo C; en el grupo LMI
fueron hechas preparaciones papilares. La administracion
de Ry (1 uM, durante 30 min.) en la solucién de Krebs-
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Efectos de la rianodina (Ry) y cloruro de litio (Li*) en las contracciones post-reposo. Painel A, Potenciacion y decaimiento post-reposo de contracciones fueron abolidas
después de adiicion de 1 UM Ry en preparaciones de los grupos control (C) y gran infarto (LMI), respectivamente. Painel B, substitucion de Li* por sodio en la potenciacion post-
reposo intensificada por solucion tapén en el grupo C, y conversion de la decaimiento para potenciacion en el grupo LMI. *p < 0.05 vs. Grupo C, sin intervenciones farmacologicas.
#p < 0,05 vs. antes de Ry el Li*. ANOVA bifactorial y test post hoc de Bonferroni. Los simbolos representan media + DEM.
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Tenor proteico de SERCA2, Ser's-PLB y NCX por Western blotting. Los tenores proteicos de SERCA2 (Painel A) y Ser'®-PLB (Painel B) fueron reducidos
en grupos de infarto moderado (MMI, n = 4) y grupos de gran infarto (LMI, n = 4), cuando fueron comparados al grupo control (C, n = 5); hubo superexpresién de NCX
(Painel C) apenas en el miocardio del grupo LMI. Los datos (media + DEM) son expresados como el porcentaje del grupo control. *p < 0,05; *p < 0,01 vs. C; y +p <

0,05 vs. MMI. ANOVA bifactorial y test post hoc de Bonferroni.

Henseleit abolié completamente la potenciacién de CPP en
el grupo C y la decaimiento de CPP en el grupo LMI (Fig.
2A). Por otro lado, el bloqueo de NCX con una solucién de
Krebs-Henseleit modificada conteniendo Li* en vez de Na*
promovié una ligera mejora en la contraccién relativa CPP
en el grupo Cy restablecié el comportamiento normal en el
grupo LMI, convirtiendo la decaimiento de CPP para un perfil
de potenciacion de CPP (Fig. 2B).

Tenor de proteinas por Western blotting

En todos los grupos, fueron investigadas proteinas de
manipulacién calcio posiblemente envueltas en esas alteraciones
(Fig. 3). El remodelado miocardico después del infarto llevé a
una disminucién del tenor de SERCA2: aunque el grupo
MMI hay presentado disminucién moderada de la expresion
proteica de SERCA2, fue alcanzada significacién apenas en el
grupo LMI (Fig. 3A). El PLB total se mostro significativamente
reducido tanto en el grupo MMI (79 £ 12% del tenor de C)
como en el grupo LMI (65 = 10% del tenor de C). Su forma
fosforilada (Ser'®-PLB) también se presenté reducida en los
grupos infartados (Fig. 3B). Aunque el tenor de proteina NCX
no se haya alterado en el grupo MMI cuando fue comparado
al grupo C, ese mismo tenor se mostr6 aproximadamente 1,7
vez més significativo en el grupo LMI (Fig. 3C).

Discusion

Nuestros resultados muestran que el remodelado miocardico
post-IM en Ratas puede cambiar la potenciacién regular
post-reposo para post-decaimiento de la fuerza activa
afectando proteinas de manejo del Ca(2+) en miocitos. Ese
comportamiento poco comin de la mecanica del miocardio
se mostrd evidente apenas en animales con gran infarto, en los
que el proceso de remodelado incluyé no apenas dilatacién
del VI con disfuncién sistélica y diastélica, sino también peor
contraccién y relajacién del miocardio, probablemente por la

deficiencia de captacion de SR Ca?* y eflujo excesivo de Ca**
del sarcolema.

Disfuncién ventricular en el IM y dilatacién de las cavidades
cardiacas, normalmente observadas en Ratas con infartos
mayores*, también son mostradas en el presente estudio. El
remodelado post-IAM estuvo asociado a la disminucién del
desarrollo de tensién en los mdsculos papilares de Ratas infartados
y tasa reducida de generacién de fuerza y relajacion, como fue
relatado anteriormente para los misculos papilares®'%132024, Se
identific6 también un compromiso similar del acortamiento en
miocitos ventriculares aislados?*°, y los mecanismos propuestos
para explicar la disfuncion contréctil incluyen defectos en el
acoplamiento excitacién-contraccién'>2*.

Contracciones post-reposo en el musculo cardiaco

Durante el reposo del miocardio, el Ca** es removido del
citosol para el RS por SERCA2 o para la mitocondria por el
uniportador de Ca**, o es expulsado por el NCX'y Ca?*-ATPasa
del sarcolema’. En los protocolos de CPP como el utilizado en
el presente trabajo, la potenciacién de la TD ocurre después
de una pausa de estimulos, como es esperado para el musculo
cardiaco de Ratas. Normalmente, como la mayor parte del Ca?*
retorna al RS durante el periodo de reposo, su tenor tiende a
aumentar con la prolongacién de la pausa, aumentando también
la liberacién de Ca?* y, por fin, la generacién de fuerza sobre
la préxima activacion'. En verdad, la administracién de Ry
para bloquear la funcién del RS en los nuestros experimentos
aboli6 completamente la potenciacién de los musculos en el
grupo C, reforzando estudios anteriores que describen el papel
fundamental de la funcién de almacenamiento del RS en ese
fendbmeno®. Por otro lado, la inhibicién de la extrusion de Ca?*
por el sarcolema por el NCX en nuestras preparaciones (usando
Li*) aumento la potenciacién de los musculos C, lo que confirma
laimportancia de los mecanismos de eflujo de Ca** para modular
negativamente la CPP del musculo del VI de los Ratas®’. De
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hecho, se relaté que la estimulacién del NCX lleva a un aumento
del eflujo de Ca?* y influjo de Na* y, consecuentemente, a una
disminucion de la CPP¥2,

Decaimiento post-reposo en el misculo cardiaco de Ratas

Diversos relatos investigaron el remodelado miocérdico post-
infarto y disfuncién contractil, habiendo senalado deficiencia
en el movimiento de Ca2* en cardiomiocitos'****'. La literatura
es controvertida respecto al comportamiento de la CPP en el
remodelado post-IM. En miocardios humanos con disfuncién,
los autores relataron disminucién de la potenciacién3?33
o decaimiento?® de la contraccion después de pausas
prolongadas. En modelos animales®'?, se observé la disminucién
de la potenciacién en comparacion a los controles a partir de
Ratas infartados. Ademads de eso, en miocitos sobrevivientes
después de IM en canes, hubo reduccién de la potenciacion
de la contraccion después del reposo®. Esas alteraciones
fueron atribuidas esencialmente al compromiso de la funcion
de almacenamiento del RS asociado con relativa reduccién de
la liberacién de Ca?*. Recientemente, nuestro grupo identificé
decaimiento de la CPP en los musculos papilares de Ratas
con insuficiencia cardiaca 40 semanas después de la oclusion
coronaria'®. Mientras tanto, los mecanismos causales para
ese comportamiento inédito de la CPP en Ratas no fueron
investigados, teniendo en vista que el presente estudio utiliza
Ratas adultos con infartos curados de seis semanas de edad.

Nuestros experimentos sugieren que las alteraciones
del acoplamiento excitacién-contraccién contribuyen para
la reduccién de la CPP en los Ratas LMI: la disfuncién de
almacenamiento del RS asociada con la intensificacién de la
extrusion de Ca**, una vez que la Ry aboli6 este fenémeno, al
tiempo que la inhibicion de NCX lo normalizé.

El compromiso de la funcién de reabsorcion del RS, lo que
probablemente ocurre tanto en el grupo MMI como en el
grupo LMI, puede no darse solamente por la disminucién de
la expresion proteica de SERCA2, sino también por el menor
tenor de Ser'®-PLB como muestran los ensayos de Western
blotting. Cuando es fosforilada, la proteina reguladora PLB alivia
lainhibicién de la SERCA2, permitiendo su funcién de captacién
de Ca** '. De hecho, la disminucién de la fosforilacion de PLB
en el miocardio remodelado de Ratas infartados también ha
sido descripta como llevando a la disfuncién del RS*'. Ademés
de eso, no podemos ignorar la ocurrencia de derramamiento
diastélico elevado de Ca** de las vesiculas del RS. Se relata
que las proteinas reguladoras receptoras de la Ry (FKBP en
especial, FKBP12.6) pueden ser patolégicamente alteradas
en su estructura y contenido, asi como en los mecanismos
de fosforilacion que modulan el acoplamiento del receptor
FKBP-rianodina, resultando en una subconductancia en el
remodelado del miocardio?*.

Particularmente en los musculos del grupo LMI, usando
Li* en vez de Na* en la solucién de Krebs-Henseleit, la
decaimiento de la CPP en experimentos realizados en el
grupo LMI pas6 a constituirse una potenciacion tipica de
la CPP, sugiriendo el papel fundamental del NCX sobre la
deficiencia de la contraccién subsecuente cuando ocurre
decaimiento de la CPP. Como fue mencionado anteriormente,
aunque la acumulacién de Ca?* en el RS sea relativamente
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limitada por el eflujo de Ca’* a través del sarcolema, el
RS normalmente reabsorbe la mayor parte del Ca?* como
resultado de la absorcién dominante de SERCA2 sobre la
extrusién de este i6n por el sarcolema en cardiomiocitos de
Ratas. Por otro lado, si los mecanismos de eflujo de Ca** por
el sarcolema estan desempefando un papel mas importante
que la reabsorcién por el RS, la decaimiento del tenor de
Ca’* por el RS tiende a ocurrir con la prolongacién de la
pausa en conejos?. De hecho, en los mamiferos en que la
importancia de la SERCA2 es contrabalanceada por el NCX
en la realizacion de la retirada de Ca**, como es el caso de los
conejos, el miocardio normalmente exhibe esa reduccion en
la fuerza de la primera contraccién siguiente a las restantes,
proporcionalmente a la duracién de la pausa, designada como
decaimiento post-reposo’. De hecho, nuestros resultados
muestran una superexpresion significativa del tenor del NCX
en el grupo LMI cuando es comparado a los grupos MMl y
C, lo que corrobora la idea que el aumento de la actividad
y/o expresion de NCX estd relacionado con la decaimiento
post-reposo después del IM e insuficiencia cardiaca, por lo
menos en los Ratas.

Aunque el miocardio remodelado tanto del grupo MM
como del grupo LMI haya disminuido los tenores de SERCA2
y Ser'®-PLB, se observo elevacién del nivel de proteina NCX
solamente en el grupo LMI, el grupo experimental que
presentd decaimiento post-reposo. Asi, el perfil molecular con
remodelado post-IM debe ser una variable de fundamental
importancia para la ocurrencia de decaimiento post-
reposo. De hecho, los cambios en diferentes proteinas de
cardiomiocitos fueron relatados en modelos animales?'303¢
y humanos con insuficiencia cardiaca®® como causadoras
del acoplamiento disfuncional excitacién-contraccién. Como
resultado, sugerimos que la importancia alterada del eflujo
de Ca** por el sarcolema provocado por la superexpresion de
NCX asociada con la captacién disfuncional por parte del RS
haya, probablemente, llevado al compromiso miocardico de
los Ratas, presentando esa decaimiento de la CPP

Aunque no hayamos medido directamente el [Ca**], o la
actividad de las proteinas manipuladoras de calcio analizadas,
limitaciones reconocidas en el presente estudio, nuestros
resultados sugieren que el compromiso de la funcién de
reabsorcién del RS asociado con el aumento de eflujo de
calcio durante la didstole del misculo del grupo LMI es la
causa probable de la decaimiento de la fuerza post-reposo.
Por lo tanto, es posible especular también que menores
indices de [Ca”*], debido al aumento de NCX, aunque puedan
reducir la sobrecarga deletérea de Ca**, pueden disminuir
el Ca?* disponible para reabsorcién durante la didstole vy,
consecuentemente, la cantidad liberada durante la sistole.

En suma, nuestros resultados confirmaron que Ratas
infartados presentan disfuncién ventricular global y también
trastornos contractiles del miocardio resultantes del infarto
directamente relacionado a la gravedad del remodelado.
Contribuyendo para esa alteracion, el uso del protocolo CPP
identific6 un comportamiento excepcional del miocardio de los
Ratas, designado como decaimiento de la fuerza post-reposo.
Se atribuye ese fenémeno a un trastorno en las proteinas de
manipulacién de Ca’* en el ejercicio de sus funciones normales,
especialmente en grandes infartos de miocardio, debido a la
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asociacion de la reducida reabsorcion de Ca’* por la SERCA2
con el eflujo excesivo de Ca?* por el NCX.
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