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Remodelamento Miocardico apos Grandes Infartos Converte
Potenciacao Pos-pausa em Decaimento da Forca em Ratos

Myocardial Remodeling after Large Infarcts in Rat Converts Post Rest-Potentiation in Force Decay
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Resumo
Fundamento: A Contracao pés-pausa (CPP) do musculo cardiaco fornece informagoes indiretas sobre a manipulacao de
calcio intracelular.

Objetivo: Nosso objetivo foi estudar o comportamento da CPP e seus mecanismos subjacentes em ratos com infarto do
miocardio.

Métodos: Seis semanas ap6s a oclusao coronariana, a contratilidade dos Misculos Papilares (MP) obtidos a partir de ratos
submetidos a falsa cirurgia (C, n = 17), com infarto moderado (MMI, n = 10) e grande infarto (LMI, n = 14), foi
avaliada apés pausa de estimulos elétricos de 10 a 60 segundos antes e depois da incubacao com cloreto de litio
(Li*) em substituicao ao cloreto de sédio ou rianodina (Ry). A expressdao proteica de Ca(2+)-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA2), trocador Na*/Ca?* (NCX), fosfolambam (PLB) e fosfo-Ser (16)-PLB foi analisada por
Western blotting.

Resultados: Os ratos MMI apresentaram potenciacao de CPP reduzida em comparacao aos ratos C. Em oposicao a potenciacao
normal para ratos C, foram observadas depressoes de forca pds-repouso nos misculos de ratos LMI. Além disso, a Ry
bloqueou a depressao ou potenciacao de PRC observada em ratos LMI e C; o Li* inibiu 0 NCX e converteu a depressao em
potenciacao de CPP em ratos LMI. Embora os ratos MMI e LMI tenham apresentado diminuicao no SERCA2 (72 = 7% e 47
*+ 9% de ratos controle, respectivamente) e expressao protéica de fosfo-Ser'®-PLB (75 = 5% e 46 + 11%, respectivamente), a
superexpressao do NCX (175 + 20%) so6 foi observada nos misculos de ratos LMI.

Conclusao: Nossos resultados mostraram, pela primeira vez, que o remodelamento miocardico p6s-IAM em ratos pode
mudar a potenciacao regular para depressao pos-repouso, afetando as proteinas de manejo do Ca(2+) em midcitos. (Arq
Bras Cardiol 2012;98(3):243-251)
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Abstract

Background: Post-rest contraction (PRC) of cardiac muscle provides indirect information about the intracellular calcium handling.
Objective: Our aim was to study the behavior of PRC, and its underlying mechanisms, in rats with myocardial infarction.

Methods: Six weeks after coronary occlusion, the contractility of papillary muscles (PM) obtained from sham-operated (C, n=17), moderate
infarcted (MMI, n=10) and large infarcted (LMI, n=14) rats was evaluated, following rest intervals of 10 to 60 seconds before and after incubation
with lithium chloride (Li*) substituting sodium chloride or ryanodine (Ry). Protein expression of SR Ca(2*)-ATPase (SERCA2), Na*/Ca®* exchanger
(NCX), phospholamban (PLB) and phospho-Ser(16)-PLB were analyzed by Western blotting.

Results: MM exhibited reduced PRC potentiation when compared to C. Opposing the normal potentiation for C, post-rest decays of force were
observed in LMI muscles. In addition, Ry blocked PRC decay or potentiation observed in LMI and C; Li* inhibited NCX and converted PRC decay
to potentiation in LMI. Although MM and LMl presented decreased SERCA2 (72+7% and 47+9% of Control, respectively) and phospho-Ser'®-PLB
(75=5% and 46+11%, respectively) protein expression, overexpression of NCX (175%20%) was only observed in LMI muscles.

Conclusion: Our results showed, for the first time ever, that myocardial remodeling after Ml in rats may change the regular potentiation to post-rest
decay by affecting myocyte Ca(2*) handling proteins. (Arq Bras Cardiol 2012;98(3):243-251)
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Introducao

No musculo cardiaco, tanto o influxo de célcio (Ca?*)
pelo sarcolema quanto a liberagdo de Ca** no Reticulo
Sarcoplasmatico (RS) contribuem para a ativagao de
miofilamentos durante a contragdo, e na maioria dos
mamiferos, a liberagdo de Ca?* induzida por Ca?* a partir do
SR é quantitativamente dominante’*. Os mecanismos bdsicos
celulares da contragao muscular cardiaca séo significativamente
modulados pelo ritmo de estimulagdo. Assim, mudancas na
frequéncia e no ritmo cardiaco sdo normalmente usadas como
manobras experimentais para avaliar o comportamento ou
revelar anormalidades na cinética de Ca** no acoplamento
excitagdo-contracao®. Assim, a Contragdo pés-pausa (CPP)
permite uma avaliagdao indireta da funcao do RS**°. No
miocérdio de ratos normais, a CPP é potencializada pelo
Ca?* adicional acumulado no RS durante a pausa em razao
de atividade de Ca?*-ATPase (SERCA2) no RS e da liberacao
fraciondria de Ca** »° mediante a ativagao. Por outro lado, a
CPP é negativamente modulada pelo efluxo de Ca?* ao longo
do trocador Na*/Ca?* "7,

O remodelamento ventricular que acontece ap6s o Infarto
do Miocardio (IM) muitas vezes leva ao comprometimento da
fungao contratil do miocardio poupado®'", estando associado
ao comprometimento da manipulagao intracelular Ca?* '3,
Como resultado, foi proposto que a Potenciagao pés-pausa
pudesse ser alterada patologicamente por uma alteragao
na cinética do cdlcio''®. Estudos anteriores descreveram
redugdo da Potenciagdo pés-pausa nos musculos papilares
do ventriculo esquerdo de ratos com IM curado de diferentes
tamanhos de infarto”'®. Recentemente, foi identificada, pela
primeira vez, a depressao das contragdes pds-repouso em ratos
com insuficiéncia cardiaca cronica'®. Considerando que os
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a génese da Contragao
p6s-pausa no miocérdio de ratos apés o remodelamento nao
estdo completamente definidos, no presente relatério foi
investigada a CPP do musculo papilar ventricular esquerdo
remanescente do MI, e sua relacdo com o remodelamento
molecular das principais proteinas de manipulagao de Ca?*.

Métodos

Animais

Ratos Wistar pesando 180-220 g foram tratados e
utilizados de acordo com os Principles of Laboratory Animal
Care (Publicacdo do NIH No. 86-23, revisados em 1985) e o
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo (CEP# 0340/08).

Infarto do miocardio experimental

O IM foi produzido pela ligadura da artéria coronaria
permanente, como descrito pelo nosso laboratério em
publicacbes anteriores'!”. Brevemente, sob anestesia (ketamina
50 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, via intraperitoneal) e ventilagao
artificial (Harvard Rodent Ventilator, modelo 863, Harvard
Apparatus, Holliston, MA), foi feita uma toracotomia esquerda.
O coracao foi exteriorizado e a artéria corondria descendente
anterior foi ligada com sutura de polipropileno 6-0. O coragao

foi rapidamente reposicionado e o térax foi fechado. Ratos
submetidos a falsa cirurgia foram considerados o grupo controle
(O). Todos os resultados morfolégicos e funcionais foram avaliados
seis semanas apds a produgao do IM.

Funcao cardiaca global e morfologia

A fim de caracterizar o IM, bem como as dimensoes e a
funcdo do coracao, foi realizado um ecocardiograma com
Doppler em animais anestesiados (mesma mistura de ketamina
com xilazina) seis semanas ap0s a cirurgia. Esses procedimentos
foram realizados por um observador cego a condigao animal,
usando um instrumento HP SONOS 5500 (Philips Medical
System, Andover, MA, EUA) com um transdutor de 12 MHz
a uma profundidade de 2 c¢m, de acordo com metodologia
previamente descrita''”/'®. Imagens transversais foram obtidas
nos niveis basal (na extremidade das clspides da valva mitral),
médio (ao nivel dos musculos papilares) e apical (distal ao
mdsculo papilar, mas além do tampéao da cavidade). O tamanho
do infarto foi estimado como a identificagao subjetiva de
acinesia ou discinesia da parede ventricular esquerda (VE) em
cada plano transversal e apresentado como o comprimento do
arco correspondente ao segmento da cicatriz do IM em relagao
ao perimetro total da borda endocardica do VE. Recentemente,
demonstramos que essa medida ecocardiogréfica esta
satisfatoriamente de acordo com a coloragao histoquimica'®. Os
animais infartados foram divididos em dois grupos, de acordo
com o tamanho do IM: um grupo composto de ratos com IM
moderado, entre 20% e 39% do VE (MMI), e outro grupo de
ratos com IM maior que 39% do VE (LMI).

Os diametros diastdlico e sistdlico final do VE foram medidos
a partir do corte transversal paraesternal usando imagens
em modo M. A fungao sistélica foi definida pela fragao de
encurtamento e calculada como a média percentual de variagao
entre os didmetros diastélico e sistélico. A funcao diastélica foi
analisada pela curva de velocidade de influxo diastélico mitral
pelo Doppler pulsétil. A partir de uma vista de 4 camaras,
foram adquiridos o pico da onda E e velocidades da onda A e
calculada a razao E/A.

Mecanica muscular cardiaca isolada

Imediatamente apés o exame ecocardiografico, foram
feitas preparagbes in vitro do musculo papilar isolado do
VE"™. O coragao foi rapidamente removido e colocado em
solugdo Krebs-Henseleit oxigenada tamponada a 29 °C. O
musculo papilar posterior do VE foi cuidadosamente dissecado
e verticalmente inserido em um banho de 6rgaos aquecido
a 29 °C e 100% oxigenado. O musculo foi acoplado a um
transdutor de forga isométrica (GRASS FT-03, Astro-Med,
Inc. RI, EUA) conectado a um micrometro para ajustes de
comprimento muscular. A composi¢ao da solugao de Krebs-
Henseleit foi a seguinte (em mM): 135 NaCl; 4,69 KCl, 1,5
CaCl; MgSO, 1,16; KH,PO, 1,18; 5,50 glicose, 10 U de
insulina e 20 HEPES, tamponado a pH 7,4. As preparacoes
foram estimuladas a 0,2 Hz, com 5 ms de pulsos de onda
quadrada através de eletrodos de platina paralelos com tenses
ajustadas para aproximadamente 10% a mais do que o minimo
necessario para produzir resposta mecanica méaxima. Apés 60
min de estabilizacao na condigao de baixa carga, o mdsculo
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foi carregado para contrair isometricamente e esticado até o
maximo comprimento de sua curva de comprimento-tensao
(L,,)- Os testes foram realizados em L . (comprimento ideal
para contracao), e a tensao isométrica foi avaliada pela forca
normalizada para a drea da secao transversal do mdsculo (g mm-
2). Os seguintes parametros foram obtidos: Tensao de Repouso
(TR), pico da Tensao Desenvolvida (TD) e sua primeira derivada
(dT/dt), tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida (TPT)
e tempo para 50% de relaxamento (TR50). CPPs relativas foram
medidas em trés grupos experimentais utilizando duragdes
de pausa de 10, 15, 30, 45 e 60 segundos. A CPP relativa foi
expressa como a amplitude da TD pés-repouso dividida pela TD
em estado estacionario. Para investigar o papel do RS e NCX na
CPP, esse protocolo foi repetido na presenca de rianodina 1 uM
para inibir a fungao do RS*, usando uma versao modificada de
solucdo KH com zero [Na*] e 135 mM de cloreto de litio (Li*)
para inibir a fungdo do NCX*'. O Li* foi substituido por Na*,
porque passa pelo canal de Na*, mantendo a excitabilidade do
midcito enquanto os trocadores de membrana nao sao capazes
de usar Li* para a troca?'.

Parametros biométricos

Depois da remocao do musculo papilar, os ventriculos direito
e esquerdo foram separados e pesados. O pulmao direito
também foi excisado e pesado. Apds secagem a 70 °C durante
12h, o Teor de /\gua Pulmonar (TAP), considerado um indice
de congestao, foi determinado utilizando a seguinte equagao:
TAP (%) = (perda de peso apds a secagem / peso Gimido) x 100.

Expressao proteica de SERCA2, fosfolambam e NCX

O teor de proteina foi analisado em amostras de VE
remanescente dos grupos LMI, MMI e C apés a excisdao dos
mdsculos papilares e cicatrizacao do infarto. Homogeneizados
de tecido foram analisados por Western blotting de acordo com
protocolos previamente descritos® para comparar a expressao
protéica de SERCA2, fosfolambam (PLB), fosfo-Ser'®-PLB e NCX
em todos os grupos experimentais. Amostras de miocérdios nao
infartados foram rapidamente congeladas a -70 °C. Os tecidos
foram homogeneizados em tampao de extragdo gelado (Tris
50 mM, EDTA 1 mM e sacarose mM 250, pH 7,4) usando
Polytron (Polytron® PT2100, Kinematica AG, Littau, LU, SWI).
Para preparar as fragdes microssomais de proteinas, foi feita
uma centrifugagao inicial a 10.000 x g por 10 mina 4 °C. O
sobrenadante foi centrifugado a 100.000 x g por 60 min. O
pellet, o que representa a fragao microssomal, foi ressuspendido
em tampao Tris-EDTA (Tris 50 mM, EDTA 1,0 mM, pH 7,4). Vinte
e cinco microgramas de proteina do VE e padrdes moleculares
SDS-PAGE pré-colorados (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA,
EUA) foram separados por eletroforese em SDS-PAGE 7,5%
ou 12% (para NCX ou SERCA2 e PLB, respectivamente) e, em
seguida, transferidos para membranas de polivinil difluoreto
durante a noite a 4 °C, usando um sistema celular de transferéncia
Mini Trans-Blot (Bio-Rad) contendo Tris 25 mM, glicina 190mM,
metanol 20% e SDS 0,05%. A eficiéncia de transferéncia e a
igualdade de carga de proteina foram verificadas através da
coloragao de Ponceau S 1% (Caledon Laboratories, Georgetown,
ON, CAN), previamente validado como uma alternativa eficiente
para o controle de qualidade e carga das amostras??. Em seguida,
a membrana foi bloqueada por 60 minutos a temperatura
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ambiente em solugdo tamponada Tris (Tris 10 mM, NaCl 100
mM, Tween-20 0,1%, pH 7,4) com 5% de leite desnatado em
p6. Em seguida, a membrana foi incubada durante a noite a 4
°C com anticorpos monoclonais de rato anti-NCX1 (diluigao
1:1500, anticorpos suigos Swant®, Bellinzona, CH, SWI),
anticorpos monoclonais de rato anti-SERCA2 (diluicao 1:2.500,
Abcam Inc., MA, EUA), anticorpos monoclonais de rato anti-PLB
(0,25 mg/mL, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, EUA) ou
anticorpos monoclonais anti-fosfo-Ser'®-PLB de rato (1:1000,
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, EUA). Ap6s a lavagem,
a membrana foi incubada por 90 min com um anticorpo 1gG
antirato conjugado com peroxidase de rabano silvestre (diluigdo
1:3000; Bio-Rad, CA, EUA). A membrana foi cuidadosamente
lavada e os imunocomplexos foram detectados através de sistema
de peroxidase de rdbano silvestre/quimioluminescéncia com
luminol (ECL Plus, Amersham International plc, Little Chalfont,
UK) e, em seguida, submetida a autorradiografia. Parcelas de
proteinas foram quantificadas pelo software Scion Image (Scion
baseado em imagem NIH) em unidades arbitrarias de densidade
o6ptica normalizadas por valores médios obtidos para as amostras
C em cada membrana.

Analise estatistica

Os resultados sdao expressos como média = EPM e
analisados pelo teste t de Student ou por analise de variancia
(ANOVA mono ou bifatorial), seguidos pelo teste post hoc
de Bonferroni, conforme o caso. Todas as andlises estatisticas
foram realizadas com o software GraphPad Prism 4.0
(CGraphPad Softwares Inc., San Diego, CA, EUA) e as diferencas
de p < 0,05 foram consideradas significativas.

Resultados

Biometria e ecocardiograma com Doppler

A tabela 1 mostra que os pesos dos ventriculos direito e
esquerdo aumentaram no grupo LMI comparados aos controles
(grupo C). O grupo MMI mostrou-se apenas parcialmente
alterado em comparagao com o grupo C, somente com
indices de peso coragao/corpo e VE/corpo aumentados. Esses
parametros estiveram acompanhados por maior TAP no grupo
LMI em comparagdo com os grupos MMI e C (tab. 1). Dados
ecocardiogréficos morfolégicos e funcionais (tab. 1) sugerem
dilatacdo das cavidades cardiacas associada a disfuncao
sistdlica e diastdlica em rato de ambos os grupos infartados,
sendo que a maioria dos pardmetros avaliados mostrou-se mais
extensivamente alterada no grupo LMI do que no grupo MMI.

Contratilidade miocardica in vitro

A area transversal foi maior no grupo LMI (1,16 = 0,05
mm?, n = 14) em comparagao com o grupo MMI (1,01 =
0,05 mm?, n = 10) e o grupo C (0,96 * 0,04 mm?, n = 17).
Como podemos ver na tabela 2, ap6s seis semanas de ocluséo
coronariana, os parametros contrateis foram prejudicados
nos grupos MMI e LMI em comparacao com o grupo C,
apresentando uma depressao da TD e da dT/dt positiva. No
entanto, somente o grupo LMI mostrou depressao significativa
da dT/dt negativa, bem como maior tempo de duragao das
fases de contragao e relaxamento.
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Parametros cardiacos

Controle IM moderado Grande IM
(n=17) (n=10) (n=14)
Biometria
CIPC (mg g™') 2,72 0,06 317+0,08*  343+0,11*
VD/PC (mg g) 0,68 + 0,02 0,74 0,02 0,94 £0,07 *
VE/PC (mg g”') 2,20 £0,05 252+008* 261+0,07*
TAP (%) 79+0,21 80 +0,31 82+048*
Ecocardiograma
DDVE (cm) 0,72 £ 0,01 0,81+0,02 0,98 +0,02*
FE (%) 54,8 +2,04 374+144*  263+194%
Razéo E/A 215+0,1 24+02" 486+05*#
Tamanho do infarto (%) - 328+16 448 +12*

Os resultados sédo expressos como média + EPM. IM - Infarto do miocérdio;
C/PC - Coragéo indexado pelo peso corporal; VD/PC - razdes do peso do
ventriculo direito e do ventriculo esquerdo (VE/PC) para o peso corporal;
TAP - Teor de agua pulmonar; DDVE - Diémetro diastolico do ventriculo
esquerdo; FE - Fragao de encurtamento; E/A - Razdo das velocidades da
onda E/A. *p < 0,05 vs. Controle e #p < 0,05 vs. IM moderado. ANOVA
monofatorial e teste post hoc de Bonferroni.

Na figura 1A, tragados originais ilustram o comportamento
da CPP dos miusculos papilares de ratos infartados e
controles durante as pausas da estimulagdo. No grupo C, a
potenciagao da CPP ocorreu, o que aumentou com a duragao
da pausa. No entanto, nos masculos dos grupos infartados,
o comportamento da CPP foi substancialmente alterado.
Enquanto o grupo MMI apresentou uma redugao nessa
potenciacao de CPP, os musculos no grupo LMI desenvolveram
depressao da forga apds o repouso em comparagdo com
contragbes em estado estaciondrio. A depressao se acentuou
com o aumento da duragao da pausa (fig. 1B).

A fim de investigar os mecanismos da CPP em misculos
papilares de ratos infartados, foram utilizadas ferramentas
farmacoldgicas (fig. 2) e moleculares (fig. 3). Tendo em vista que

Mecanica do musculo papilarem L,

Controle IM moderado Grande IM
(n=17) (n=10) (n=14)

D (g mm) 5,04 + 0,41 403+018%  29+020**
TR (g mm2) 1,15 0,07 1,19+0,12 1,48+0,16
+dT/dt (g mm2s~) 5335+4,43  40,26+1,93* 2576+2,33**
~dTidt (g mm2s) -31,04+244 -2257+1,00 -19,60+1,93*
TPT (ms) 1578 175+8 210+6*
TR50 (ms) 149 £ 10 162+9 202+7*

Os resultados séo expressos como média + EPM da tenséo desenvolvida (TD);
IM - Infarto do miocardio; TR - Tenséo de repouso; +dT/dtmaX - taxa maxima de
desenvolvimento de tenséo e declinio (-dT/dt ); TPT - Tempo para o pico de

tenséo; TR50 - Tempo para 50% de relaxamento. *p < 0,05 vs. Controle e #p
< 0,05 vs. IM moderado. ANOVA monofatorial e teste post hoc de Bonferroni.

apenas o grupo LMl exibiu o comportamento incomum da CPP
os seguintes protocolos farmacolégicos foram realizados apenas
no grupo C; no grupo LMI foram feitas preparagoes papilares.
A administragao de Ry (1 uM, durante 30 min) na solugao de
Krebs-Henseleit aboliu completamente a potenciagao de CPP no
grupo C e a depressao de CPP no grupo LMI (fig. 2A). Por outro
lado, o bloqueio de NCX com uma solugdo de Krebs-Henseleit
modificada contendo Li* em vez de Na* promoveu uma ligeira
melhora na contragao relativa CPP no grupo C e restabeleceu o
comportamento normal no grupo LMI, convertendo a depressao
de CPP para um perfil de potenciagao de CPP (fig. 2B).

Teor de proteinas por Western blotting

Em todos os grupos, foram investigadas proteinas de
manipulagao calcio possivelmente envolvidas nessas alteragoes
(fig. 3). O remodelamento miocardico apds o infarto levou a uma
diminuicdo do teor de SERCA2: embora o grupo MMI tenha
apresentado diminuicdo moderada da expressao proteica de
SERCA2, foi alcancada significancia apenas no grupo LMI (fig.
3A). O PLB total mostrou-se significativamente reduzido tanto no
grupo MMI (79 £ 12% do teor de C) quanto no grupo LMI (65
+ 10% do teor de C). Sua forma fosforilada (Ser'®-PLB) também
se apresentou reduzida nos grupos infartados (fig. 3B). Embora
o teor de proteina NCX ndo tenha se alterado no grupo MMI
quando comparado ao grupo C, esse mesmo teor mostrou-se
aproximadamente 1,7 vez mais expressivo no grupo LMl (fig. 3C).

Discussao

Nossos resultados mostram que o remodelamento miocardico
pbs-IM em ratos pode mudar a potenciagdo regular pds-repouso
para pds-depressao da forga ativa afetando proteinas de manejo
do Ca(2+) em midcitos. Esse comportamento incomum da
mecanica do miocardio mostrou-se evidente apenas em animais
com grande infarto, em que o processo de remodelamento
incluiu ndo apenas dilatagdo do VE com disfuncao sistélica
e diastélica, mas também pior contragdo e relaxamento do
miocardio, provavelmente pela deficiéncia de captacao de SR
Ca** e efluxo excessivo de Ca** do sarcolema.

Disfungao ventricular no IM e dilatacao das cavidades
cardiacas, normalmente observadas em ratos com infartos
maiores?, também sao mostradas no presente estudo. O
remodelamento pés-IAM esteve associada com a diminuigao
do desenvolvimento de tensdo nos mdsculos papilares de ratos
infartados e taxa reduzida de geracao de forca e relaxamento,
como relatado anteriormente para os mdsculos papilares®'01320:24,
Identificou-se também um comprometimento similar do
encurtamento em midcitos ventriculares isolados*?°, e os
mecanismos propostos para explicar a disfungao contratil incluem
defeitos no acoplamento excitagao-contragao'>*.

Contracoes pos-repouso no musculo cardiaco

z

Durante o repouso do miocardio, o Ca** é removido do
citosol para o RS por SERCA2 ou para a mitocondria pelo
uniportador de Ca**, ou é expulso pelo NCX e Ca?*-ATPase
do sarcolema'. Nos protocolos de CPP como o utilizado no
presente trabalho, a potenciagao da TD ocorre depois de uma
pausa de estimulos, como esperado para o misculo cardiaco
de ratos. Normalmente, como a maior parte do Ca** retorna ao
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Contragdo pés-pausa das preparagbes do musculo papilar isolado. Painel A, tragados tipicos representando a forga desenvolvida do mdsculo papilar
de ratos controle (superior) e de grande IM (inferior) antes e depois da pausa de estimulo (10 a 60 seg). A potenciagdo de contragdes pds-repouso é evidenciada
no grupo controle, ao passo que depressées de forga p6s-repouso ocorreram no musculo de ratos com grande IM. Painel B, Efeito do prolongamento das

pausas (média + EPM) sobre a contragéo relativa (CPP dividida pela contragdo em

estado estacionério) do grupo controle (C), grupo de infarto moderado (MMI)

e grande infarto (LMI). ANOVA bifatorial e testes post hoc de Bonferroni para dados *p < 0,05 vs C. *p < 0,05 vs. MMI.

RS durante o periodo de repouso, seu teor tende a aumentar
com o prolongamento da pausa, aumentando também a
liberagdo de Ca?* e, por fim, a geracao de forga sobre a proxima
ativagdo'. Na verdade, a administragdo de Ry para bloquear a
funcao do RS nos nossos experimentos aboliu completamente
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a potenciagao dos musculos no grupo C, reforgando estudos
anteriores que descrevem o papel fundamental da funcao de
armazenamento do RS nesse fendmeno®. Por outro lado, a
inibicdo da extrusao de Ca** pelo sarcolema pelo NCX em
nossas preparagbes (usando Li*) aumentou a potenciacao dos
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Efeitos da rianodina (Ry) e cloreto de litio (Li*) nas contragbes pds-repouso. Painel A, Potenciagdo e depressao pds-repouso de contrages foram abolidas
apos adigao de 1 uM Ry em preparagdes dos grupos controle (C) e grande infarto (LMI), respectivamente. Painel B, substituicdo de Li* por sédio na Potenciagado
pés-pausa intensificada por solugdo tampéo no grupo C, e conversdo da depresséo para potenciagéo no grupo LMI. *p < 0.05 vs. Grupo C, sem intervengbes
farmacologicas. *p < 0,05 vs. antes de Ry ou Li*. ANOVA bifatorial e teste post hoc de Bonferroni. Os simbolos representam Média + EPM.

musculos C, o que confirma a importancia dos mecanismos de
efluxo de Ca?* para modular negativamente a CPP do mdsculo
do VE dos ratos®’”. De fato, relatou-se que a estimulagdo do
NCX leva a um aumento do efluxo de Ca?* e influxo de Na*
e, consequentemente, a uma diminuigao da CPP?2

Depressao pos-repouso no musculo cardiaco de ratos

Diversos relatos investigaram o remodelamento miocardico
pos-infarto e disfuncao contrétil, tendo apontado deficiéncias
na movimentagao de Ca2* em cardiomidcitos'>?931. A
literatura é controversa a respeito do comportamento da CPP
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Expresséo protéica de SERCA2, Ser'®-PLB e NCX por Western blotting. Os teores proteicos de SERCA2 (Painel A) e Ser'®-PLB (Painel B) foram reduzidos
em grupos de infarto moderado (MMI, n = 4) e grupos de grande infarto (LMI, n = 4), quando comparados ao grupo controle (C, n = 5); houve superexpresséo de NCX
(Painel C) apenas no miocérdio do grupo LMI. Os dados (Média + EPM) séo expressos como a porcentagem do grupo controle. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. C; e +p < 0,05

vs. MMI. ANOVA bifatorial e teste post hoc de Bonferroni.

no remodelamento pés-IM. Em miocdrdios humanos com
disfungdo, os autores relataram diminuicdo da potenciagao®*
ou depressao® da contragao ap6s pausas prolongadas. Em
modelos animais®'®, observou-se a diminuigao da potenciagao
em comparagao aos controles a partir de ratos infartados. Além
disso, em midcitos sobreviventes apés IM em caes, houve
redugao da potenciagao da contragao apés o repouso™. Essas
alteragoes foram atribuidas essencialmente ao comprometimento
da fungao de armazenamento do RS associado com relativa
redugdo da liberagao de Ca**. Recentemente, nosso grupo
identificou depressao da CPP nos musculos papilares de
ratos com insuficiéncia cardiaca 40 semanas ap6s a oclusao
coronariana'®. No entanto, os mecanismos causais para esse
comportamento inédito da CPP em ratos ndo foram investigados,
tendo em vista que o presente estudo utiliza ratos adultos com
infartos curados de seis semanas de idade.

Nossos experimentos sugerem que as alteragdes do
acoplamento excitagao-contragao contribuem para a reducao
da CPP nos ratos LMI: a disfuncao de armazenamento do RS
associada com a intensificacdo da extrusao de Ca’*, uma vez
que a Ry aboliu este fendbmeno, ao passo que a inibigao de
NCX normalizou-o.

O comprometimento da fungao de reabsorcao do RS, o que
provavelmente ocorre tanto no grupo MMI quanto no grupo LM,
pode ndo se dar somente pela diminuigao da expressao proteica
de SERCA2, mas também ao menor teor de Ser'®-PLB como
mostra os ensaios de Western blotting. Quando fosforilada, a
proteina reguladora PLB alivia a inibigdo da SERCA2, permitindo
a sua funcao de captagao de Ca** '. De fato, a diminuigdo da
fosforilagdo de PLB no miocérdio remodelado de ratos infartados
também tem sido descrita como levando a disfuncao do RS*".
Além disso, ndo podemos ignorar a ocorréncia de vazamento
diastélico elevado de Ca** das vesiculas do RS. Relata-se que
as proteinas reguladoras receptoras da Ry (FKBP, em especial,

Arq Bras Cardiol 2012;98(3):243-251

FKBP12.6) podem ser patologicamente alteradas em sua estrutura
e contetido, bem como nos mecanismos de fosforilagao que
modulam o acoplamento do receptor FKBP-rianodina, resultando
em uma subcondutancia no remodelamento do miocérdio®*.

Particularmente nos musculos do grupo LMI, usando Li*
em vez de Na* na solugdo de Krebs-Henseleit, a depressao
da CPP em experimentos realizados no grupo LMI passou a
se constituir em uma potenciagao tipica da CPP, sugerindo o
papel fundamental do NCX sobre a deficiéncia da contragao
subsequente quando ocorre depressao da CPP. Como
mencionado anteriormente, embora a acumulacao de Ca**
no RS seja relativamente limitada pelo efluxo de Ca** através
do sarcolema, o RS normalmente reabsorve a maior parte do
Ca** como resultado da absor¢ao dominante de SERCA2 sobre
a extrusao deste fon pelo sarcolema em cardiomiécitos de
ratos. Por outro lado, se os mecanismos de efluxo de Ca?* pelo
sarcolema estdo desempenhando um papel mais importante
do que a reabsorgao pelo RS, a depressao do teor de Ca?*
pelo RS tende a ocorrer com o prolongamento da pausa em
coelhos?”. De fato, nos mamiferos em que a importancia da
SERCA2 é contrabalangada pelo NCX na realizagao da retirada
de Ca?*, como é o caso dos coelhos, o miocédrdio normalmente
exibe essa redugdo na forga da primeira contragao seguinte as
restantes, proporcionalmente a duragdo da pausa, designada
como depressao pos-repouso’. De fato, nossos resultados
mostram uma superexpressao significativa do teor do NCX no
grupo LMI quando comparado aos grupos MMI e C, o que
corrobora a ideia que o aumento da atividade e/ou expressao
de NCX esta relacionado com a depressao pés-repouso apés
o IM e insuficiéncia cardiaca, pelo menos nos ratos.

Embora o miocérdio remodelado tanto do grupo MMI
quanto do grupo LMI tenha diminuido os teores de SERCA2
e Ser'®-PLB, observou-se elevacao do nivel de proteina
NCX somente no grupo LMI, o grupo experimental que



Bocalini e cols.
Depressao miocardica pés-repouso de ratos infartados

Artigo Original

apresentou depressao poés-repouso. Assim, o perfil molecular
com remodelamento pés-IM deve ser uma variavel de
fundamental importancia para a ocorréncia de depressao
p6s-repouso. De fato, as mudangas em diferentes proteinas
de cardiomiécitos foram relatadas em modelos animais?'3%3¢
e humanos com insuficiéncia cardiaca®** como causadoras
do acoplamento disfuncional excitacdo-contragdo. Como
resultado, sugerimos que a importancia alterada do efluxo de
Ca’* pelo sarcolema provocado pela superexpressao de NCX
associada com a captagao disfuncional por parte do RS tenha,
provavelmente, levado ao comprometimento miocérdico dos
ratos, apresentando essa depressao da CPP.

Embora ndo tenhamos medido diretamente o [Ca®*],
ou a atividade das proteinas manipuladoras de célcio
analisadas, limitagdes reconhecidas no presente estudo,
nossos resultados sugerem que o comprometimento da
funcao de reabsorcdo do RS associado com o aumento de
efluxo de calcio durante a diastole do musculo do grupo
LMI é a causa provavel da depressao da forga pés-repouso.
Portanto, é possivel especular também que menores indices
de [Ca’*], devido ao aumento de NCX, embora possam
reduzir a sobrecarga deletéria de Ca?*, podem diminuir
o Ca’* disponivel para reabsor¢do durante a didstole e,
consequentemente, a quantidade liberada durante a sistole.
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