463

Artigo Original 5 N <

Os . w°

Cenario Disfuncional dos Principais Componentes Responsaveis
pelo Equilibrio do Transito de Calcio Miocardico na Insuficiéncia
Cardiaca Induzida por Estenose Aortica

The Dysfunctional Scenario of the Major Components Responsible for Myocardial Calcium Balance in Heart
Failure Induced by Aortic Stenosis

Vitor Loureiro da Silva,"*"™ Sérgio Luiz Borges de Souza,” Gustavo Augusto Ferreira Mota,"™ Dijon H. S. Campos,’
Alexandre Barroso Melo,? Danielle Fernandes Vileigas," Paula Grippa Sant’Ana,” Priscila Murucci Coelho,® Silméia
Garcia Zanati Bazan,"™ André Soares Leopoldo,*™ Anténio Carlos Cicogna’

Universidade de Sao Paulo - Departamento de Medicina Interna,’ Botucatu, SP — Brasil

Universidade Estadual Paulista - Clinica Médica,? Sao Paulo, SP — Brasil

Universidade Federal do Espirito Santo - Departamento de Desportos,” Vitéria, ES — Brasil

Resumo

Fundamento: O remodelamento cardiaco patolégico se caracteriza por disfuncao diastélica e sistélica, levando
a insuficiéncia cardiaca. Neste contexto, o cendrio disfuncional do transito de calcio miocardico (Ca?*) tem sido
pouco estudado. Um modelo experimental de estenose adrtica tem sido extensamente utilizado para aprimorar os
conhecimentos sobre os principais mecanismos do remodelamento patolégico cardiaco.

Objetivo: Entender o processo disfuncional dos principais componentes responsaveis pelo equilibrio do cailcio
miocardico e sua influéncia sobre a funcao cardiaca na insuficiéncia cardiaca induzida pela estenose aértica.

Métodos: Ratos Wistar de 21 dias de idade foram distribuidos em dois grupos: controle (placebo; n=28) e estenose
aértica (EaO; n=18). A funcao cardiaca foi analisada com o ecocardiograma, misculo papilar isolado e cardiomiécitos
isolados. No ensaio do misculo papilar, SERCA2a e a atividade do canal de Ca** dotipo L foram avaliados. O ensaio de
cardiomidcitos isolados avaliou o transito de calcio. A expressao proteica da proteinas do transito de calcio foi analisada
com o western blot. Os resultados foram estatisticamente significativos quando p <0,05.

Resultados: Os misculos papilares e cardiomiécitos dos coracdes no grupo EaO demonstraram falhas mecanicas.
Os ratos com EaO apresentaram menor tempo de pico do Ca**, menor sensibilidade das miofibrilas do Ca?*, prejuizos
nos processos de entrada e recaptura de calcio pelo reticulo sarcoplasmético, bem como disfun¢ao no canal de calcio do
tipo L (CCTL). Além disso, os animais com EaO apresentaram maior expressao de SERCA2a, CCTL e trocador de Na*/Ca**.

Conclusao: Insuficiéncia cardiaca sistélica e diastélica devido a estenose aértica supravalvular acarretou
comprometimento da entrada de Ca** celular e inibicao da recaptura de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico devido
a disfuncao no CCTL e SERCA2a, assim como mudancas no transito de célcio e na expressao das principais proteinas
responsaveis pela homeostase de Ca?* celular.

Palavras-chave: Estenose da Valva Aértica; Insuficiéncia Cardiaca; Misculos Papilares; Midcitos Cardiacos; Proteinas
de Ligacao ao Calcio.

Abstract

Background: Maladaptive cardiac remodelling is characterized by diastolic and systolic dysfunction, culminating in heart failure. In this context,
the dysfunctional scenario of cardiac calcium (Ca®*) handling has been poorly studied. An experimental model of aortic stenosis has been
extensively used to improve knowledge about the key mechanisms of cardiac pathologic remodelling.

Objective: To understand the dysfunctional process of the major components responsible for Ca?* balance and its influence on cardiac function
in heart failure induced by aortic stenosis.

Methods: Male 21-day-old Wistar rats were distributed into two groups: control (sham; n= 28) and aortic stenosis (AoS; n= 18). Cardiac
function was analysed by echocardiogram, isolated papillary muscle, and isolated cardiomyocytes. In the papillary muscle assay, SERCA2a and
L-type Ca** channel activity was evaluated. The isolated cardiomyocyte assay evaluated Ca’* handling. Ca’* handling protein expression was
analysed by western blot. Statistical significance was set at p <0.05.
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Results: Papillary muscles and cardiomyocytes from AoS hearts displayed mechanical malfunction. AoS rats presented a slower time to the Ca®*
peak, reduced Ca’* myofilament sensitivity, impaired sarcoplasmic reticulum Ca** influx and reuptake ability, and SERCA2a and L-type calcium
channel (LTCC) dysfunction. Moreover, AoS animals presented increased expression of SERCA2a, LTCCs, and the Na*/Ca’* exchanger.

Conclusion: Systolic and diastolic heart failure due to supravalvular aortic stenosis was paralleled by impairment of cellular Ca** influx and
inhibition of sarcoplasmic reticulum Ca* reuptake due to LTCC and SERCA2a dysfunction, as well as changes in Ca’* handling and expression

of the major proteins responsible for cellular Ca’* homeostasis.

Keywords: aortic stenosis; heart failure; papillary muscle; isolated cardiomyocytes; calcium handling proteins.

Introducao

A insuficiéncia cardiaca (IC) se caracteriza pela
incapacidade do coracao de realizar a perfusao de tecidos
com o oxigénio e os nutrientes requeridos pela demanda
metabdlica do corpo;" importantes desfechos intolerancia
ao esforgo e retengao hidrica.? O processo da IC é produto
do remodelamento mal adaptado, que pode ocorrer devido
a vdrios tipos de dano no coragdo, incluindo isquemia
miocardica e sobrecarga de volume e pressao.? Entre outros,
o prejuizo do transito de célcio € um mecanismo crucial da
deterioragao progressiva da fungdo contrétil na IC.*

Pesquisadores reportaram mudangas na expressao e na
fungao de proteinas reguladoras do transito de calcio em
vérias doencas cardiovasculares.”** No remodelamento
patolégico induzido pela estenose aértica, estudos
identificaram, por meio de diferentes métodos de indugao
cirdrgica e periodos da doenca, varias mudangas nos
elementos reguladores do Ca?*.""'2'%-22 Estudos iniciais
sugeriram que mudangas na saida e na entrada do reticulo
sarcoplasmatico de Ca?* estao relacionadas a disfungao
cardiaca causada pela estenose adrtica.'"'? Nossos estudos
anteriores avaliaram ratos com disfuncao diastélica ap6s seis
e doze semanas da estenose adrtica.’®'” Apés seis semanas,
observou-se uma deficiéncia na atividade do célcio ATPase
(SERCA2a) do reticulo endo/sarcoplasmético sem alteragao
na expressao da proteina;'®ap6s doze semanas, observou-se
um aumento na fosforilagdo do residuo Ser(16) da PLB e
menor expressao da protefina SERCA2a."” Além disso, em
animais com IC ap6s obstrugao da aorta,'?'** os autores
detectaram corrente de Ca** (I..) reduzida, ineficiéncia do
acoplamento dos canais de calcio do tipo L (CCTL) com
os receptores Rianodina,?® e mudangas nas proteinas de
transito de célcio.'**?

Como as investigacoes demonstram dados diferentes
relacionados ao nivel estrutural e funcional do remodelamento
cardiaco e as adaptagoes correspondentes a dinamica do Ca**
do miocardio, este estudo teve como objetivo caracterizar
o processo disfuncional dos principais responsaveis pelo
equilibrio do Ca** e sua influéncia na fungao cardiaca da IC
induzida por estenose adrtica. Para este fim, diferentemente
de estudos anteriores, realizamos uma avaliagdo cardiaca
global de animais 28 semanas apds a estenose aértica. Este
estudo analisou a funcao cardiaca nos niveis celular, tecidual
e de camara, e também examinou o transito de célcio e
proteinas responsaveis pelo equilibrio do Ca?* citosélico,
apresentando resultados divergentes e surpreendentes em
comparagao ao que hoje esta disponivel na literatura.

Full texts in English - https://abccardiol.org/en/

Métodos

Desenho do estudo

Um grupo de ratos machos Wistar, de 21 dias de idade, foi
submetido a cirurgia de inducao simulada (placebo, n=22)
ou de estenose adrtica (EaO, n=12). Vinte e oito semanas
ap6s o protocolo experimental, a fungao cardiaca foi avaliada
por ecocardiograma e musculo papilar isolado. A atividade
da SERCA2a e do CCTL foi analisada durante a potenciagao
pos-pausa e elevagao do calcio, respectivamente, e pela
administracao cumulativa do CA** extracelular na presenga
de bloqueadores especificos de SERCA2a ou CCTL no ensaio
do musculo papilar isolado. A expressdo das proteinas
reguladoras de transito de calcio foi medida pelo western
blot (placebo, n=7; EaO, n=7). Cinco animais com EaO
foram excluidos do experimento do musculo papilar isolado
por terem uma drea transversal do musculo papilar maior
do que 1,5 mm?.

Outro grupo de ratos machos Wistar foi submetido a
cirurgia de indugdo simulada (placebo, n=6) ou de estenose
adrtica (EaO, n=6). Nesses animais, o eletrocardiograma foi
realizado e os cardiomiécitos foram isolados. Uma analise
dos cardiomidcitos isolados foi realizada para avaliar a fungao
mecanica dos cardiomiécitos e o manejo do calcio.

Como observado, a avaliacdo do ecocardiograma foi
realizada em todos os animais (placebo, n=28; EaO, n=18).

Animais

Ratos Wistar obtidos do Centro Animal da Faculdade de
Medicina de Botucatu (Botucatu, Sdo Paulo, Brasil) foram
inseridos em gaiolas coletivas a 23°C, temperatura ambiente,
em um ciclo claro-escuro de 12 horas, umidade relativa de
60% e agua ad libitum. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Ftica em Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP”, e pelo “Guia para o cuidado e uso de
animais de laboratério” (protocolo 1138/2015).

Cirurgia de estenose aoértica

A EaO foi induzida cirurgicamente, como ja descrito."*"”
Os ratos foram anestesiados com uma mistura de cetamina (50
mg/kg, IM) e xilazina (1 mg/kg, IM), e o coragao foi exposto por
meio de uma toracotomia mediana. Um clip de prata (0,62
mm de didmetro interno) foi colocado na aorta ascendente,
a aproximadamente 3 mm de sua raiz, constituindo o grupo
EaO (n=17). Os ratos controle foram submetidos a mesma
cirurgia, porém, sem a bandagem da aorta (placebo, n=19).
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Funcao cardiaca

Ecocardiograma

Dados da estrutura cardiaca e andlise de funcao estao
expressos com varidveis do ecocardiograma 28 semanas apds a
estenose adrtica. Uma ecocardiografia disponivel no mercado
(Ceneral Electric Medical Systems, Vivid S6, Tirat Carmel,
Israel), equipada com uma sonda multifrequéncia de 5-11,5
MHz, foi utilizada, como descrito anteriormente.'”?>2¢ Os ratos
foram anestesiados por meio de uma injecao intraperitoneal,
com uma mistura de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (0,5
mg/kg). As seguintes varidveis foram utilizadas para avaliar a
estrutura cardiaca: atrio esquerdo (AE) normalizado para o
didmetro da aorta (AE/Ao), didmetro diastélico do ventriculo
esquerdo (DDVE), diametro sist6lico do ventriculo esquerdo
(DSVE), espessura diastélica da parede posterior (EDPP),
espessura diastélica do septo interventricular (EDSI) e
espessura relativa da parede (ERP). Os seguintes parametros
foram usados para avaliar a fungdo ventricular: frequéncia
cardiaca (FC), fragao de encurtamento da parede média (FS);
fracao de ejecao (FE); velocidade sistélica da parede posterior
(VSPP), velocidade de influxo mitral diastélico precoce
(onda E); e pico de velocidade da onda A (contragdo atrial),
velocidade anular mitral durante o enchimento ventricular
precoce (E), velocidade anular mitral durante a contragao
atrial (A), e razdo entre o fluxo de pico do enchimento e a
velocidade anular mitral durante o enchimento ventricular
precoce (E/E).

Sinais da insuficiéncia cardiaca

O mesmo investigador analisou os sinais clinicos e
patolégicos da IC (taquipneia, ascite, efusao pleural, trombo
em atrio esquerdo e hipertrofia ventricular direita), sem acesso
a0s grupos experimentais.

Ensaio isolado do misculo papilar

O desempenho contrétil do coragdo foi avaliado ao
examinar os musculos papilares isolados do ventriculo
esquerdo (VE), como descrito anteriormente.''"2> Os
musculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto
(0,2 Hz), utilizando eletrodos do tipo agulha de platina
posicionados paralelamente ao eixo longitudinal dos
masculos. Os eletrodos foram acoplados a um estimulador
elétrico (LE12406 - Stimulator, PanLab - Harvard Apparatus,
Cornella, Barcelona, Espanha) que emite estimulos de onda
quadrada de 5 ms. A voltagem do estimulo utilizado foi de
12 a 15 volts, aproximadamente 10% acima do valor minimo
necessario para provocar a resposta mecanica maxima do
musculo. No experimento, a solugao de Krebs-Henseleit foi
utilizada de acordo com a seguinte composicao em mM:
118,5 NaCl; 4,69 KC; 2,5 CaCl ; 1,16 MgSO,; 1,18 KH PO ;
5,50 de glicose e 24,88 NaHCO,. A solugdo foi aerada por
10 minutos com oxigénio a 95% (O,) e diéxido de carbono
a 5% (CO,), e mantida a 28°C. Os seguintes pardmetros
mecanicos foram medidos durante a contragao isométrica:
pico de tensao desenvolvida (TD; g/mm?), tensao em repouso
(TR; g/mm?2), taxa méaxima da tensao desenvolvida (+tD/td;
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g/ mm?/s) e declinio (-tD/td; g/mm?/s), e tempo de pico de
tensao (TPT; ms). Mecanismos reguladores da entrada de
Ca** e a atividade do CCTL foram analisados pela manobra
de elevacao da concentracao extracelular de Ca**, e elevacao
das concentragbes extracelulares de Ca** (0,5, 1,5, 2,5 e
3,5 mM) na presenca e na auséncia de diltiazem (10° M),
um bloqueador especifico dos CCTL. Uma manobra de
potenciacao pds-pausa (o estimulo foi pausado por 10, 30
e 60 s antes de reiniciar a estimulacdo) e uma elevacao das
concentragbes extracelulares de Ca?* (0,5, 1,5, 2,5, € 3,5 mM)
na presenca e na auséncia do acido ciclopiazdnico (CPA, 30
mM), um bloqueador altamente especifico de SERCA2a, foram
realizadas para avaliar o potencial da fungao de SERCA2a. Os
ensaios do bloqueio dos CCTL e SERCA2a foram avaliados
com base na porcentagem de inibicdo, calculada como
A%)= (M2-M1)/M1x100, de forma que M1 é o valor da
varidvel na concentracao extracelular de célcio, na auséncia
do bloqueador, e M2 é o valor da mesma varidvel em resposta
aos bloqueadores. Testes de elevagao extracelular do célcio e
potenciagao p6s-pausa foram analisados pelo percentual de
resposta comparado a linha de base, calculada como A(%)=
(M0-Mx)/M0x% 100, de forma que MO € o valor na condigao
de base, e Mx é o valor absoluto em resposta a manobra
(concentracao aumentada de calcio ou paralisia do estimulo
elétrico). Todas as varidveis foram normalizadas por area
transversal do misculo papilar. Os musculos papilares com
area transversal >1,5 mm? foram excluidos da analise porque
podem demonstrar hipéxia central e desempenho funcional
prejudicado.’®!”

Ensaio de cardiomiacitos isolados

Preparacao dos cardiomidcitos

Sob anestesia, ratos de cada grupo foram eutanasiados.
Os coragbes foram rapidamente removidos por toracotomia
e isolados enzimaticamente, como descrito anteriormente.?”
Brevemente, os coragdes foram canulados. A perfusao
retrégrada da aorta foi realizada em um sistema Lagendorff
(37°C), com solugao tampao de digestao (TD) e isolamento
modificada, uma solugéo livre de célcio contendo 0,1 mM
de etilenoglicol bis (B-alcool aminoetilico)-N, N, N’, acido
N'-tetracético (EGTA), e N-[2-hidroxietil piperazina- N’ —
[acido 2- etanosulfénico)] (HEPES), que foram equilibradas. A
composigao da solugao do TD foi a seguinte (mM): 130 NaCl,
1,4 MgCl,, 5,4 KCl, 25 HEPES, 22 de glicose, 0,33 NAH,PO4
e pH 7.39. Depois, os coragdes foram perfundidos por 15-20
minutos, com solugao TD contendo 1 mg/ml de colagenase
tipo Il (Worthington Biochemical Corporation, Reino Unido)
e Ca’* (1 mM). Ap6s a digestdo, os coragdes foram removidos
da canula, cortados em pequenos pedagos e colocados
em frascos conicos com solugdo TD contendo colagenase
suplementada com 0,1% de albumina de soro bovino e Ca**
(1 mM). Em seguida, este processo foi realizado mais duas
vezes sem a colagenase e com a adigdo de 1,6 e 3,12 uL
de 1,0 mM da solucdo padrdo CaCl,. Cada etapa contendo
células e solugdes foi incubada por aproximadamente 10
minutos. Entdo, o sobrenadante foi removido e os midcitos
foram suspendidos novamente em solucao de Tyrode
contendo o seguinte (em mM): 140 NaCl, 10 HEPES, 0,33
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NaH,PO,, 1 MgCl,, 5 KCl, 1,8 CaCl,, 10 de glicose. Somente
cardiomidcitos tolerantes ao cdlcio, quiescentes, em formato
de haste, mostrando estriacoes transversais claras, foram
examinados. Os cardiomidcitos isolados foram utilizados apés
2 a 3 horas de isolamento.

Contratilidade em cardiomidcitos

De forma breve, células isoladas foram colocadas em uma
camara experimental com uma base de lamelas montada na
mesa de um microscépio invertido (lon Optix, Milton, MA,
EUA), com sistema de detecgao de bordas e lentes objetivas
40x (Nikon Eclipse — TS100, EUA). As células foram imersas
em solugao de Tyrode e o campo foi estimulado a 1 Hz (20
V, 5 ms de duragao dos pulsos quadrados). O encurtamento
das células em resposta ao estimulo elétrico foi mensurado
por meio de um sistema de deteccdo de bordas em video,
com taxa de frames de 240-Hz (lonwizard, lon Optix, Milton,
MA, EUA), e os pardmetros de contracao foram avaliados.
O comprimento do sarcomero, o encurtamento fracional
(expresso como uma porcentagem do comprimento da célula
em repouso), velocidade maxima de encurtamento (VME),
velocidade méaxima de relaxamento (VMR), assim como tempo
até o encurtamento de 50% (tempo para pico de 50%), e
tempo até o relaxamento de 50% (tempo para relaxamento
de 50%) foram medidos em seis células por animal em cada
grupo experimental.

Medidas de Ca2+ intracelular

Em seguida, os cardiomidcitos foram estimulados a THz
(Myopacer 100, lon Optix Inc.), e as imagens fluorescentes
foram obtidas com comprimento de onda de excitagdo
alternando de 340 a 380 nm, utilizando um sistema Hyper
Switch (lonOptix, Milton, MA). A emissao de fluorescéncia
com subtragdo de background foi obtida, e a razao de Fura
2 AM foi utilizada como indice de transiente intracelular
de [Ca?"li, detectado em aproximadamente 510 nm.
A amplitude do transiente de Ca?* foi reportada como F/FO.
F é a media de intensidade de fluorescéncia maxima medida
no pico dos transientes de [Ca*'li, e FO é a intensidade base
de fluorescéncia medida na fase diastélica dos transientes
de [Ca**li. O tempo para o pico de [Ca?*] e o tempo para a
queda de 50% do Ca** também foram analisados.

Expressao das proteinas do transito de calcio

A andlise western blot foi usada para avaliar a expressao da
proteina dos componentes reguladores do manejo do Ca?*.
Fragmentos do VE foram congelados em nitrogénio liquido
e armazenados a -80°C. Amostras congeladas foram, entao,
homogeneizadas em tampao RIPA contendo inibidores de
protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e fosfatase
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA), utilizando um
homogeneizador bead beater (Bullet Blender®, Next Advance,
Inc., NY, EUA). O produto homogeneizado foi centrifugado
(5804R Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 12.000 rpm
por 20 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi transferido para
tubos Eppendorf e armazenado a -80°C. A concentragao
de proteina foi determinada utilizando um kit de ensaio da
proteina BCA (Pierce). A SDS-PACE foi usada para dissolver

novamente um total de 25 ug de lisado de proteina de cada
amostra. A eletroforese foi realizada com gel de empilhamento
bifasico (240 mm Tris-HCl pH 6,8, 30% poliacrilamida, APS
e TEMED) e redissolvida (240 mm Tris-HCI pH 8,8, 30%
poliacrilamida, APS e TEMED) a uma concentracdo de 6 a
10%, dependendo do peso molecular da proteina analisada.
O Kaleidoscope Prestained Standard (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) foi usado para identificar o tamanho das bandas.
A eletroforese foi realizada a 120 V (Power Pac HC 3.0 A, Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA) por 3 horas, com tampao (0.25 M
Tris, 192 mM glicna, e 1% SDS). As proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (Armsham Biosciences,
Piscataway, NJ, EUA), usando um sistema de mini trans-blot
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) com tampao de transferéncia
(25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol e 0,1% SDS).
As membranas foram bloqueadas com 5% de leite em pd
desnatado em tampao TBS-T (20 mM Tris-HCl pH 7,4, 137
mM NaCl e 0,1% Tween 20) por 120 minutos, em temperatura
ambiente, sob constante agitagdo. A membrana foi lavada
trés vezes com TBS-T e incubada por 12 horas a 4 — 8°C sob
constante agitacdo, com os seguintes anticorpos primdrios:
Serca2 ATPase (1:2500; ABR, Affinity BioReagents, Golden,
CO, EUA), Fosfolambam (1:5000; ABR), Fosfo-Fosfolambam
(Ser16) (1:5000; Badrilla, Leeds, West Yorkshire, Reino Unido),
Fosfo—Fosfolambam (Thr17) (1:5000; Badrilla), Exchanger
Na*/Ca?* (1:2000; Upstate, Lake Placid, NY, EUA), Canal de
Calcio, Voltagem Alfa 1C (1:100; Chemicon International,
Temecula, CA, EUA), Receptor de Rianodina (1:5000; ABR,
Affinity Bioreagents, Golden, CO, EUA) e GAPDH (1:1000;
Santa Cruz Biotechonology Inc., CA, EUA). Ap6s a incubagao
com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas trés
vezes em TBS-T e incubadas com anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase (IgG anti-coelho ou anti-rato; 1:
5.000- 1: 10.000; Abcam) por 2 horas sob constante agitagao.
As membranas, entdo, foram lavadas trés vezes com TBS-T
para remover o excesso dos anticorpos secundarios. Os blots
foram incubados com ECL (Enhanced Chemi-Luminescence,
Amersham Biosciences, Piscataway, Nova Jersey) para deteccao
da quimioluminescéncia pela ImageQuant™ LAS 4000 (CE
Healthcare). A andlise quantitativa dos blots foi realizada com o
software Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD, EUA).
Os imunoblots foram quantificados por densitometria utilizando
o software Image) Analysis (NIH), e os resultados da banda alvo
foram normalizados para a expressao do GAPDH do coragao.'
Nao foi possivel analisar o GAPDH (37 kDa) como normalizador
no mesmo gel que o receptor de rianodina (565 kDa) devido a
diferenca no peso molecular entre as duas proteinas. Por isso,
o receptor de rianodina é expresso sem normalizagao.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software Sigma Stat
3.5 (SYSTAT Software Inc., San Jose, CA, EUA). A distribuicao
das variaveis foi avaliada utilizando o teste de Kolmogorov-
Smirnov para normalidade. De acordo com os dados de
normalidade, os resultados sdo reportados como média =
desvio padrao (DP) ou mediana (percentil 25; percentil 75).
As comparagoes entre os grupos foram realizadas com o teste
tde Student bicaudal para amostras independentes, ou o teste
te Mann-Whitney ou a andlise variancia com dois fatores de
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medidas repetidas (ANOVA), quando apropriado. O nivel
de significancia foi considerado quando 5%.

O tamanho da amostra (n) foi estimado utilizando a
equacao para comparagao entre grupos: n = 2SD2(Za/2
+ ZB)2/d, no qual n é o tamanho da amostra, DP = 0,02
de estudos anteriores, Za/2 = 1,96 (da tabela Z) com erro
tipo 1 de 5%, ZB = 0,842 (da tabela Z) com poder de 80%
e = 0,02 (efeito do tamanho — diferenga minima entre os
valores médios).?® O tamanho da amostra necessario para
detectar uma diferenca significativa entre os grupos foi
de 16 ratos por grupo; porém, decidimos usar 22 animais
com simulagado (placebo) e 18 indugoes de estenose adrtica
(EaO) por grupo para o desenho do estudo.

Resultados

Avaliacao do ecocardiograma e sinais de insuficéncia cardiaca

Os dados do ecocardiograma revelaram que a estenose
adrtica resultou predominantemente em hipertrofia cardiaca
concéntrica (TERP. TEDPP, TEDSI, e TDDVE), dilatacao do

atrio esquerdo (TAE/Ao) e disfuncéo diastélica (Tonda E, TE/A,
TE/E, VE', e IA) e sistolica (TDSVE, YVEPP, LFS e JFE) 28
semanas ap6s a cirurgia (Tabela 1). Os seguintes sinais clinicos
e patolégicos da IC foram detectados: ascite (30%), trombo em
atrio esquerdo (48%), efusdo pleural (68%), taquipneia (79%)
e hipertrofia ventricular direita (100%) (Tabela 1).

Avaliacao isolada do miusculo papilar

Dados de base

A estenose aértica prejudicou as fungdes de contragao e
relaxamento do miocérdio ao reduzir a tensao desenvolvida
e a taxa maxima de tensao desenvolvida, e ao aumentar a
tensao de repouso e o tempo do pico de tensao (Tabela 2).

Manobras do misculo papilar isolado

A Figura TA-C apresenta a porcentagem de resposta do
mdsculo papilar a potenciagao pés-pausa (10, 30 e 60 s). Animais
com estenose adrtica apresentaram pouca resposta a manobra de
potenciagao pds-pausa em comparagao aos animais no placebo

Tabela 1 - Dados do ecocardiograma e sinais de insuficiéncia cardiaca

Placebo Ea0 Valor de p

FC (bpm) 302 + 40 298 + 40 0,857
DDVE (mm)* 7,55 (7,15; 7,66) 8,43 (7,27; 9,20) <0,001
DSVE (mm)’ 3,20 (2,81; 3,32) 3,83 (3,32; 5,62) <0,001
EDPP (mm)’ 1,53 (1,53; 1,65) 2,81 (2,55; 3,07) <0,001
EDSI (mm)” 1,65 (1,53; 1,70) 3,07 (2,84; 3,26) <0,001
ERP 0,43 £0,03 0,69 0,16 <0,001
AE/Ao 1,22 £ 0,09 1,91+£0,18 <0,001
Onda E (cm/s) 857 132+£18 <0,001
E/A 1,49 £0,18 513 £1,40 <0,001
E' (cm/s) 6,20 £ 0,78 5,32 £0,89 <0,001
A (cmls) 4,28 £0,67 3,12+1,18 <0,001
E/E’ 13,9+£2,22 25,2 + 4,66 <0,001
VSPP (cm/s) 689 37+9 <0,001
FS (%) 26,1+ 3,42 23,3+ 4,69 0,028
FE (%) 93 (92; 94) 89 (79; 92) <0,001
Ascite (%) 0 30 -

TAE (%) 0 48 -

EP (%) 0 68 -

Taquipneia (%) 0 79 -

HVD (%) 0 100 -

Dados sdo expressos em média + DP ou mediana (percentil 25; percentil 75)". Placebo: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 28); EaO: animais
submetidos a cirurgia de estenose adrtica (n= 18). FC: frequéncia cardiaca; DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro sistolico
do ventriculo esquerdo; EDPP: espessura diastélica da parede posterior; EDSI: espessura diastdlica do septo interventricular; ERP: espessura relativa
da parede no ventriculo esquerdo, AE: atrio esquerdo; AO: didmetro da aorta; E/A: razdo entre o pico de fluxo de enchimento (onda E) e pico de fluxo
da contragdo atrial (onda A); FE: fragdo de ejecdo; FS: fragdo de encurtamento da parede média; VSPP: velocidade sistélica da parede posterior; E’:
velocidade anular mitral durante o enchimento ventricular precoce; A’: velocidade anular mitral durante a contragdo atrial; E/E”: razdo entre o pico de
fluxo do enchimento e a velocidade anular mitral durante o enchimento ventricular precoce. TAE: trombo em atrio esquerdo; EP: efusdo pleural; HVD:
hipertrofia ventricular direita. Teste t de Student ou teste de Mann-Whitney. *p < 0,05.
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Tabela 2 - Dados de base

Placebo Ea0 Valor de p
ATV (mm?) 1,15+0,16 1,18 £ 0,20 0,589
TD (g/mm?) 6,26 + 1,58 5,18 +£0,93 0,039
TR (g/mm?) 0,60 % 0,20 0,80 % 0,24 0,010
+D/td (g/mm?/s) 66,6 £ 17,7 46,9 + 10,3 0,001
-tD/td (g/mm?/s) 22,1+524 23,9 £5,40 0,346

TPT (ms)* 180 (180; 185)

200 (180; 217) 0,007

Os dados sdo expressos como média + DP ou mediana (percentil 25; percentil 75)*. Placebo: animais submetidos & cirurgia simulada (n= 22); EaO:
animais submetidos a cirurgia de estenose aortica (n= 12). ATV: drea transversal papilar; TD: pico de tensdo desenvolvida; TR: tenséo de repouso;
+tD/td: taxa maxima de tensdo desenvolvida; -tD/td: taxa maxima do declinio da tensdo; TPT: tempo de pico de tensdo. Teste t de Student ou teste de

Mann-Whitney. p< 0,05.

para todos os periodos e varidveis avaliados. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em nenhum periodo. A Figura 1D-F
apresenta a porcentagem de resposta do masculo papilar para
aumentar a concentragdo de calcio extracelular (1,5; 2;5 e 3,5
mM). A Figura 2A-C mostra as respostas do misculo papilar a
inibicdo de SERCA2a e um aumento na concentracao de célcio.
Ap6s a inibicao de SERCA2a pelo acido ciclopiazénico, houve
diferenca significativa entre os grupos na concentracao de célcio
a 0,5 mM para o pico de tensao desenvolvida (Figura 2A). A taxa
méxima de tensao desenvolvida e de declinio ndo demonstraram
diferenca entre os grupos EaO e placebo. A Figura 2D-F apresenta
a resposta do musculo papilar a inibigao do canal de célcio tipo
L, mostrando um aumento na concentracao de célcio. Animais
com estenose adrtica tiveram pior desempenho na resposta a
elevacao do célcio apds o blogueio do CCTL em comparagao aos
animais do placebo para todos os periodos e variaveis avaliados.

Cardiomiocitos isolados

Funcao mecanica e analise do manejo do calcio

A Figura 3A-F mostra a fungao mecanica dos cardiomiécitos.
A estenose adrtica afetou a VME (Figura 3B) e os tempos para
alcangar 50% de contracao dos cardiomidcitos (Figura 3E) e o
pico de relaxamento (Figura 3F). A Figura 3G-J resume transito
de célcio 28 semanas apéds a estenose adrtica. Os animais com
EaO apresentaram alteragdes nos tempos para alcangar o pico
do Ca* e a queda de 50% de Ca**.

Expressao das proteinas do transito de calcio

Os dados relacionados a expressao proteica dos elementos
reguladores do transito de célcio sao demonstrados na Figura 4A-
E. A estenose adrtica aumentou o CCTL, SERCA2a e a proteina
de expressao do antiportador Na*/Ca?*, e reduziu a fosforilagao
no residuo Thr(17) da fosfolambam fosforilada (PLB).

Discussao

No modelo experimental da estenose adrtica supravalvular,
estudos investigando o remodelamento patolégico e a
insuficiéncia cardiaca, com foco em alteragdes especificas
do transito de calcio e seus elementos reguladores,

apresentaram dados escassos e uma reflexao superficial sobre
0s mecanismos. Assim, este trabalho realizou uma avaliacdo
geral da fungao cardiaca, da dinamica celular do Ca?**, dos
elementos reguladores do Ca** para elucidar o processo
disfuncional dos principais componentes responsaveis pelo
equilibrio do Ca** e sua influéncia na fungao cardiaca na IC
induzida por estenose aértica.

Neste estudo, a estenose adrtica promoveu mudangas
estruturais e disfuncao ventricular, tanto diastélica quanto
sistélica, como avaliado no ecocardiograma; resultados
similares a estudos anteriores.''%172933 Animais com
EaO desenvolveram hipertrofia concéntrica do ventriculo
esquerdo e dilatacao do atrio esquerdo, caracteristicas
marcantes neste modelo experimental de sobrecarga de
pressdo cardiaca.''*'*172%33 Com base na Lei de Laplace
(Estresse = Pressdao x Raio/2 x Espessura), o aumento na
espessura relativa da parede ventricular esquerda teve como
intengao normalizar o estresse parietal sistélico devido a
obstrugao mecénica da aorta."?*3> Porém, a diminuigao
da funcao sistélica sugere que mesmo apds o processo de
hipertrofia e o estresse parietal sistélico normalizado, a
redugao da capacidade contratil foi responsavel pela queda
no desempenho sistélico. A fungao mecanica dos musculos
papilares e dos cardiomidcitos reproduziu respostas similares
ao exame ecocardiogréfico. Animais com EaO apresentaram
reducdo e menos habilidade de desenvolver forca $TD e
+tD/td), encurtar $VME e TTEsU%) e relaxar (TTR e TR,,,)-
Este dano funcional ao musculo papilar isolado no estagio
tardio da estenose adrtica estd de acordo com nosso estudo
anterior, que avaliou a doenca cardiaca seis semanas apds
cirurgia.’® Além disso, de acordo com os resultados dos
cardiomidcitos isolados, os dados da literatura mostram
que ha uma reducdo na velocidade de encurtamento dos
cardiomiécitos.” Em nossos animais, a queda cardiaca
funcional resultou em IC, expressa pelos seguintes sinais
clinicos e patolégicos: padrao de respiragdo alterado, ascite,
efusdo pleural e trombo em étrio.

Neste modelo experimental, o processo patolégico do
remodelamento patolégico pode induzir um déficit de
oxigénio como ponto de partida. A rarefagao capilar do
miocardio,? produto da hipertrofia da parede ventricular,
pode representar a origem da patologia. Varios mecanismos
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Figura 1 - Porcentagem de resposta a contragdo pés-repouso (1A, B e C) e elevagdo da concentracdo de célcio extracelular (1D, E e F) desde a base
(concentragéo de Ca*: 0,5 mM). TD: pico de tensao desenvolvida; +tD/td: taxa méxima de tensao desenvolvida; -tD/td: taxa maxima do declinio da tens&o.
Os dados s&o expressos como media * DP da porcentagem da manobra de resposta. Placebo: animais submetidos a cirurgia simulada (n=22). EaO: animais
submetidos a cirurgia de estenose adrtica (n=12). Andlise de variancia para medidas repetidas e teste post-hoc de Bonferroni. *p< 0,05 vs. Placebo; fp<
0,05 vs. 10 segundos; fp< 0.05 vs. 10 segundos e 30 segundos (1A-C); tp< 0,05 vs. 1,5 Ca*; tp< 0,05 vs. 1,5 e 2,5 Ca** (1D-F).

podem ser estabelecidos e hiperativados para reajustar o
padrao estrutural e funcional do coragao, incluindo tonus
simpdtico, o sistema renina-angiotensina-aldosterona,
mediadores inflamatérios, estresse oxidativo e a regulagao
da expressao do gene do miocdrdio via microRNAs 263
Porém, a ativagao nao harmonica desses microssistemas
devido as demandas cardiacas e corporais gera diversas
respostas fisiopatolégicas, incluindo danos ao manejo do
calcio dos cardiomidcitos.'442

A incompatibilidade do Ca?* citosélico em
cardiomiécitos é um dos mecanismos chave para o mal
funcionamento do coragao em resposta a varios tipos de

Arq Bras Cardiol. 2022; 118(2):463-475

lesao.”*3? Em modelos de IC, incluindo a estenose adrtica
experimental, pesquisadores caracterizaram mudangas na
expressao e fungdo transmembrana, assim como proteinas
intracelulares que regulam o transito de célcio.'®2021:43
Neste estudo, o aumento de SERCA2a e na expressdo da
proteina NCX podem trazer uma resposta adaptativa para
reduzir ou evitar a sobrecarga do Ca?* citosélico no fim da
diastole. Esta resposta foi parcialmente eficiente, ja que
houve prejuizo de tempo para a queda do célcio citosélico
nos cardiomidcitos isolados; além disso, mesmo com o
padrao compensatério molecular, o prejuizo funcional
diastélico foi verificado em um tempo de relaxamento 50%

menor (TR, ). Como neste estudo, a literatura mostra um
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Figura 2 - Inibigdo da porcentagem de TD (pico de tensdo desenvolvida), +dT/dt (taxa maxima de tenséo desenvolvida) e -tD/td: taxa maxima do declinio da
tensao para écido ciclopiazénico (bloqueador de SERCAZ2a; figura 2A, B e C) e diltiazem (bloqueador dos canais de calcio do tipo L); figura 2D, E e F) mais
a concentragdo incremental de célcio. Dados sdo expressos como média + DP da porcentagem de resposta da manobra. Placebo: animais submetidos a
cirurgia simulada (n=22). EaQ: animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica (n=12). Anélise de varidncia para medidas repetidas e teste post-hoc
de Bonferroni. *p< 0,05 vs. Sham; fp< 0,05 vs. 0,5 Ca*; tp< 0,05 vs. 0,5, e 1,5 Ca*; §p< 0,05 vs. 0,5, 1,5 e 2.5 Ca*".

aumento na expressao da proteina NCX na IC."*** Porém,
nossos resultados diferem com relacdo ao SERCA2a,'e"”
que, em geral, nao mudam ou caem neste cenario da
patologia.’®#45 E importante observar que a recaptagao
do Ca?* pode reduzir a concentragao deste fon no reticulo
sarcoplasmatico (RS) com o passar do tempo.

Consequentemente, ha uma redugao na quantidade
disponivel para liberagdo,*** via Rianodina, durante a
sistole no mecanismo de liberagao de Ca** induzida pelo
Ca’* dos CCTL. Neste estudo, observamos a expressao
de proteina CCTL aumentada em animais com doenca
cardiaca. Porém, este processo adaptativo parece

ser ineficiente, ja que os cardiomiécitos dos animais
tornaram mais lento o tempo para atingir o pico de Ca?*,
com consequente reducdo da velocidade méaxima de
encurtamento e aumento no tempo para atingir 50%
do encurtamento. De acordo com a discussdao anterior,
Szymanska et al." propuseram que na IC causada pela
EaO hd mudangas tanto na captagdo quanto na liberagao
do Ca’* pelo RS, e que esses fatores podem contribuir
para a deterioragao da contragdo e relaxamento cardiaco.

As manobras no ensaio do misculo papilar isolado foram
realizadas para verificar o dano fisiolégico de dois dos principais
elementos da dinamica do Ca?* neste processo patolégico,
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Figura 3 - A fungdo mecénica dos cardiomiocitos e o manejo do célcio do cardiomiocito. VME: velocidade méxima de encurtamento; VMR: velocidade

maxima de relaxamento; TE,),:

: tempo para 50% de encurtamento; TR

50%"

: tempo para 50% de relaxamento; TQC

50%"

: Tempo para 50% de queda do Ca?".

Dados séo expressos como média + DP, ou mediana (percentil 25; percentil 75). Placebo: animais submetidos a cirurgia simulada (n=6; nimero de células:
36); Ea0: animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica (n=6; nimero de células = 36). Teste t de Student. *p< 0,05.
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Figura 4 - Expressdo da proteina de manejo de célcio. Dados sdo expressos como média = DP. Placebo: animais submetidos a cirurgia simulada (n=7);
EaO: animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica (n=7). CCLT: canais de célcio do tipo L; SERCAZa: reticulo sarco/endoplasmatico de Ca?*; PLB:

Fosfolamban; PLB . fosfolambam fosforilada em serina 16; PLB, -

expressa sem normalizagdo. Teste t de Student. *p< 0.05.

SERCA2a e CCTL. O bloqueio do &cido ciclopiazonico e a
potenciacao pés-pausa foram utilizados para avaliar o potencial
para recaptagao do Ca** e a capacidade funcional de SERCA2a.
Havia uma diferenga na resposta entre as manobras para analisar
a funcdo de SERCA2a. A contragdo pds-repouso mostrou que
o potencial para a recaptagdo do Ca** foi prejudicado pela
estenose adrtica. Porém, ap6s o bloqueio de SERCA2a devido
ao acido ciclopiazonico, os grupos placebo e EaO mostraram
respostas similares as varidveis analisadas. Considerando que os
animais com a cardiopatia demonstraram maior expressao da
referida proteina, a porcentagem do bloqueio deve ter sido mais
alta no grupo placebo, por ter menor quantidade de SERCA2a
do que o grupo EaO. Porém, como o néimero de proteinas nao

: fosfolambam fosforilada em treonina 17; NCX: antiportador Na+/Ca2+. Rianodina é

blogueadas no grupo EaO foi maior do que no grupo placebo,
é possivel considerar que este grupo remanescente de SERCA2a
pés-bloqueio em animais com EaO demonstrou dano funcional.

Nossos dados estao de acordo com estudos anteriores, que
sugerem a estenose adrtica como sendo indutor da deterioracao
funcional de SERCA2a."12¢ Além disso, nossos achados
mostram que a expressao aumentada de SERCA2a, o principal
mantenedor da homeostase citosélica de Ca?*, nao foi suficiente
para compensar pela reducdo na atividade intrinseca desta
proteina; esta hipotese é reforcada pelo resultados deste estudo,
que demonstraram tempo reduzido para atingir 50% da queda
do célcio em cardiomidcitos. Como SERCA2a é uma ATPase,
sob condigoes de baixa adenosina trifosfato (ATP), a atividade

Arq Bras Cardiol. 2022; 118(2):463-475

472



473

Silva et al.
Dinamica do Calcio na Hipertrofia Descompensada

Artigo Original

intrinseca desta proteina poderia ser prejudicada, causando
disfuncdo na recaptagdo do Ca** pelo RS.** Em favor desta
hipétese, um estudo prévio feito pelo nosso grupo (esses
resultados ndo estao publicados) mostrou que animais com EaO,
duas semanas apds cirurgia, apresentaram aumento no fator
induzido por hipoxia-1 (HIF-1 a), indicador mais importante
do déficit de oxigénio tecidual, que pode indicar uma redugao
na producao de ATP.

Além das alteragoes mencionadas anteriormente, este
estudo identificou uma reducao na forforilacao de fosfolambam
em treonina 17, sugerindo que o prejuizo da recaptagao de
Ca** pode ndo s6 ser atribuido ao prejuizo funcional intrinseco
de SERCA2a, mas também ao maior bloqueio desta proteina
pela fosfolambam.

O bloqueio de diltiazem e a elevagdo de Ca** extracelular
no musculo papilar mostrou que animais com doenca cardiaca
tinham a fungao CCTL prejudicada. Embora tenha havido
um aumento na expressao de proteina desses canais, houve
um aumento no tempo para alcancar o pico de Ca?* em
cardiomidcitos isolados, uma reducdo na VME e aumento
no TE, . Esses achados estdo de acordo com os resultados
da literatura, que mostram que o prejuizo cardiaco por EaO
geram uma variante de splicing fetal (Ca 1.2, ,,,) que reduz
a expressao e a atividade desses canais, e que aumenta a
ubiquitinacao de CCTL via degradagao proteossomal.?’ Além
disso, no remodelamento patolégico pela EaO juntamente a
reducdo de |, hd ineficiéncia no acoplamento de CCTLs com
receptores Rianodina, tanto devido a degradacao de tdbulos T
quanto pela redugao de junctofilina-2, a proteina responsavel
por ancorar o reticulo sarcoplasmatico a membrana celular.?

Limitacoes do estudo

Neste estudo, os cardiomidcitos nao foram isolados somente
no ventriculo esquerdo. Entdo, os resultados dos cardiomiécitos
tanto dos ventriculos esquerdo como direito foram avaliados
e discutidos. E importante enfatizar que um entendimento
adequado da fisiologia cardiaca em estudos celulares requer
conhecimento sobre a contratilidade ventricular, ja que os
ventriculos direito e esquerdo tém propriedades funcionais
distintas. Assim, também seria relevante realizar uma anélise
molecular em ambos os ventriculos; porém, a expressao das
proteinas do transito de célcio apenas foi realizada no VE.
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Conclusoes

Nosso estudo buscou esclarecer e facilitar o entendimento
sobre os eventos fisiopatoldgicos do transito de cdlcioe sobre as
mudancas em seus agentes reguladores principais no processo
patolégico cardiaco causado pela estenose aértica. De acordo
com nossos resultados, neste modelo experimental de IC, ha
mudancas relevantes na dindmica do célcio devido a alteracoes
na expressao de NCX e SERCA2a, na expressao da proteina do
CCTL, e reducao da fosforilacao do residuo Thr(17) de PLB.
Além disso, o dano funcional da SERCA2a e do CCTL foram
essenciais para a deterioracao contrétil e do relaxamento. Assim,
é importante desenvolver tratamentos que foquem nao s6 em
SERCA2a e CCTL, mas também no entendimento de todos
0s processos patoldgicos para reequilibrar o fluxo do célcio
intracelular e a fungao cardfaca.
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