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RESUMO

A Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar (FHC) é causada por uma mutacdo em uma
das proteinas do aparato contrétil cardiaco, incluindo a a - tropomiosina (a - TM).
Este estudo usou musculo papilar esquerdo de camundongos transgénicos (TG)
com uma mutacao na a - TM, sendo esta uma substituicdo de aminoacidos no codon
180 da molécula (Glul80Gly) e musculo papilar esquerdo de camundongos néo —
transgénicos (NTG), ambos nas idades de 2 a 3 semanas de vida e de 3 a 4
semanas de vida. Estes musculos papilares foram estimulados eletricamente a
diferentes frequéncias (0,2, 1, 2 e 3 Hz) e estimulados (3 - adrenergicamente com o
uso de Isoproterenol na frequéncia de 3 Hz, na temperatura de 25°C. Foi mostrado
que a mutacdo Glul80Gly da a - TM leva a uma grande disfuncéo diastélica que
estd presente no estado basal e também apds estimulacdo [ - adrenérgica
(Isoproterenol). No entanto, os animais TG apresentaram um maior indice de
aceleracéo do relaxamento em resposta ao aumento da frequéncia de estimulacéo e
em resposta a estimulacdo [ - adrenérgica, demonstrando que 0s animais
portadores da mutacdo da TM GIlul80Gly apresentam capacidade de responder
adequadamente ao aumento da frequéncia de estimulacdo e a estimulacédo 3 -
adrenérgica com aumento da velocidade de relaxamento, porém, estes nao
reverteram a disfuncéo diastolica encontrada. O indice de hipertrofia cardiaca (peso
do coracdo em miligramas/peso corporal em gramas) foi maior nos animais TG.
Além disso, os animais TG apresentaram uma relacdo forca — frequéncia (FFR)
descendente na temperatura de 25°C e contracdo isométrica, enquanto os animais
NTG apresentaram uma FFR inicialmente bifasica que posteriormente tendeu a se
manter em um determinado nivel de for¢ca nas mesmas condi¢des. Assim, especula-
se que a superexpressdo da SERCA2 possivelmente aumentaria as velocidades de
relaxamento e contracdo cardiaco, além de aumentar o estoque de calcio e assim
sua disponibilidade para contracdo, tendo um efeito inotrépico positivo sobre o
coracdo. Uma inibicdo parcial da expressédo de FL possivelmente teria o efeito de
aumentar as velocidades de contracdo e relaxamento cardiacos, portanto também
tendo um efeito inotropico positivo sobre o coracdo, o que, em ultima andlise, pode
vir a ser um importante recurso para o0s pacientes portadores desta mutacdo quando
diagnosticada precocemente.

Palavras — chave: a - tropomiosina (a - TM), Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar

(FHC), Transgenia, Contratibilidade cardiaca.



1. INTRODUCAO

Existem bilhdes de tipos de moléculas organicas conhecidas. Apenas muito
poucas sao utilizadas para as atividades essenciais a vida. Os mesmos padrboes sao
empregados repetidas e repetidas vezes, conservativamente e engenhosamente
para diferentes funcdes (SAGAN, 1980).

A tropomiosina € uma molécula essencial para a vida de muitos animais. Esta
proteina faz parte da unidade funcional muscular: o sarcémero. Neste trabalho foi
estudado uma das mutagbes que podem ocorrer nos genes que codificam a
molécula de tropomiosina encontrada em musculo cardiaco (a - Tropomiosina). Esta
mutacao altera sua estrutura e principalmente seu funcionamento, o que em ultima
analise, leva a deficiéncia e faléncia cardiaca.

Uma das propriedade do musculo estriado cardiaco € a contratilidade.

O musculo cardiaco esta acoplado a um sistema circulatorio que opera,
juntamente com 0s outros sistemas, para manter a homeostasia dos liquidos
corporais.

Para funcionar adequadamente, o coragdo necessita, além de outras, da
expressdo adequada das proteinas sarcoméricas. As proteinas sarcomeéricas estao
essencialmente envolvidas no processo de contragdo. Cada uma destas proteinas
possui diferentes isoformas, de acordo com o tipo muscular na qual é expressa.
Mutacdes dos genes que codificam as proteinas sarcomeéricas alteram a estrutura
protéica, o que altera, em ultima instancia, o funcionamento cardiaco.

As doencas cardiovasculares sdo as que mais matam no mundo (REDWOOD
1999, AHA), portanto constituem um foco importante e permanente de pesquisas
cientificas.

Neste estudo visou-se mostrar as alteracfes nos parametros de contratilidade
do musculo estriado cardiado que ocorrem em um subtipo de patologia cardiaca.
Conhecida como a “doenca do sarcomero”, a patologia cardiaca cientificamente
chamada cardiomiopatia hipertréfica familiar (FHC) envolve uma mutacdo nos
genes que codificam uma de 6 proteinas que fazem parte do aparelho contratil

cardiado.



Esta patologia, muitas vezes ndo é diagnosticada e os individuos portadores
possuem hipertrofia ventricular que pode evoluir para uma morte repentina
principalmente durante a pratica de exercicios fisicos ou estresse emocional
(WOLSKA et al., 1998).

Neste trabalho foi estudado apenas um subtipo de mutagcéo da Tropomiosina,
apesar de que na FHC outros tipos de mutacdo podem ser encontradas. Existem 4
mutacdes da Tropomiosina (TM) que podem ser encontradas na FHC: Ala63Val,
Lys70Thr, Aspl75Ans e Glul80Gly, que foi a mutagdo estudada neste trabalho.
Esta mutacdo estudada envolve uma permuta de aminoacidos na posi¢cao 180 da
TM, sendo que &cido glutdmico é trocado por glicina. Ocorre uma mudangca em
apenas um nucleotideo (GAG para GGG) que corresponde a substituicdo de
aminoé&cidos no codon 180 da molécula de TM.

Animais transgénicos foram escolhidos para este estudo pois sdo muito Uteis
na pesquisa cientifica em fisiologia cardiaca, assim como em outras areas porque
permitem a correlacdo das propriedades contrateis bioquimicas e celulares com
mudancas agudas e a longo prazo na funcéo cardiovascular ao nivel de 6rgédo e de
todo o organismo (LORENZ, 2002). Os experimentos foram feitos em camundongos,
pois sd0 nestes animais que as técnicas de transgenia sdo mais avancadas e
utilizadas. Além disso, foi feito um controle preciso de todos os animais utilizados
para os experimentos através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com o
objetivo de identificar quais eram os camundongos transgénicos (portadores da
mutacado Glul80Gly da tropomiosina) e quais eram 0s nao - transgénicos.

Embora camundongos tenham algumas propriedades diferentes de
humanos, ao nivel de 6rgdo e ao nivel de todo o organismo, as alteracfes
encontradas nos parametros contrateis dos animas portadores da mutacao
Glul80Gly da tropomiosina devem se refletir em humanos, j4 que é conhecida toda
sequéncia de aminoacidos da molécula cardiaca de tropomiosina de camundongos
e de humanos e mostrou-se que estas sao iguais.

Atualmente alcancou-se um nivel onde geneticistas de camundongos
podem criar genocopias de qualquer aberracdo ou mutagdo encontrada em uma
patologia. Assim, pode-se estudar os papéis fisioldgicos e patolégicos de qualquer

proteina funcional ou regulatéria no animal intacto (LORENZ, 2002). Portanto, a



utilizacdo de animais transgénicos permite uma pesquisa avancgada, sendo um
recurso indispensavel em muitos trabalhos.

E mostrado por alguns estudos (PRABHAKAR et al., 2001; GOLITSINA et al.,
1997; MICHELE et al., 1999; MUTHUCHAMY et al., 1999), que a mutagao Glu 180
Gly da TM leva a um prejuizo severo das fungdes contrateis e de relaxamento, que
sao associadas com hipertrofia severa e morte precoce. Sendo este subtipo de FHC

altamente prejudicial as fungbes cardiacas, este estudo € de grande importancia.

1.1ACOPLAMENTO EXCITACAO — CONTRACAO NO MUSCULO ESTRIADO
CARDIACO

Acoplamento excitacdo contracdo € o0 processo que ocorre desde a
despolarizacdo da membrana excitavel até a liberacdo de calcio do Reticulo
sarcoplasmatico (RS) e contracdo da célula muscular.

A figura 01 mostra esquematicamente o acoplamento excitacdo — contragao
no musculo estriado cardiaco.

O ion calcio é essencial para atividade elétrica cardiaca juntamente com
outros ions, sendo o ativador direto dos miofilamentos, induzindo contracdo, o que
propulsiona o sangue.

Durante o potencial de acdo cardiaco ions calcio provenientes do meio
extracelular alcangam o meio intracelular principalmente através dos canais lentos
de calcio, contribuindo para o platd do potencial de acdo. Além disso, existe uma
contribuicdo de menor significancia do trocador Na*/Ca*? agindo no sentido reverso,
desta forma ajudando a elevar os niveis intracelulares de calcio. O aumento do
calcio intracelular estimula (entre 2 & 3 ms) a abertura de canais de liberacdo de
calcio na membrana do reticulo sarcoplasmatico, chamados canais rianodinicos, e a
combinacdo destas duas vias eleva a concentracao intracelular deste ion e, como
consequéncia da ligagdo do mesmo a sitios de baixa afinidade presente na
subunidade da troponina C, provocam a ativacéo da contracdo muscular. E notavel
o fato que apenas uma pequena fracdo dos canais lentos de calcio e dos canais
rianodinicos do RS precisam abrir para produzir o fluxo adequado de calcio (BERS,
2001).



No musculo cardiaco, o calcio age principalmente como fator excitatério no
processo contratil. De modo inverso, uma diminuicdo da concentragcdo fisiologica
deste ion produz um efeito inotrépico negativo, ou seja, diminuindo a forca de

contracdo muscular, consequentemente diminuindo o débito cardiaco.

FIGURA 01 — ACOPLAMENTO EXCITACAO CONTRACAO NO MUSCULO CARDIACO
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FONTE: Bers, Donald M. Excitation Contradion Couding and Cardiac Contradion
Force, Kluwer Academic Publishers, 2001 40.

1.2 ESTRUTURAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE ACOPLAMENTO
EXCITACAO CONTRACAO DO MUSCULO ESTRIADO CARDIACO
Como definido anteriormente, acoplamento excitacdo - contracdo € o

processo que ocorre desde a despolarizacdo da membrana excitavel até a liberagcao

de calcio do RS e a contragdo da célula muscular.



1.2.1Sarcolema eTubuos Transversos

O sarcolema e os tubulos transversos (Tubulos — T) sédo estruturas de
membrana continuas que formam uma barreira semi-permeével entre o interior da
célula muscular cardiaca e o meio extracelular. Embora o nome sugira, na verdade
0s tubulos transversos (Tubulos T) existentes nas células cardiacas possuem varios
componentes longitudinais e obliquos, além de serem muito mais largos que os da
célula muscular estriada esquelética, como mostrado nas figuras 02 e 03 (Bers,
2001). Nestas estruturas de membrana se localizam canais ibnicos, transportadores
de membrana e outras especializagcbes de membrana. Canais de sodio, canais de
potassio e bombas de Na'/K*-ATPase s&o mais frequentes no sarcolema do que na
superficie dos Tubulos-T em mdusculo estriado esquelético. Por outro lado, a
densidade de canais de Calcio (como canais dihidropiridinicos - DHPRs) é quatro
vezes maior nos Tudbulos -T (ALMERS et al., 1981). Ainda, 30 a 50% da area
sarcolemal de ventriculo de mamiferos é composta de Tuabulos -T, e em atrio esta
porcentagem cai para apenas 15% ou menos (BERS, 2001). Além disso, o diametro
das células atriais € menor que o das células ventriculares em mamiferos e portanto
necessitam menos Tubulos-T para ativacdo do que as células ventriculares (BERS,
2001).

Os Tubulos-T, no musculo estriado esquelético, estdo envolvidos em
complexos triddicos com o Reticulo Sarcoplasmatico (RS), onde dois lados de
Tabulo-T, em sua face citoplasmatica, estdo justapostas e se acoplam com uma
cisterna terminal de RS. Porém, em musculo estriado cardiaco, este acoplamento
entre Tdbulo- T e RS ocorre mais comumente como complexos diadicos, podendo
ocorrer na superficie do sarcolema, ocupando 4 a 8% da area de superficie
sarcolemal e na superficie dos Tubulos- T, ocupando 20 a 50% da area de
superficie dos Tubulos-T (BERS, 1985).

As figuras 02 e 03 representam a organizacdo estrutural das células
musculares de musculo estriado esquelético de ra (figura 02) e de muasculo estriado
cardiaco de mamiferos (figura 03), onde se percebe a maior organizacdo estrutural
das células musculares estriadas esqueléticas do que das células musculares

estriadas cardiacas.



As invaginagcdes de membrana denominadas caveéolas de 50 a 80 nm de
diametro, ocupam cerca de 10% da superficie sacolermal e de tabulos-T (Anderson,
1993). Nestas cavéolas localiza-se a proteina caveolina-3, bem como proteinas
receptoras sinalizadoras como sintase do Oxido nitrico e a proteina quinase C
(SONG et al., FERON et al., RYBIN et al., 1999).

Discos intercalados também ocorrem na superficie do sarcolema e separam
uma célula cardiaca da outra. Estes discos possuem trés regides diferenciadas. A
primeira conhecida como juncdo aberta s&o as predominantes nos discos
intercalados e servem como vias de baixa resisténcia elétrica, permitindo assim que
as células musculares cardiacas funcionem como um sincicio elétrico. A segunda
regido € conhecida como juncdo intermediaria e a terceira como desmossomo.
Estas ultimas constituem importantes conectores mecéanicos entre as células
cardiacas (BERS, 2001).

E importante ressaltar que as células musculares estriadas cardiacas
(miocitos) estdo em proximidade com o espaco vascular, que ocupa cerca de 59%
do espaco extracelular cardiaco, permitindo desta forma um facil acesso ao
conteudo vascular necessario para o metabolismo fornecedor de energia para estes
midcitos (BERS, 2002).



FIGURA 02 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DOS TUBULOS T E RETICULO SARCOPLASMATICO
ASSOCIADOS COM INUMERAS MIOFRIBILAS EM MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO DE RA.

FONTE: Bers, Donald M. Excitation Contraction Coupling and Cardiac Contraction Force, Kluwer Academic
Publishers, 2001; 02-03.

FIGURA 03 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DOS TUBULOS T E RETICULO SARCOPLASMATICO E
MIOFILAMENTOS EM MUSCULO ESTRIADO CARDIACO DE MAMIFEROS.

FONTE: Bers, Donald M. Excitation Contraction Coupling and Cardiac Contraction Force, Kluwer Academic
Publishers, 2001; 02-03.



1.2.2Reticulo Sarcoplasmatico (RS)

O RS é uma organela fundamental no processo de acoplamento-excitacao-
contracao de todas as células musculares, embora seja mais abundante em células
musculares esqueléticas do que em miécitos, o que demosntra sua maior
contribuicdo para ativacdo da contracdo na célula muscular estriada esquelética.

O RS armazena e libera o Célcio do e para o mioplasma. O local de liberacédo
de ions Calcio é a cisterna terminal do RS. Nesta regido se encontra uma proteina
que estd ancorada na membrana da cisterna terminal do RS e esta proteina projeta
alcas em formato de “dedos de pé” para a superficie externa do RS. Esta proteina &
conhecida como receptor rianodinico (devido a alta afinidade do alcal6ide rianodina).
Este receptor € um canal de liberacdo de Calcio. Cada mondémero tem massa
molecular de 560 kDa, sendo que o receptor funciona como tetramero (SAITO et al.,
1988; WAGENKNECHT et al., 1989, 1994, 1995; SERESHEVA et al., 1995, 1999).
Um receptor rianodinico (RyR) se acopla com dois DHPRs em células musculares
esqueléticas e quatro RyR se acoplam com dez DHPRs em midcitos ventriculares
de mamiferos (BERS & STIFFEL, 1993; WIBO et al., 1991). Este acoplamento
funcional permite que um potencial de acdo propagado através da membrana do
sarcolema e/ou tubulo-T seja transmitido pelos DHPRs para os RyR levando a
liberacdo de Calcio para o mioplasma da célula muscular.

A membrana do RS é aproximadamente homogénea, com excecao das
regides de acoplamento entre RS, sarcolema e tubulos-T. Nesta membrana localiza-
se a bomba de Célcio, importantissima para remoc¢éo dos ions Calcio do mioplasma
para dentro do RS.

Na cisterna terminal do RS existe uma proteina que se liga aos ions Calcio
com alta capacidade e baixa afinidade conhecida como calsequestrina. Esta
mantém um estoque de ions Calcio que podem prontamente ser usados para
contracdo, ao mesmo tempo que diminui a concentracdo de ions Célcio livres no
RS, minimizando a energia necessaria para remocao dos ions Calcio do mioplasma
para dentro do RS pela bomba de Calcio do RS (BERS, 1985; BERS, 2001).

A localizacdo de proteinas do RS foi estudada por Scriven et al. (2000).
Primeiramente foi encontrado que todos os DHPRs se encontram préximos dos

RyR, entretanto alguns RyR ndo se encontram proximos de DHPRs. Canais de
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Sédio e trocadores Na‘/Ca™ néo estdo localizados nas regides de acoplamento
entre DHPRs e RyR, portanto, estes tem funcao limitada no acoplamento excitacao

contracao.

1.2.3MitocOndia

Em mamiferos, 35% do volume das células musculares ventriculares €
ocupado por mitocondrias, ja que estas sdo as responsaveis pela grande producao
de energia necessaria para o funcionamento das células musculares estriadas
cardiacas. A producédo de energia ocorre através da fosforilagdo oxidativa e do ciclo
do acido citrico. No coragédo, as mitocondrias sdo usualmente cilindricas, embora
possam se achatar um pouco por falta de espaco dentro das células (BERS, 2001).

Além de gerar energia para a contragcdo muscular, as mitocondrias possuem
um papel direto, ainda que muito pequeno, no acoplamento excitacdo — contragao
da célula muscular cardiaca.

A mitocOndria possui um sistema de uniporte de ions célcio que captura o ion
para o interior da organela, contribuindo para o relaxamento da célula muscular
cardiaca. Porém, est& contribuicdo é de 1% a no maximo 3% do total de ions célcio

gue sao recaptados durante o relaxamento muscular (BERS, 2002).

1.2.4Miofil amentos

Os miofilamentos ocupam 45 a 60% do volume celular em ventriculo de
mamiferos e uma fracdo menor que esta em atrio e células de Purkinge
(especializadas em conducéo elétrica). S&o compostos de filamentos finos (actina),
filamentos grossos (miosina), proteinas contrateis associadas e proteinas do
citoesqueleto.

Os miofilamentos s@o os responsaveis pela transducdo da energia quimica
em energia mecanica e trabalho na forma de contracdo muscular.

Cada filamento grosso contém cerca de trezentas moléculas de miosina além
de outras proteinas como titina e proteina-C. Cada cadeia pesada de miosina, com

peso molecular (PM) de 450.000 possui uma longa a-hélice e uma cabeca globular,
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com atividade ATPase, a qual forma as pontes cruzadas que interagem com a
actina no filamento fino (BERS, 2001).

O filamento fino possui duas cadeias da proteina globular actina-G, formando
um polimero filamentar chamado actina-F. A tropomiosina (TM) € uma proteina
longa flexivel em a-hélice que cobre sete monémeros de actina (LEHRER et al.,
1997). Um complexo Troponina se liga a tropomiosina e assim a actina a cada sete
mondmeros de actina. Este complexo € formado de trés subunidades: Troponina-C
(TnC), que é a subunidade ligadora de Calcio, Troponina-T (TnT), que é a
subunidade que se liga a tropomiosina e a Troponina-I (Tnl), que é a subunidade
inibidora e que também se liga a actina. A TnT possui uma regido carboxi-globular e
uma forma alongada que percorre a molécula de tropomiosina e trés mondémeros de
actina, assim a TnT pode controlar a posicdo da TM. A Tnl, préximo de sua regiao
amino-terminal, interage com a regido carboxi-terminal de ambas TnT e TnC. Esta
interacdo depende da ligacdo de Calcio ou Magnésio no sitio carboxi-terminal da
TnC, que em geral, esta quase totalmente ocupado. Durante o relaxamento da
célula muscular, a regido carboxi-terminal da Tnl também se liga a actina, impedindo
a cabeca da miosina de se ligar com a actina. Ap0s 0 aumento da concentracao
intracelular de ions Célcio, estes se ligam na regido amino-terminal da TnC, o qual
possui um sitio de ligacdo para Calcio e dois sitios que ligam Calcio ou Magnésio
competitivamente, entdo, parte da TnC se liga a regido carboxi-terminal da Tnl e isto
causa a dissociacao da Tnl da actina. A TnT provoca o0 movimento da Tropomiosina
descobrindo os sitios de ligacdo de alta afinidade entre as cabecas de miosina e a
actina permitindo a interacéo actino-miosina (FLICKER et al., 1982; BERS, 2001).

1.2.5Participac@® doCalcio naFisiologiado Musculo Cardiac

Como citado anteriormente, o ion calcio € um dos ions essenciais para
atividade elétrica cardiaca e € o ativador primario dos miofilamentos, causando
contracdo, o que promove a elevacdo da pressao intracavitaria e consequentemente
propulsiona o sangue através do sistema circulatorio.

O fluxo de célcio para o interior da célula cardiaca se faz principalmente

através de canais lentos dependentes de voltagem (canais de Calcio tipo L). A
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regulacdo destes canais da-se por varios mecanismos, incluindo: niveis de
adenosina trifosfato (ATP), mudancas no pH celular e os niveis de nucleotideos
ciclicos como o monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e o monofosfato ciclico de
guanina (GMPc). O AMPc, presumivelmente através da fosforilacdo dos canais ou
de proteinas quinases (PK-A) reguladoras, estimula a abertura destes canais,
aumentando o fluxo de calcio para o interior da célula e iniciando a contracao
muscular. A formagcdo de AMPc é regulada ou estimulada pela acdo de uma série
de agentes, incluindo o neurotransmissor simpatico noradrenalina ou a epinefrina
circulante. Ambos através da ligagdo com receptores beta-adrenérgicos. Outros
agentes capazes de elevar os niveis de AMPc sédo a histamina, e inibidores da
fosfodiesterase como a teofilina e a cafeina.

Ja o GMPc tem efeito antagbnico, ou seja, fosforila proteinas quinases
inibitérias (PK-G), que inativam os canais lentos de célcio. A ativacdo de receptores
muscarinicos pela acetilcolina (neurotransmissor parassimpatico), aumenta os niveis
celulares de GMPc, diminuindo a contracdo muscular. Os niveis de ATP estdo
principalmente relacionados a canais de potassio, 0s quais tém sua atividade
suprimida quando os niveis celulares daquele elemento estdo diminuidos, o que
ocorre, por exemplo durante isquemia ou hipoxia. A menor atividade dos canais de
potéssio reduz o efluxo deste ion, levando a um menor nivel do potencial elétrico
transmembrana, diminuindo a contracdo muscular.

Além dos canais lentos de célcio, o trocador Na‘/Ca*, atuando de forma
reversa também pode levar ao influxo de calcio e disparar a liberacdo deste ion do
RS, contudo, sob condi¢des fisiologicas sua contribuicdo para a elevagdo na
concentracdo mioplasmatica de calcio € muito menor que a dos canais lentos de
calcio.

Além dos mecanismos citados, o musculo cardiaco tem ainda uma variedade
de vias intrinsecas e extrinsecas de regulacdo do influxo de célcio. Esses
mecanismos asseguram que a forca e frequéncia de contracdo sejam controladas e
ajustadas a demanda fisiologica (SPERELAKIS, 1987 e 1988).
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1.3 BOMBA DE CALCIO DO RETICULO SARCOPLASMATICO (SERCA2) E
FOSFOLAMBANO (FL)

A velocidade de sequestro de ions calcio para dentro do reticulo
sarcoplasmatico (RS) € o maior determinante da velocidade de relaxamento
muscular (WOLSKA et al, 1993).

O RS tem um papel central na contracdo e no relaxamento cardiaco através
da regulacao da concentracao intracelular de célcio.

Existe um conjunto de bombas de Célcio que se localizam na membrana do
reticulo sarcoplasmatico (em células musculares ) e endoplasmatico (em células nao
— musculares) (SERCASs) que recapturam célcio do meio intracelular para dentro da
organela, levando a um relaxamento da célula muscular.

A deficiéncia de recaptacéo de calcio para dentro do RS que ocorre em varias
condicOes fisiopatologicas, inclusive em varios tipos de patologia cardiaca, entre
elas, em varios subtipos de FHC, se torna mais aparente a altas frequéncias de
estimulacéo (a partir de 2 Hz) (HASHIMOTO et al, 1999). Segundo Hashimoto et al.
(1999), a inabilidade de recaptar e liberar célcio suficiente para e do RS atenua o
aumento da forca que é normalmente observado a altas frequéncias de estimulacao
(a relacado forca frequéncia positiva). Porém, a baixas frequéncias de estimulacéo
(0,2 a 0,5 Hz), o intervalo de tempo disponivel para recaptacdo de célcio para o RS
€ suficiente, portanto havendo pouca ou nenhuma diferenca entre camundongos
controle e camundongos portadores de uma patologia cardiaca especifica que leva
a deficiéncia da recaptacédo de calcio para o interior do RS.

Durante o acoplamento excitacdo - contracdo, a liberacdo de célcio do RS
também contribui para inativacdo dos canais lentos de calcio dependente de
voltagem em aproximadamente 50%. Portanto, a liberacdo de calcio pelo RS e o
influxo do mesmo através dos canais lentos de célcio criam um mecanismo de
retroalimentagé@o no influxo de célcio. Desta forma, quando o influxo ou a liberagéo
de calcio € alto, existem mecanismos que impedem a sua continuidade. Este
mecanismo eficiente de retroalimentagdo mostra o curtissimo espago de tempo
entre o influxo de calcio através dos canais lentos de célcio do sarcolema e a

liberacé@o de calcio do RS através dos canais rianodinicos.



14

Estudos nos quais a isoforma cardiaca de SERCA, chamada SERCAZ2, foi
superexpressada (HASHIMOTO et al., 2000; CHAUDHRI et al., 2002; DAVIA et al.,
2001), foi encontrado aceleracdo da velocidade de relaxamento cardiaco e portanto
elevacdo dos parametros contrateis, assim como estudos em camundongos
heterozigotos para SERCA2 resultaram em diminuicdo da pressao ventricular
sistdlica e das velocidades de contracdo e relaxamento. Entretanto camundongos
nos quais a expressdo de SERCAZ2 foi totalmente inibida morrem ainda no Gtero
(REDWOOD et al., 1999). Por outro lado, Katsuji Hashimoto et al., (1999), também
estudando os efeitos da superexpressdo de SERCAZ2, encontrou um efeito na
habilidade do RS em estocar célcio, aumentando os depositos de célcio no RS,
portanto aumentando a disponibilidade de calcio para ser liberado durante cada
batimento cardiaco, principalmente a altas frequéncias de estimulacdo. No entanto
nao houve diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo superexpressando
SERCAZ2 na velocidade de relaxamento cardiaco. Embora esta velocidade tenha
sido maior, ndo alcancou valores estatisticamente significativos. Além disso, os
camundongos superexpressando SERCAZ2 exibiram uma relacéo forca - frequéncia
positiva, enquanto esta relacao foi atenuada no grupo controle (sem superexpressao
de SERCA2) e também apresentaram um aumento da amplitude do calcio
transiente comparado com o grupo controle e um aumento da geragéo de forgca em
altas frequéncias de estimulacdo (2Hz), demonstrando sua maior habilidade para
estocar célcio no RS.

As enzimas transportadoras de calcio presentes na membrana do RS
(SERCAS) estéo ligadas a uma fosfoproteina chamada fosfolambano que funciona
inibindo continuamente estas bombas, porém, apos fosforilacdo do fosfolambano
pela proteina quinase A (PKA) ou pela proteina quinase C (PKC) esta inibicdo é
atenuada e a bombas aumentam grandemente sua atividade (WOLSKA et al.,
1998). Portanto, deve haver uma perfeita relacao entre inibicao e liberacdo para um
funcionamento adequado do musculo cardiaco.

Camundongos nos quais a expressao FL foi totalmente inibida sao viaveis e
indistinguiveis dos NTG em nivel histolégico. Porém, estudos bioquimicos e
fisildgicos indicam uma afinidade maior da SERCA2 por calcio e aumento das
velocidades de contracdo e relaxamento. Além disso, h4 uma atenuacdo da

estimulacdo dos parametros contrateis por agonistas B-adrenérgicos (PRABHAKAR
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et al., 2001). Por outro lado, camundongos transgénicos superexpressando duas
vezes mais FL, apesar de também ndo apresentarem alteragcbes morfoldgicas,
demonstram uma diminuicdo das velocidades de contracdo e relaxamento e esta
diminuicdo estéd provavelmente associada a uma menor afinidade da SERCA2 por
Calcio (PRABHAKAR et al., 2001).

1.3.1Relaxamento da céula muscular cardiaca

Para que o relaxamento da fibra muscular ocorra é necessario que a
concentragdo intracelular de célcio diminua para os valores de repouso. Isso é

conseguido por intermédio de trés principais mecanismos:

1. A ativacdo da caélcio adenosina trifosfatase (SERCA2) na membrana do
reticulo sarcoplasmatico, o que promove a recaptacdo do calcio pelo reticulo, sendo

que este € o principal mecanismo recaptador de calcio.

2. A ativacéo da Ca*?-ATPase do sarcolema, a qual permite a saida do ion
para o meio extracelular. O estimulo para que esses dois processos ocorram parece

ser o0 proprio aumento do calcio intracelular.

3. O trocador Ca*®-Na* presente na membrana celular, o qual utilizando a
energia proveniente do gradiente eletroquimico do ion sodio transporta 3 ions sédio
para o meio extracelular e um ion calcio no sentido inverso. Tal mecanismo opera
também em sentido reverso. Portanto, este sistema contribui tanto para a elevacao
guanto para a diminuicdo da concentracéo de calcio intracelular, modulando assim a
contragdo e o relaxamento. Além disso, com a repolarizagdo celular ocorre a
inativacdo dos canais lentos de calcio, impedindo o fluxo do ion para o interior do
sarcoplasma.

Além destes mecanismos, as mitocondrias possuem um uniporte de calcio,
porém a contribuicdo para o relaxamento muscular € minimo. Além destes, o
sarcolema também possui uma canal transiente de calcio, porém, este € quase

inexistente na maioria dos midcitos ventriculares.
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1.4 REGULACAO DA CONTRACAO DO MUSCULO ESTRIADO CARDIACO
PELA TROPOMIOSINA

A tropomiosina é essencial para o perfeito funcionamento dos miofilamentos
contrateis (CHO et al., 1990; LEHRER et al., 1997; CRAIG et al., 2001; WOLSKA,
2003)

A TM se liga com sete monémeros de actina (com residuos hidrofébicos na
primeira e quarta posi¢cdes) e com o complexo Troponina, inibindo a ligacdo da
actina com as cabecas globulares de miosina, inibicdo esta que é liberada quando
ions céalcio se ligam a TnC e induzem uma alteracdo conformacional da
tropomiosina, afastando-a dos sitios de ligacdo para miosina presente nos
mondmeros de actina e, portanto, permitindo que as cabecas de miosina se liguem
a actina formando o que se denomina pontes cruzadas. Mais especificamente
guando a concentracdo de ions calcio € baixa, a tropomiosina bloqueia fisicamente
os sitios de ligacdo de alta afinidade para miosina presentes na jungdo externa dos
dominios externos e internos da actina, o que impede as pontes cruzadas de ciclar e
induz relaxamento (figura 04 e 05 ). Entretanto esta posi¢do da tropomiosina nao
bloqueia sitios de ligacdo eletrostatica da miosina na periferia da actina, ou seja,
ligacBes fracas da cabeca da miosina com a actina sdo ocasionalmente possiveis
mesmo na auséncia de calcio (CRAIG et al., 2001; WOLSKA, 2003).

A ativacéo da contracao por calcio parece ocorrer em duas etapas, nas quais
a TM tem participacdo fundamental. Primeiramente a ligacdo de calcio aos sitios na
TnC libera a Tnl da actina e permite movimento da TM para uma posicdo no
dominio interno da actina (chamada posi¢do fechada), descobrindo a maioria dos
sitios de ligacdo de alta afinidade para miosina, mas ainda cobrindo um grupo de
residuos de aminoacidos envolvidos no estado de forte ligagdo com a miosina
(figura 04 e 05). Esse estado permite a reacdo de pontes cruzadas fracas. Dessa
forma, a TM esta pronta para movimento, porém, a transicdo para o estado aberto
da TM, na qual ocorre a ligacao forte das cabecas de miosina com a actina, gerando
forca, ainda é parcialmente inibida.

Com o aumento do calcio intracelular, a transicdo das pontes cruzadas fracas

para pontes cruzadas fortes, geradoras de forca, empurra a TM para uma terceira
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posicdo (aberta), mais para dentro do dominio interno da actina (figura 05). Na

posicdo aberta as cabecas de miosina apresentam polaridade. (CRAIG et al., 2001).
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FIGURA 04 — DESENHO ESQUEMATICO DO MODELO DOS TRES ESTADOS DE CONTRAGAO MUSCULAR.

A
TM na posicao bloqueada
Actina
Cabeca da Miosina
B TM na posi¢do fechada
s TnT TnC
C

FONTE: Wolska B. Et al. The role of tropomyosin in the regulation of myocardial contraction and

relaxation. European Journal of Physiology, 2003; 446: 1-8.

NOTA: A TM E MOSTRADA NAS TRES POSIGOES: A) BLOQUEADA B) FECHADA C) ABERTA.
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FIGURA 05 — RECONSTRUGOES TRIDIMENSIONIAS DOS FILAMENTOS FINOS INTERAGINDO COM OS
FILAMENTOS GROSSOS.

FONTE: Craig R, et al. Cross Bridge and Tropomyosin Positions Observed in Native, Interacting

Thick and Thin Filaments. Journal of Molecular Biology, 2001; 311:1027-1036

NOTA: Nesta figura, durante relaxamento € mostrado a TM em vermelho (A), durante
ativacdo é mostrado a TM em amarelo (B) e no estado de rigor € mostrado a TM em verde (C).
Comparacao das trés posicdes da TM (d); filamentos ativados (e) também mostrando uma densidade
adicional em azul n&o vista durante relaxamento e rigor observada na periferia do dominio externo da
actina que representa o local de ligacdo da miosina no final do ciclo de pontes transversas.

Em condi¢cées de contracdo isotbnica, na qual ocorre o deslizamento dos
filamentos contrateis e encurtamento muscular, pontes cruzadas fortemente ligadas
sao transientes e raras, sendo estimadamente apenas 10% ou menos da populacéo
inteira de pontes cruzadas. Durante contracdo isométrica, na qual as cabecas de
miosina se ligam com a actina ndo ocorrendo deslizamento dos filamentos e
portanto sem encurtamento muscular, o numero de pontes cruzadas fortemente
ligadas sustentadoras de forga aumenta consideravelmente.

A predominancia de pontes cruzadas na posicdo ndo geradora de forca
sustenta a idéia que um namero significativo de pontes cruzadas estdo fracamente
ligadas a actina no muasculo em contracdo, enquanto apenas uma pequena

porcentagem em um dado momento esta fortemente ligada e gerando forca. Esta



20

afirmacdo € verdadeira tanto para contragdo isotbnica quanto para a contracao
isométrica, embora na ultima, o numero de pontes cruzadas gerando forca num

dado momento é muito maior.

1.5CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA FAMILIAR (FHC)

O sarcomero (unidade funcional muscular), € uma estrutura complexa com
uma estequiometria exata e sitios multiplos de interacdo entre as proteinas que o
compoe.

A Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar (FHC), conhecida como a “doenca do
sarcOmero”, possui um carater autossémico dominante, no qual o peptideo mutante
€ expresso de forma estavel e é capaz de se incorporar dentro do sarcémero. A
FHC € caracterizada por hipertrofia ventricular direita e/ou esquerda, sendo
geralmente assimétrica e pode afetar diferentes regides do ventriculo (REDWOOD
et a.l, 1999). Aléem disso, o septo ventricular € comumente afetado. Em geral, o
volume ventricular € diminuido ou normal (BONNE et al., 1994).

A FHC possui uma incidéncia de 0,1 a 0,2% em adultos.

As alteracdes morfoldgicas incluem hipertrofia dos midcitos cardiacos, perda
continua de tecido conjuntivo e fibrose ao redor, levando a um prejuizo da funcao
cardiaca e hipertrofia compensatodria. Arritmias, angina e morte prematura sao
comuns (BONNE et al., 1994).

Alteracbes na expressdo de proteinas podem ocorrer em resposta a
estimulos fisiolégicos e patoldgicos durante a vida neo-natal e/ou adulta.

Resultados de inumeros estudos mostram que a FHC é uma patologia que
afeta o funcionamento cardiaco através de alteracfes na expressdo de uma das
seguintes proteinas sarcoméricas: cadeia pesada da miosina -B (B-MyHC), TM,
Troponina | cardiaca (cTnl), Troponina T cardiaca (cTnT), proteina C ligadora da
miosina (MyBPC), cadeia leve essencial da miosina-1 (MLC-1s/v) e cadeia leve
reguladora da miosina —2 (MLC-2s/v). As diferentes proteinas que podem estar
envolvidas, embora facam parte do sarcomero, tem diferentes propriedades e
funcbes. Estas mutacOes estdo representadas na figura 06. Algumas tem papel
enzimatico e de geracédo de forca (como por exemplo a cadeia pesada da miosina,

enquanto outras tem papel estrutural (como por exemplo a proteina C ligadora da
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miosina) e outras tem func¢des reguladoras (como por exemplo a TnT e Tnl e a a-
TM). Ainda algumas vezes, uma mesma proteina tem mais de uma funcdo na
atividade contratil do musculo cardiaco. Além disso, podem existir outros genes
responsaveis por desenvolvimento de FHC e que ainda ndo foram identificados,
incluindo genes que expressam componentes adicionais do sarcomero (BONNE et
al., 1998).

O fendtipo de FHC em humanos é caracterizado por hipertrofia ventricular
esquerda e/ou direita, desarranjo miocitario, fibrose e arritmias. Os sintomas clinicos
variam de benignos até muito severos, sendo estes dispnéia, angina, arritmias e a
patologia muitas vezes evolui para morte repentina (WOLSKA et al., 1998). Na
verdade, a FHC é a causa mais comum de morte em jovens, que muitas vezes nao
tem conhecimento de serem portadores de FHC e a morte pode ocorrer
principalmente de forma repentina durante a pratica de exercicios. Entretanto,
dentro de uma mesma familia ainda existe uma significativa variacdo do fenétipo,
portanto, ndo existindo uma historia natural “benigna” ou “maligna”, jA que as
influéncias ambientais tem seu papel no desenvolvimento do fendtipo da patologia
(REDWOOD et al., 1999).

Um dos grandes desafios da ciéncia na pesquisa basica em cardiologia &
decifrar os mecanismos através dos quais uma mutacdo em uma das proteinas

sarcomericas resulta na patologia hipertrofica familiar.
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FIGURA 06 — REPRESENTACAO DA ESTRUTURA MOLECULAR DO SARCOMERO MOSTRANDO OS
FILAMENTOS FINOS E GROSSOS E A LOCALIZACAO DAS PROTEINAS QUE SAO MUTADAS
NA FHC.

Troponina Tropomiosina { } Troponina C Troponina | i Proteina C { 3 Actina
B ligadora da o
Miosina

FONTE: Redwood, C., et al. Properties of mutant contractile proteins that cause hypertrofic
cardiomyopathy. Cardiovascular Research, 1999; 44:20-36.

1.6 OSEFEITOS DA MUTACAO GLU180GLY

A isoforma cardiaca de TM (a-TM) € expressa nos midcitos ventriculares e
em fibras esqueléticas de contracdo rapida (tipos IIA e [IX) (BONNE et al., 1998).

Andlise mutagénica mostrou que a sequéncia de aminodcidos das
extremidades da TM sdo mais importantes para ligacdo cooperativa da actina
comparado com as sequéncias de aminoacidos dos intervalos da molécula
(GOLITSINA et al., 1997).

A Troponina cobre mais que 1/3 da TM e regifes de ligacéo incluem Cys 190
carboxi-terminal, incluindo a regido de sobreposicdo com a por¢cdo amino-terminal
da proxima TM no filamento de actina (GOLITSINA et al., 1997). Existem quatro
mutagbes pontuais na a- Tropomiosina (0-TM), as quais estdo envolvidas no
desenvolvimento de FHC: Ala63Val, Lys70Thr, Aspl75Ans e Glul80Gly,. Duas
destas estéo localizadas na regido Cys 190 onde a TM se liga a TnT: Aspl175Asn e

Glul80Gly. Ambas alteram a funcdo diastolica miocardica (EVANS et al., 2000)
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desestabilizando a estrutura da TM e aumentando sua flexibilidade, porém, foi
mostrado por alguns estudos que a mutacdo Glul80Gly aumenta a flexibilidade da
TM trés vezes mais, desta forma diminuindo a afinidade pela F-actina trés vezes
mais comparado com a mutacdo Aspl75Asn ou em camundongos que hao
possuem nenhuma mutacdo na molécula de TM. Dessa forma, a mutagdo
Glu180Gly compromete mais severamente as funcdes contrateis e de relaxamento
cardiaco, levando a morte dos camundongos transgénicos (TG) em 2 a 4 meses de
idade (PRABHAKAR et al., 2001). Da mesma forma, como citado anteriormente, em
seres humanos, esta forma de FHC esta associada a arritmias prematuras e a morte
repentina em pessoas jovens e principalmente durante a pratica de exercicios
(BONNE et al., 1998).

Em humanos, as TM encontradas em musculo cardiaco sdo a-TM. As
mutacdes encontradas sdo dominantes, onde uma cadeia polipeptidica é mutante e
a outra ndo (GOLITSINA et al., 1998). Visto que 100% dos aminoacidos entre a TM
cardiaca de humanos e camundongos sao iguais, as alteracdes encontradas nos
estudos usando camundongos como modelo experimental devem se refletir em
humanos.

A figura 07 mostra a morfologia cardiaca de camundongos nao -
transgénicos (NTG) e de camundongos transgénicos (TG) portadores da mutacéo
Glul80Gly da TM de um a cinco meses de idade, exemplificando a grande
hipertrofia ventricular e atrial que ocorre nos camundongos portadores da mutagao
Glul80Gly da TM.
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FIGURA 07 — MORFOLOGIA CARDIACA DOS CAMUNDONGOS TG PORTADORES DA MUTAGAO
GLU180GLY DA TM (LINHA SUPERIOR) E NTG (LINHA INFERIOR) DE 1 A 5 MESES DE IDADE.

FONTE: Prabhakar R. et al. A Familial Hypertrofic Cardiomyopathy a-Tropomyosin Mutation
Causes Severe Cardiac Hypertrofy and Death in Mice. Journal of Molecular Cell Cardiology, 2001; 33: 1815-

1828.
NOTA: E possivel perceber nesta figura a grande hipertrofia cardiaca desenvolvida pelos

animais portadores da mutacdo Glu180Gly da TM.

Outro importante achado de alguns estudos (MICHELE et al.,, 1999;
PRABHAKAR et al., 2001) € que a mutacdo na TM GIlul80Gly atenua a resposta
dos cardiomidcitos a administracao de isoproterenol (ISO), um importante agonista
B-adrenérgico que estimula ambos, contracdo e relaxamento dos midcitos
cardiacos. Aléem disso, existe um aumento da sensibilidade dos miofilamentos aos
ions Calcio, que se mostra independente do comprimento do sarcébmero e da
geracao de tensdo maxima (PRABHAKAR et al., 2001; MICHELE et al., 1999), como
mostrado na fig 08 em bandas de fibras desmembranadas. Ou seja, 0s
miofilamentos portadores da mutacéo da TM Glu180Gly produzem, no estado basal,
uma forca proxima da maxima. Dessa forma, o aumento de tensdo maxima poderia
predizer um leve aumento na velocidade de contracdo enquanto o aumento da
sensibilidade prediz uma lentificacdo da velocidade de relaxamento. No estudo feito
por Rethinasamy Prabhakar encontrou-se aumento do tamanho dos atrios e

ventriculo esquerdo em camundongos portadores da mutacdo Glul80Gly da TM
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com dois meses de idade, sendo que a hipertrofia do ventriculo esquerdo se
mostrou concéntrica e homogénea, além de alguns camundongos apresentarem
também hipertrofia septal. Aos trés meses de idade estes camundongos tinham um
namero aumentado de células intersticiais, desorganizacdo dos miocitos e aumento
da fibrose. Aos cinco meses de idade 70% dos camundongos estdo mortos como
consequéncia das alteracbes encontradas. Utilizando a técnica de coracao isolado
(MUTHUCHAMY et al.,, 1995; MUTHUCHAMY et al., 1999) os parametros
fisiologicos foram estudados no estado basal e apdés administracdo de doses
crescentes de ISO. Estes parametros sao: frequéncia cardiaca (FC), pressao aortica
média (PAM), pressdo intraventricular esquerda (PVE) (sistélica, diastolica e
diastolica final), tempo para metade do relaxamento (RT1/2), tempo para pico de
presséo (TPP), velocidade de desenvolvimento de pressao (+dP/dt) e velocidade de
diminuicdo de pressao (-dP/dt). Aos dois meses e meio de idade os camundongos
portadores da mutagcdo da TM Glul80Gly apresentaram -dP/dt muito diminuida, mas
TPP se mostrou similar. Aléem disso, apresentaram pressao diastélica final muito
aumentada. Apds a administracdo de ISO a resposta aos parametros contrateis
(+dP/dt e TPP) foi muito atenuada e a resposta aos parametros de relaxamento (-
dP/dt e RT1/2) foi similar aos camundongos nao-trangénicos, porém, a diferenca
inicial foi mantida. Aos quatro meses e meio de idade o coracdo estava muito
hipodinamico e praticamente ndo respondeu a administracdo de ISO. Os autores
especulam que a grande diminuicdo da -dP/dt pode refletir alteracbes ndo apenas
no filamento fino, mas também na rede de citoesqueleto e de controle da membrana
do fluxo de Célcio (MUTHUCHAMY et al., 1995; MUTHUCHAMY et al., 1999).
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FIGURA 08 — RELACOES CALCIO-FORCA EM BANDAS DE FIBRAS DESMEMBRANADAS DE
CAMUNDONGOS PORTADORES DA MUTAGAO GLU180GLY (TG) E NTG COM 2,5 MESES DE

IDADE.
(a)
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FONTE: Prabhakar R, et al. A Familial Hypertrofic Cardiomyopathy a-Tropomyosin Mutation
Causes Severe Cardiac Hypertrofy and Death in Mice. Journal of Molecular Cell Cardiology, 2001; 33: 1815-

1828.

NOTA: Os sarcomeros tiveram comprimentos de 1,9 e 2,3um. (A) mensuracgao calcio-
tensdo em feixes de fibras desmembranadas. (B) dados normalizados para a % de forca maxima das
mensuracdes da relagdo tenséo-calcio.
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As mutacbes na a-TM apresentam um efeito de alta producdo de forca a
concentracfes submaximas de Calcio. Dessa forma, a desestabilizacdo da estrutura
da TM pode favorecer uma conformacao ligadora de Célcio no filamento fino. Estes
coracOes portadores da mutacdo Glul80Gly da TM desenvolvem hipertrofia
provavelmente pela inabilidade de responder adequadamente quando a demanda
de forca é aumentada, como por exemplo, durante estimulacdo simpatica ou
durante exercicios fisicos (MICHELE et al., 1999).

Golitsina et al, 1997 mensurando a afinidade da TM Glul80Gly, da T™M
Aspl75Asn e da TM nativa pela actina em trés diferentes condi¢cées experimentais:
ligacdo da TM com F-actina, ligacdo com F-actina + Tn + Calcio e ligacdo com F-
actina + Tn + EGTA (quelante de calcio), encontrou que a Tn aumenta a afinidade
da TM pela actina e que a TM GIlul80Gly tem afinidade diminuida pela actina,
preferencialmente do que com a Tn. De fato, experimentos usando fluorescéncia,
neste mesmo estudo, mostram que a mutacdo ndo altera a ligagdo da TM com a
TnT na regido da mutagdo. Esses resultados sao consistentes com o aumento da
afinidade pela actina da TM nativa (sem mutacdo), TM Glul80Gly e Aspl75Asn
dada pela Tn, assim como observa¢gfes que mudancas na sequéncia codificadora
proximal do exon 6 ou delecdo deste, ndo altera a afinidade da TM por Tn
(HAMMELL & HITCHCOCK-DEGREGORI, 1997).

Quando o subfragmento S1 da miosina se liga a actina-TM, é induzido ligacdo da
TM com actina e isso promove mudanca conformacional da TM, havendo um
aumento da flexibilidade da TM proximo da regido Cys 190, o que nao ocorre em TM
Glul80Gly. Na TM nativa (sem mutacdo) € necesséario apenas a ligacdo de duas
moléculas S1 a cada seis ou sete monémeors de actina, porém, na TM Glul80Gly
€ necessario seis a sete moléculas S1 a cada seis ou sete monémeros de actina,
indicando que a mutacao afeta a conformacéo da TM no estado aberto da actina-TM
induzido por S1 (GOLITSINA et al.,, 1997). Portanto, a TM GIlul80Gly, possui
afinidade trés vezes menor por actina e conformacdo alterada quando ligada a
actina no estado aberto do filamento fino induzido por S1. No entanto, a estabilidade
na regido da mutacdo é apenas um pouco alterada e a interacdo com o complexo
Tn ou com TnT n&o é afetada.

A mutagcdo da TM Glul80Gly foi escolhida para este estudo devido a grande

alteracdo cardiaca estrutural e funcional encontrada nos camundongos portadores
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desta mutacdo e devido ao fato de ainda ndo existir dados referentes aos
parametros de contratilidade cardiaca em musculo papilar destes animais assim
como nao existem dados referentes as etapas do desenvolvimento animal na qual

essas alteracdes ja podem ser encontradas.
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2.00BJETIVOS

1. Determinar os efeitos da mutacédo Glul80Gly da tropomiosina nos parametros
de contratilidade cardiaca (velocidade de contracéo e de relaxamento, tenséo
maxima desenvolvida), em muasculo papilar de ventriculo esquerdo de
camundongos transgénicos (TG) portadores da mutacdo Glul80Gly da TM
antes (estado basal) e apds a administracao de doses crescentes de agonista
B - adrenérgico (Isoproterenol — ISO) e em etapas precoces do
desenvolvimento animal.

2. Comparar o indice de hipertrofia entre os animais ndo — transgénicos (NTG) e
0S animais transgénicos (TG) portadores da mutacao Glul80Gly da TM,
determinando a etapa do desenvolvimento que a hipertrofia j4 se faz
presente.

3. Comparar a relacao forca — frequéncia entre os animais ndo — transgénicos
(NTG) e os animais transgénicos (TG) portadores da mutagdo Glul80Gly da
TM.
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3.0MATERIAISE METODOS

3.1ANIMAIS

Foram utilizados para os experimentos camundongos nao-transgénicos
(NTG) usados como grupo controle e camundongos transgénicos (TG) que
possuem uma mutacdo na posicdo 180 da molécula de TM, sendo que o
aminoacido acido glutamico € substituido por glicina.

O protocolo experimental foi realizado utilizando — se animais nas idades
entre duas e trés semanas de vida e animais na idade entre trés e quatro
semanas de vida.

Os animais transgénicos foram gerados no Departamento de Genética,
Bioguimica e Microbiologia Molecular do Curso de Medicina da University of
Cincinnati, Cincinnati e entao transferidos para a University of Illinois at Chicago.
A mudanca no unico nucleotideo (GAG>GGG) correspondente & substituicdo em
um aminoacido no codon 180 (Glul80Gly) foi feita utilizando-se Reacdo de
cadeia da polimerase (PCR) mediada por mutagénese sitio-dirigida. Os cDNAs
da TM 180 foram ligados na extremidade 5’ ao promotor a - MHC (cadeia pesada
da Miosina) especifico cardiaco. A regido sinalizadora e terminal do horménio de
crescimento humano poly (A) foi ligado a extremidade 3'.

Os animais foram cedidos pelo biotério do Setor de Medicina da University of
lllinois at Chicago (UIC) e receberam alimentacéo de rotina sem restricdes. Estes
camundongos foram cautelosamente controlados, ndo permitindo que houvesse
mistura entre diferentes linhagens de camundongos existentes no biotério e
utilizados para cruzamento sucessivas vezes até conseguir - se o numero ideal
de experimentos utilizando estes animais. A confirmacédo do genotipo de todos
os camundongos utilizados para experimentos foi feita através do procedimento
para reacao em cadeia da polimerase (PCR).

Todo o protocolo experimental foi avaliado e aprovado pela comissdo de
cuidados com animais da University of Illinois at Chicago, que representa o 6rgao

controlador de animais da mesma Universidade.
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3.2PROCEDIMENTO PARA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

3.2.10btencéo de anostras e extragd de DNA

As amostras utilizadas para extracdo de DNA foram obtidas a partir de
pedacos das caudas dos animais e mediram aproximadamente de 1 a 1,5
centimetro. As caudas ap0s cortadas, foram transferidas para um tubo plastico de 1
ml e quando néo utilizadas no mesmo momento foram armazenadas a — 20° C.

A lise das amostras foi iniciada adicionando-se 500 pl de tampéao de lise com
a seguinte composicédo: TRIS-HCI 50mM (pH:8.0), 100 mM EDTA, 1% SDS (dodecil
sulfato de sédio), 100 mM NaCl, 500 pg/ml de Proteinase K [diluida em 10 mM
TRIS-HCI (pH:7.5), 20 mM CaCl2 e 50 % Glicerol]. Incubou-se as amostras durante
a noite a 55° C em continua agitacao.

A seguir, centrifugou-se as amostras a 14.000 rpm durante 6 minutos (min.).
Ao final transferiu-se o supernadante para tubos novos, adicionando-se a este o
mesmo volume (aproximadamente 400 pl) de isopropanol, misturando-se as
amostras até a precipitacdo do DNA. Centrifugou-se a seguir a 14.000 rpm por 1
minuto descartando-se desta vez o sobrenadante e adicionou-se 1 ml de Etanol
75%. Misturou-se a amostra e centrifugou-se a 14.000 rpm por 4 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e as amostras foram deixadas para secar por
aproximadamente 20 a 30 minutos. A seguir, dissolveu-se o DNA em TE buffer
(Tampédo TRIS-EDTA) e misturou-se utilizando o aparelho Thermomixer a uma

temperatura de 65° C por 10 a 15 min.

3.2.2PCRparaTM Glul8®Gly

Adicionou-se as amostras obtidas conforme descrito acima, uma solucéao
contendo 10 mM de dNTPs, 5% DMSO e 2,5 mM de MgCl, e dois diferentes
“primers” para amplificacdo denominados de 3" e 5 além de Tag-enzima. Para a
reacao de amplificacdo foi usado um ciclo de desnaturacédo de 4 minutos a 94° C,
seguido de ciclo de amplificagdo (35 vezes) na sequéncia de : 30 segundos a 94°

C, 30 segundos a 65°C e 30 segundos a 72°C; ciclo de complementacédo de 10



32

minutos a 72°C e por fim, 1 hora a 4°C. As bandas ficaram em torno de 200 bp.

3.2.3Experimentos com musculo papilar

Para estes experimentos os camundongos foram previamente injetados
intraperitoneamente com Heparina sddica na dose de 5 U/g, 30 minutos antes de
serem sacrificados. Os animais foram entdo anestesiados intraperitoneamente com
tri-bromo-etanol 2% na dose de 22 pL/g. O térax, a seguir, foi rapidamente aberto e
0 coracao retirado e lavado em solucdo para dissecacdo (abaixo descrita) a
temperatura ambiente, sendo pesado e apds isto colocado em um recipiente para
dissecacédo sob microscopio otico. A dissecacdo de musculo papilar, especialmente
em camundongos que tem uma camara cardiaca comparativamente pequena em
relacdo a camara cardiaca de ratos deve ser feito com cautela, evitando-se qualquer
contato ou estiramento que possa lesionar o musculo. Apos a remoc¢ao do coracao
foi realizado a canulacdo da artéria aorta e esse orgao foi perfundido
retrogradamente (Langerdoff) com a solucéo de dissecagéo Krebs — Heinseleit (K-H)
na seguinte concentracdo em mM : NaCl 118.5 , KCI 15.0, MgSO, 1.2, NaH,PO,
2.0, Nay(HCO); 2.1, D-Glucose 10.0 e ca” 0.4 previamente e continuamente
borbulhada com 95% de O, e 5% de CO, tendo o pH igual a 7.4.

Apéds a canulacdo da aorta, através de acesso pelo Tronco Arterial Pulmonar
seccionou-se a parede do ventriculo direito e por acesso atraves do septo
interventricular seccionou-se o0 ventriculo esquerdo e em seguida, era entao
dissecado o musculo papilar com uma por¢ao da valvula bicuspide e de miocardio.

O musculo foi entdo transferido para uma camara de 2 mL, tendo uma das
extremidades presa a um transdutor de forca (FORT - 10, Transduction
Laboratories Co.) e a outra & um micromanipulador acoplado a motor (Muscle Lever
System Motor, Aurora Scientific Inc.) para manipular o comprimento do musculo,
permitindo variacdes de comprimento na escala de micrémetros (um).

A seguir, o musculo foi banhado com solucdo de perfusdo K-H com a
seguinte composi¢cao (em mM): NaCl 118,5 ; KCI 5,0; MgSO, 1.2, NaH,PO,4 2,0;
NaHCO; 2,1; D-Glucose 10,0 e Ca®* 0,4. inicialmente; e borbulhada continuamente
com 95% de O, e 5% de CO, tendo o pH igual a 7,4. A preparacdo foi

continuamente perfundida, reoxigenada e aquecida através de uma bomba



33

peristaltica e de um sistema de aguecimento, mantendo a temperatura em 25° C
durante todo o experimento. Para confirmacdo da temperatura durante o0s
experimentos, foi utilizado um termémetro digital (Digi — Sense, Cole Parmer Inc.),
sendo que o eletrodo para mensuracdo da temperatura foi posicionado dentro da
camara com solucdo onde se encontrava o musculo papilar.

A concentracao de calcio foi entdo gradualmente aumentada até atingir 1mM.
O musculo foi eletricamente estimulado a 0,2 Hz através de ondas quadraticas com
as caracteristicas de pulso para estes experimentos de 5 ms de duracéo e 25 V de
amplitude, sendo a frequéncia de 0,2 Hz utilizada inicialmente para que o muasculo
atingisse contracoes estaveis.

Apés estirado até um comprimento médio, foi esperado um tempo de
aproximadamente 30 minutos de estimulacdo, o qual se observou ser um tempo
suficiente para que as contragbes do musculo estabilizassem em um determinado
valor de forca desenvolvida. Apds isto, 0 musculo foi estirado progressivamente até
obter-se o maior valor de producéo de forga (que corresponde ao comprimento ideal
do muasculo - Lmax.) e entéo relaxado até 90% do valor maximo de For¢a, onde os
experimentos foram realizados.

ApOs cerca de cinco a dez minutos estando a producéo de forca estavel na
frequéncia de 0,2 Hz, aumentou-se a frequéncia de estimulacéo para 1 Hz. A seguir,
para 2 Hz e, a seguir, para 3 Hz. Esperou-se o0 tempo necessario para que a
producdo de forca se mantivesse estavel a cada frequéncia de estimulacéo
empregada. Curvas dose — resposta ao ISO foram obtidas na frequéncia de
estimulacdo de 3 Hz.

Para registro dos dados foi usado o programa LabVIEW.

3.2.4Andlise Estatistica

Todos os resultados foram analisados estatisticamente. Os dados
estatisticos para indice de hipertrofia cardiaca e indice de aceleracdo do
relaxamento foram realizados atraves de Teste — T e para os demais resultados foi
utilizado One Way ANOVA analyses of variance e, a “posteriori”, o teste Tukey. Os

resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando a probabilidade
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de ocorréncia da hipétese nula foi inferior a 1% (p<0,01) para indice de hipertrofia

cardiaca e inferior a 5% (p<0,05) para todos os demais experimentos realizados.
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4.0RESULT ADOS

4.1 MORFOLOGIA CARDIACA DE CAMUNDONGOS NAO — TRANSGENICOS
(NTG) E TRANSGENICOS (TG) COM SEIS EMANASDE VIDA.

Os camundongos portadores da mutacdo Glul80Gly da TM apresentaram
hipertrofia atrial e ventricular, que se inicia jA nas primeiras semanas de vida do
animal.

A figura 09 compara morfologicamente um coracdo de camundongo nao —
transgénico com um coracdo de camundongo portador da mutagdo Glul80Gly da
TM, ambos com seis semanas de vida. Esta figura € um exemplo tipico da grande

hipertrofia desenvolvida pelos animais portadores desta mutacao.

FIGURA - 09 MORFOLOGIA CARDIACA DE CAMUNDONGO NAO — TRANSGENICO (A) E TRANSGENICO
(B) COM SEIS SEMANAS DE VIDA.

A) B)
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4.2PCRPARA TM GLU180GLY

Todos os camundongos utilizados para os experimentos foram avaliados
guanto ao genoétipo com o uso da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).

A figura 10 € um exemplo de resultado obtido em um PCR para TM
Glul80Gly, mostrando as bandas positivas para TM glul80Gly e as bandas
negativas que correspondem aos animais NTG.

FIGURA — 10 PCR PARA TM GLU180GLY.

-

Controle p ]

Controle negativo

4.3INDICE DE HIPERTROFIA CARDIACA

O indice de hipertrofia cardiaca foi mensurado em todos os animais utilizados
através da razdo entre o peso do coracdo em miligramas (mg) e o peso corporal em
gramas (g). Esta mensuracdo € um dos indicativos de desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca.

Como mostrado na figura 11, os animais com idade entre duas e trés
semanas de vida, assim como 0s animais com idade entre trés e quatro semanas de
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vida apresentam uma significativa diferenca nos indices de hipertrofia cardiaca,
indicando que os camundongos portadores da mutacdo Glul80Gly apresentam
hipertrofia cardiaca em ambas as idades. Isso sugere uma alteragdo estrutural e,
dessa forma, funcional que se instala precocemente nestes animais. A diferenca
encontrada entre 0os animais tanto transgénicos quanto nao — transgénicos com
duas a trés semanas de vida e nos com trés a quatro semanas de vida foi devido a
idade destes camundongos e ndo a uma suposta hipertrofia nos camundongos entre

duas e trés semanas de vida.

FIGURA — 11 INDICE DE HIPERTROFIA CARDIACA EM CAMUNDONGOS NTG E TG NAS IDADES ENTRE
DUAS E TRES SEMANAS DE VIDA E ENTRE TRES E QUATRO SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: # Diferenga significativa comparado com camundorgo com a mesma idade.
(p<0,01).
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4.4 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE ISO NA FORCA DESENVOLVIDA POR
PAPILARES DE CAMUNDONGOSNTGE TG

4.4.1Camundonga de duas atrés smanas de vida

A figura 12 mostra a acdo da administracdo de ISO em doses crescentes até
ativacdo maxima do miofilamento, em musculo papilar esquerdo de camundongos
NTG e TG estimulados eletricamente a 3 Hz.

Na figura 12 pode-se perceber o aumento da forca desenvolvida apés a
administracdo de ISO em ambos os grupos. Tal incremento foi mais proeminente no
grupo NTG que no grupo TG, embora esta diferenca nédo tenha sido
estatisticamente significativa, demonstrando que os camundongos TG, mesmo
ainda na segunda semana de vida, ja possuem uma tendéncia de nao responder

adequadamente a estimulagéo [3 - adrenérgica com aumento de forca.

FIGURA — 12 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO
DESENVOLVIMENTO DE FORGCA EM MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS
NAO — TRANSGENICOS (NTG) E TRANSGENICOS (TG) ENTRE DUAS E TRES SEMANAS DE

VIDA.
S 2501 ——NTG n =8
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4.4.2Camundonga entre trés e quatro semanas de vida

A figura 13 demonstra os dados de for¢a de contracdo apds administracao de
ISO em doses crescentes em musculo papilar isolado esquerdo de camundongos
NTG e TG.

Como mostrado na figura 13, a forca desenvolvida apds administracdo de
ISO foi dose dependente, porém, o efeito de ISO foi estatisticamente maior nos
camundongos NTG que nos camundongos TG, demonstrando a incapacidade dos
camundongos TG de responder adequadamente quando a demanda de forca para o
musculo cardiaco & aumentada.

A figura 14 é um registro original de um experimento tipico da contracdo de
musculo papilar estimulado a 3 Hz, demostrando os efeitos da acdo de ISO nas
doses de 10, 100 e 1000 nM. Em A) o registro foi feito em muasculo papilar de
ventriculo esquerdo de camundongo NTG, portanto, pode-se notar a grande
resposta a estimulacdo B - adrenérgica. Em B), o registro foi feito em musculo
papilar de ventriculo esquerdo de camundongo TG, portanto, pode-se notar a menor

resposta a estimulacao 3 - adrenérgica.
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FIGURA — 13 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (1SO) NO
DESENVOLVIMENTO DE FORCA DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS
NAO — TRANSGENICOS E TRANSGENICOS ENTRE TRES E QUATRO SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: Os dados estéo express em percentual da média mais erro padrdo e foram
normalizados. * diferenca estatisticamente significativa entre animais NTG e TG na mncentrac@® de
1000 ™M de SO (p<0,05.
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FIGURA 14 — REGISTRO ORIGINAL DE FORGCA DE CONTRAGAO DE UM EXPERIMENTO TIPICO
DE MUSCULO PAPILAR ESTIMULADO ELETRICAMENTE A 3 HZ, DEMONSTRANDO OS EFEITOS DA AGAO
DE ISO NAS DOSES DE 10, 100 E 1000 nM. A) ANIMAIS NTG; B) ANIMAIS TRANSGENICOS.
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4.5RELACAO FORCA — FREQUENCIA

A figura 15 mostra a Relacdo Forca — Frequéncia (FFR) de musculo papilar
esquerdo de camundongos transgénicos (TG) e nao - transgénicos (NTG) de duas a

trés semanas de vida.
A FFR relaciona o aumento ou diminuicdo da forca quando a frequéncia &

aumentada. Como mostrado na figura 14, A FFR é inicialmente bifasica e
posteriomente tende a se manter em um determinado nivel de forca para os
camundongos nao - transgénicos e € descendente para os camundongos

transgénicos, diferenca esta que é estatisticamente diferente (p<0,05).

FIGURA — 15 RELACAO FORGCA — FREQUENCIA EM MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS
TRANSGENICOS (TG) E NAO — TRANSGENICOS (NTG) ENTRE DUAS E TRES SEMANAS DE
VIDA. TEMPERATURA: 25 GRAUS CELSIUS; CONTRAGAO ISOMETRICA.

200+

100+

Forca Normalizada (%)

Frequéncia (Hz)

NOTA: * diferenca estatisticamente significaiva entre animais NTG e TG quando
compara-se afor¢canafrequénciade 2 e 3 Hz com aforcana frequéncia de 1Hz.

A figura 16 mostra a Relacéo Forca — Frequéncia (FFR) em musculo
papilar esquerdo de camundongos transgénicos (TG) e néo - transgénicos (NTG)
entre trés e quatro semanas de vida. Como mostrado na figura 16, A FFR é
inicialmente bifasica e posteriomente tende a se manter em um determinado nivel

de forga para os camundongos néo — transgénicos e descendente para 0s
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camundongos transgénicos, diferenca esta que € estatisticamente diferente. Na
frequéncia de 0,2 Hz a forca € maior. Sugere-se que isto ocorra devido ao fenébmeno
de potenciacao pos — repouso (Redel, et al., 2002).

A figura 17 exemplifica um registro de contracdo de musculo papilar de
ventriculo esquerdo de animais NTG (A) e de animais TG (B), mostrando as
frequéncias de 0,2, 1, 2 e 3 Hz.

FIGURA — 16 RELACAO FORGCA — FREQUENCIA EM MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS
TRANSGENICOS (TG) E NAO — TRANSGENICOS (NTG) ENTRE TRES E QUATRO SEMANAS DE
VIDA. TEMPERATURA: 25 GRAUS CELSIUS; CONTRAGCAO ISOMETRICA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significaliva entre animais NTG e TG quando
compara-se aforcanafrequénciade 2 e 3 Hz com aforcanafrequéncia de 1Hz.
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FIGURA 17 — REGISTRO ORIGINAL DE UM EXPERIMENTO TiPICO DA CONTRACAO DE MUSCULO
PAPILAR DE ANIMAL NTG (A) E TG (B) MOSTRANDO AS FREQUENCIAS DE 0,2, 1, 2 E 3 HZ.

A)
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B)

4.6 PARAMETROS DE CONTRATILIDADE

4.6.1Camundong@ de duas atrés smanas de vida

A figura 18 mostra a acao da frequéncia no tempo para o pico de contragao
em musculo papilar esquerdo de camundongos NTG e TG.

A figura 19 mostra o efeito da administracdo de doses crescentes de 1SO no
tempo para o pico de contracdo em musculo papilar esquerdo de camundongos
NTG e TG.

Como mostrado na figura 18, o tempo para o pico de contracdo foi
significativamente mais longo em camundongos TG que em NTG nas frequéncias
de0,2,1e 2.

Como mostrado na figura 19, o tempo para o pico de contragcdo se manteve
apenas levemente mais longo em camundongos TG que em camundongos NTG
apos a administracdo de doses crescentes de ISO, diferenca esta nao significativa,

indicando que o estimulador (3 - adrenérgico reverteu este parametro.
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As figuras 20, 22 e 24 mostram o efeito da frequéncia nos tempos para 50, 75
e 90% do relaxamento respectivamente em musculo papilar esquerdo de
camundongos TG e NTG.

As figuras 21, 23 e 25 mostram o efeito da admistracdo de doses crescentes
de ISO nos tempos para 50, 75 e 90% do relaxamento respectivamente em musculo
papilar esquerdo de camundongos TG e NTG.

Nas figuras 20, 22 e 24 pode-se observar que o tempo para 50, 75 e 90% do
relaxamento respectivamente, sao significativamente mais longos nos camundongos
TG que nos camundongos NTG nas frequéncias de 0,2, 1, 2 e 3Hz.

As figuras 21, 23 e 25 mostram que a diferenca nos tempos para 50, 75 e
90% do relaxamento respectivamente, € mantida apds a administracdo de doses
crescentes de 1SO.

Ainda nos graficos que representam os tempos para 50, 75 e 90% do
relaxamento, podemos perceber que os tempos de relaxamento dos camundongos
tanto TG quanto NTG entre duas e trés semanas de vida sdo mais curtos que 0s
mesmos tempos de relaxamento dos camundongos tanto TG quanto NTG entre trés

e quatro semanas de vida. A causa para esta diferenca ndo é conhecida.

FIGURA — 18 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA O PICO DE CONTRAGAO DE MUSCULO
PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO -TRANSGENICOS
(NTG) DE DUAS A TRES SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significativa entre animais NTG e TG nas frequéncias
de 0,2, 1e2 Hz (p<0,05.
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FIGURA — 19 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO
TEMPO PARA O PICO DE CONTRACAO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE
CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO-TRANGENICOS (NTG) DE DUAS A TRES
SEMANAS DE VIDA ESTIMULADOS ELETRICAMENTE A 3 HZ.
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FIGURA — 20 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA 50% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO
PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE
DUAS A TRES SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significativa entre animais NTG e TG nas frequéncias
de0,2, 1, 2e 3Hz (p<0,05.
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FIGURA — 21 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO
TEMPO PARA 50% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE
CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE DUAS A TRES
SEMANAS DE VIDA ESTIMULADOS ELETRICAMENTE A 3 HZ.

B NTG n =8

200+
° 1TGn=5
)
S E 150-
0 o * %
S c
S © 1004
o E 100
8 3
52 s0
-

0
10 100 1000
Controle ISO (nM)

NOTA: * diferenca estatisticamente significaiva entre animaisNTG e TG no estado besal
(controle) enadose de 10 M de 1SO (p<0,05.

FIGURA — 22 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA 75% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR

ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE
DUAS A TRES SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significaiva entre animais NTG e TG nas frequéncias
de0,2, 1, 2e 3 Hz (p<0,05.
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FIGURA — 23 EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO TEMPO PARA 75% DO
RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS

(TG) E NAO — TRANSGENICOS (NTG) DE DUAS A TRES SEMANAS DE VIDA ESTIMULADOS
ELETRICAMENTE A 3 HZ.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significativa entre animaisNTG e TG no estado besal
(controle) e nas doses de 10e 100 rM de 1SO (p<0,05.
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FIGURA - 24 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA 90% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR

ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE
DUAS A TRES SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferengca  estatisticamente significativa entre animais NTG e TG nas
frequéncias de 0,2, 1, 2e 3 Hz (p<0,05.

FIGURA — 25 EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO TEMPO PARA 90% DO
RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS
(TG) E NAO — TRANSGENICOS (NTG) DE DUAS A TRES SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significaiva entre animais NTG e TG no estado
basal e nas dosesde 10e 100 rM de 1SO (p<0,05.
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4.6.2Camundong® com trés a quatro semanas de vida

As figuras 26 e 27 mostram os efeitos da alteracdo da frequéncia de
estimulacédo elétrica ou da exposicao de musculos papilares a doses crescentes de
Isoproterenol, um estimulador B - adrenérgico que estimula ambos, contracdo e
relaxamento cardiaco, no tempo para o pico de contragdo em musculo papilar
esquerdo de camundongos trangénicos (TG) e nédo — transgénicos (NTG).

Nas figuras 26 e 27 pode-se observar que ndo ha diferenca significativa no
tempo para o pico de contracdo entre camundongos TG e NTG. De fato, inUmeros
trabalhos (PRABHAKAR et al., 2001; GOLITSINA et al., 1997; MUTHUCHAMY et
al.,, 1999; MICHELE et al.,, 1999) encontraram um efeito primario e mais
proeminente da mutacdo da TM Glul80Gly no tempo de relaxamento do que no

tempo para o pico de contracao.

FIGURA - 26 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA O PICO DE CONTRAGAO DE MUSCULO PAPILAR
ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO -TRANSGENICOS (NTG) DE
TRES A QUATRO SEMANAS DE VIDA.
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FIGURA — 27 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO
TEMPO PARA O PICO DE CONTRACAO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE
CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO-TRANGENICOS (NTG) DE TRES A QUATRO
SEMANAS DE VIDA ESTIMULADOS ELETRICAMENTE A 3 HZ.
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As figuras 28, 30 e 32 mostram a acdo da frequéncia nos tempos para 50, 75
e 90% do relaxamento respectivamente, em mduasculo papilar esquerdo de
camundongos TG e NTG.

As figuras 29, 31 e 33 mostram o efeito da administragdo de doses
crescentes de Isoproterenol (ISO) nos tempos para 50, 75 e 90% do relaxamento
respectivamente, em musculo papilar esquerdo de camundongos TG e NTG.

Como mostrado nas figuras 28, 29, 30, 31, 32 e 33 o tempo para 50, 75 e
90% do relaxamento é significativamente maior em camundongos TG que em NTG
nas frequéncias de 0,2, 1 e 2 e 3 Hz e também mesmo apos a administracdo de

doses crescentes de Isoproterenol (1ISO).
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FIGURA — 28 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA 50% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR

ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE
TRES A QUATRO SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significativa entre animais NTG e TG nas frequéncias
de0,2, 1, 2e 3 Hz (p<0,05.

FIGURA — 29 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO
TEMPO PARA 50% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE
CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE TRES A
QUATRO SEMANAS DE VIDA ESTIMULADOS ELETRICAMENTE A 3 HZ.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significaiva entre animais NTG e TG no estado besal
(p<0,05.
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FIGURA — 30 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA 75% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR
ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE

TRES A QUATRO SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significaiva eitre animais NTG e TG nas frequéncias

de0,2, 1, 2e 3 Hz (p<0,09.

FIGURA - 31 EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO TEMPO PARA 75% DO
RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS
(TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE TRES A QUATRO SEMANAS DE VIDA

ESTIMULADOS ELETRICAMENTE A 3 HZ.
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FIGURA - 32 EFEITO DA FREQUENCIA NO TEMPO PARA 90% DO RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR

ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANGENICOS (TG) E NAO - TRANSGENICOS (NTG) DE
TRES A QUATRO SEMANAS DE VIDA.
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NOTA: * diferenca estatisticamente significativa entre animais NTG e TG nas frequéncias
de0,2, 1, 2e 3 Hz (p<0,05.

FIGURA — 33 EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE ISOPROTERENOL (ISO) NO TEMPO PARA 90% DO
RELAXAMENTO DE MUSCULO PAPILAR ESQUERDO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS
(TG) E NAO — TRANSGENICOS (NTG) DE TRES A QUATRO SEMANAS DE VIDA.
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5.0DISCUSSAO

As doencas cardiovasculares estdao entre as que mais matam no mundo
segundo Redwood, 1999 e também segundo a Associacdo Americana do Coracéo
(AHA).

A FHC é a causa mais comum de morte em jovens, que se ndo fosse por
essa patologia que muitas vezes ndo é diagnosticada, seriam saudaveis. Muitos
desses jovens morrem precocemente durante estresse fisico ou emocional.
Entretanto, dentro de uma mesma familia portadora de algum tipo de mutacdo em
uma das proteinas sarcomeéricas ainda existe uma significativa variagdo, portanto,
nao existindo uma histéria natural “benigna” ou “maligna”, jA que as influéncias
ambientais tem seu papel no desenvolvimento do fenoétipo da patologia (REDWOOD
et al., 1999).

A incidéncia de FHC é de 0,1 a 0,2% da populacao, sendo que a molécula de
tropomiosina é uma das sete proteinas sarcomericas que podem estar mutadas em
FHC. Uma mutacdo desta proteina afeta o funcionamento cardiaco ja que esta é
essencial para o perfeito funcionamento dos miofilamentos contrateis cardiacos.

Existem quatro mutacdes pontuais na a- Tropomiosina (a-TM), as quais estao
ligadas ao desenvolvimento de FHC: Ala63Val, Lys70Thr, Aspl175Ans e Glul80Gly.
Duas destas estdo localizadas na regido Cys 190 onde a TM se liga a TnT:
Aspl75Asn e Glul80Gly. Ambas alteram a funcédo diastdlica miocardica (EVANS et
al., 2000) desestabilizando a estrutura da TM, aumentando sua flexibilidade, porém,
foi mostrado por alguns estudos (GOLITSINA et al., 1997; PRABHAKAR et al.,
2001) que a mutacao Glul80Gly aumenta a flexibilidade da TM trés vezes mais,
desta forma diminuindo a afinidade pela F-actina trés vezes comparado com a
mutacdo Aspl75Asn ou em camundongos nativos. Dessa forma a mutacao
Glul80Gly compromete mais severamente as funcbes de contratilidade cardiaca,
levando a morte dos camundongos TG em 2 a 4 meses de idade (PRABHAKAR et
al., 2001). Da mesma forma, em seres humanos, esta forma de FHC esta associada
a arritmias prematuras e a morte repentina em pessoas jovens (BONNE et al.,
1998).
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Neste estudo objetivou-se mostrar as alteracdbes nos parametros de
contratilidade dos camundongos portadores da mutacdo da TM Glul80Gly. Os
achados dos experimentos com camundongos de duas a trés e de trés a quatro
semanas de vida mostram primariamente a deficiéncia no relaxamento destes
camundongos, visto que os tempos de relaxamento sdo significativamente mais
longos em todas as frequéncias estudadas, demonstrando que os miofilamentos
destes papilares podem ser mais sensiveis ao calcio. Da mesma forma,
PRABHAKAR et al., 2001, utilizando miofibrilas cardiacas isoladas de camundongos
portadores da mutacédo Glu180Gly da TM, demonstrou grande disfuncéo diastolica e
aumento da sensibilidade ao célcio das miofibrilias cardiacas provenientes desses
animais. Esse aumento da sensibilidade ao calcio ocorre devido a desestabilizacao
da estrutura da TM, que favorece uma conformacéao ligadora de célcio no filamento
fino (PRABHAKAR et al., 2001; DANIEL et al., 1999).

Neste estudo mostrou-se que o relaxamento foi grandemente acelerado nos
animais TG quando se compara com animais NTG quando se aumenta a frequéncia
de estimulacdo para 1, 2 e 3 Hz, respectivamente, embora continue mais longo a
cada frequéncia nos animais TG. Essa acelera¢éo é dada pelo indice de aceleracao
do relaxamento (Tempo para 50, 75 e 90% (respectivamente) do relaxamento a 1, 2
e 3 Hz (respectivamente)/ Tempo para 50, 75 e 90% (respectivamente) do
relaxamento a 0,2 Hz) (p<0,05). A aceleracdo do relaxamento dependente do
aumento da frequéncia de estimulacdo é devido a fosforilacdo do FL e/ou da
SERCA2 pelo complexo caélcio-calmodulina (CaMKIl) (BERS, 2001). Assim, é
possivel que os papilares dos animais TG ativem mais a CaMKIl em resposta ao
aumento da frequéncia de estimulacdo, como também este efeito de aceleracao
pode ser devido a uma suprexpressdo de FL que age inibindo a SERCA2 e esta
inibicdo é grandemente atenuada quando se aumenta a frequéncia de estimulagéo.
Também especula-se que a aceleragdo do relaxamento mais pronunciada nos
animais TG pode ser devido a um aumento na expressdo de SERCA2 nestes
animais. A SERCA2 é continuamente inibida por FL até que o aumento da
frequéncia de estimulacao inicie o mecanismo que leva a fosforilagdo de ambos: FL
e SERCA2. Ainda especula-se gue estes mecanismos possam atuar em conjunto.
Ainda é importante ressaltar que embora os niveis de fosforilagdo de FL e/ou

SERCA2 nos animais TG possam estar sendo grandemente aumentados pelo
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aumento da frequéncia de estimulagdo, quando se analisa cada frequéncia
separadamente, estes niveis podem ser ainda menores do que nos animais NTG.
Ainda é importante ressaltar que embora o0 relaxamento seja grandemente
acelerado nos animais TG quando se aumenta a frequéncia de estimulacéo, este
ainda é estatisticamente mais longo do que nos animais NTG, demonstrando uma
disfuncéo diastolica em todas as frequéncias estudadas.

Mecanicamente, varios fatores contribuem para a regulacdo do relaxamento
cardiaco em camundongos e em seres humanos. Estes fatores incluem a regulacao
da SERCA2 pelo FL e a desativacdo da contracdo pela .Tnl, ambos alvo de
fosforilacdo pela PKA. Entretanto, tanto em camundongos quanto em humanos em
condicdes fisiologicas, a (Tnl se encontra quase totalmente fosforilada. Isto sugere
gue sob condicdes fisioldgicas basais, a reserva cardiaca é pequena e estimulacao
B - adrenérgica ndo pode acelerar o relaxamento significativamente através da
fosforilacdo de FL. Dessa forma, o fato de a mutacdo Glul80Gly da TM causar uma
lentificag&o do relaxamento mostra que a inativagcdo da contragéo pelo filamento fino
deve ter um importante papel na regulacéo do relaxamento.

A diferenca nos tempos de relaxamento se manteve mesmo apds a
administracdo de doses crescentes de ISO, um importante agonista 3 - adrenérgico
que estimula ambos, contracdo e relaxamento dos midcitos cardiacos. No entanto,
pode-se perceber que a acdo de ISO de aumentar a velocidade de relaxamento foi
mais pronunciada nos animais TG do que nos animais NTG em ambas as idades, ja
que o indice de aceleracdo do relaxamento (Tempo para 50, 75 e 90%
(respectivamente) do relaxamento com ISO na concentragdo de 1000 nM/ Tempo
para 50, 75 e 90% (respectivamente) do relaxamento no estado basal) foi maior nos
animais TG do que nos animais NTG (p<0,05). Isso demonstra que os animais TG,
em ambas as idades, ainda possuem capacidade de responder a estimulacéo 3 -
adrenérgica com aceleracdo da velocidade de relaxamento. Importante ressaltar que
os efeitos da estimulacdo B - adrenérgica nos papilares dos animais TG néo deve
ser devido a uma diferenca na densidade dos receptores (3 - adrenérgicos, pois foi
mostrado por EVANS et al, 2000, que a densidade destes receptores € a mesma
tanto nos animais TG quanto nos animais NTG. A estimulacéo (3 - adrenérgica eleva

a concentracdo intracelular de monofosfato ciclico de adenosina (AMP.), o que



59

eleva a concentracéo de proteina kinase A (PKA) e esta fosforila proteinas-chave no
processo de acoplamento excitacdo-contragdo como a Tnl (diminuindo a
sensibilidade dos miofilamentos ao calcio) e FL (atenuando a inibicdo sobre as
SERCAS2), o que acelera a velocidade de relaxamento (FENTZKE, et al, 1999;
WOLSKA et al, 2002; WOLSKA et al, 2003) . Portanto, apds estimulacdo 3 -
adrenérgica a recaptacdo de ions calcio para dentro do RS € grandemente
aumentada. Especula-se que no estado basal (3 Hz), nos animais TG, os niveis de
fosforilacdo de .Tnl e/ou fosfolambano devem se encontrar em um nivel menor do
gue nos animais NTG. Dessa forma, a fosforilagdo destes pela PKA levaria a uma
grande aceleracéo da velocidade de relaxamento. Por outro lado, também existe a
possibilidade de os animais TG superexpressarem SERCA2, porém, no estado
basal, esta bomba é continuamente inibida por FL, inibicdo essa que comeca a ser
atenuada com o aumento da frequéncia e estimulacdo 3 - adrenérgica. Além disso,
uma superexpressao de FL nos animais TG também poderia estar correlacionado
com esses resultados encontrados, j& que no estado basal (antes da administracéo
de ISO) a SERCAZ2 se encontraria altamente inibida por esta proteina, inibicdo esta
que seria atenuada com a fosforilagdo do FL pela PKA apds estimulacdo B -
adrenérgica. Ainda € importante ressaltar que embora o0 relaxamento seja
grandemente acelerado nos animais TG quando se administra doses crescentes de
ISO, este ainda € estatisticamente mais longo do que nos animais NTG,
demonstrando que a disfuncédo diastélica ndo é revertida por estimulacdo (3 -
adrenérgica.

Este estudo mostrou também que ndo ha diferenca significativa no tempo
para o0 pico de contracdo entre camundongos TG e NTG. De fato, inUmeros
trabalhos (PRABHAKAR et al.,, 2001; GOLITSINA et al.,, 1997; MUTHUCHAMY et
al., 1999; MICHELE et al, 1999) encontraram um efeito primario e mais
proeminente da mutagdo da TM Glul80Gly no tempo de relaxamento do que no
tempo para o pico de contracdo, porém, diferencas no tempo de contragcdo podem
ser encontrados mesmo em estagios iniciais de hipertrofia, portanto, necessitando
mais estudos para uma conclusdo. Neste estudo, encontramos uma diferenca no
tempo para o pico de contragdo nos camundongos entre duas e trés semanas de

vida, porém, ndo foi encontrada esta alteragcdo nos camundongos entre trés e quatro
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semanas de vida. Por outro lado, em estudos feitos por Prabhakar et al, 2001 e
Daniel et al, 1999, os camundongos TG para TM Glul80Gly, apresentam um
aumento da tensdo maxima no estado basal a concentragcbes subméximas de
calcio, o que pode se refletir em uma velocidade de contracdo levemente mais
rapida. Dessa forma, mais estudos se fazem necessarios.

Outro importante achado deste estudo € que a mutacdo na TM Glul80Gly
atenua a resposta de aumento de for¢ca dos cardiomidcitos a administracdo de
isoproterenol, demonstrando a incapacidade destes cardiomiocitos de responder
adequadamente quando a demanda de forca € aumentada por agonistas (3 -
adrenérgicos. Este efeito pode ser devido a maior sensibilidade dos miofilamentos
ao ion calcio, e dessa forma, uma contracdo muscular no estado basal ja esta
proxima da forgca maxima obtida pelo masculo, assim como por um desequilibrio no
transporte de ions calcio pelo sarcolema (através dos canais lentos de calcio e/ou
trocador Na+/Ca+2), embora ainda ndo exista estudos que suportem esta hipotese.

Foi mostrado por este estudo que 0s animais portadores da mutacao
Glul80Gly da TM possuem uma Relacdo Forca — Frequéncia descendente na
temperatura de 25°C e contragdo isométrica, enquanto os camundongos NTG
possuem uma Relacédo Forca — Frequéncia inicialmente bifasica e que poteriormente
tende a se manter em um determinado nivel de for¢ca nestas mesmas condicoes.
Este fenbmeno pode ocorrer devido a uma incapacidade dos animais TG de
recaptar calcio para dentro do RS adequadamente, principalmente quando se
aumenta a frequéncia de estimulacdo. A inabilidade de estocar calcio
adequadamente no RS atenua o aumento na forga que é normalmente encontrada a
altas frequéncias de estimulacéo, ja que a concentracdo de calcio disponivel para
liberacéo a cada batimento cardiaco € diminuida. Na frequéncia de 0.2 Hz a forga é
pode ser maior devido ao fendmeno de potenciacdo pds — repouso (Redel, et al.,
2002), no qual, devido a um grande intervalo de tempo entre uma contracéo e outra,
€ possivel estocar grande quantidade de calcio dentro do RS em ambos animais TG
e NTG, tendo o ion sempre disponivel, em concentracdo adequada, para contracao.
Entretanto, como a estimulacdo € estavel a 0,2 Hz, esta hipétese de potenciacao
pos — repouso pode nao ser verdadeira. Especula-se que nos animais TG possa
haver um desequilibrio no transporte de ions calcio através do sarcolema que se

torna mais proeminente a altas frequéncias de estimulacdo, quando um transporte
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mais rapido e eficiente de ions célcio para dentro e fora da célula e do RS, é
necessario.

Também encontrou-se um dado referente aos tempos de relaxamento entre
camundongos tanto TG quanto NTG entre duas e trés semanas de vida e entre trés
a quatro semanas de vida. Os camundongos TG e NTG entre duas e trés semanas
de vida apresentam uma maior velocidade de relaxamento do que os camundongos
TG e NTG entre trés e quatro semanas de vida. Isso reflete o desenvolvimento
cardiaco que ainda néo esta completo nos camundongos entre duas e trés semanas
de vida. Os camundongos neonatos ainda ndo possuem ou possuem Tubulos — T
apenas em pequena quantidade e ndo adequadamente formados, além do RS estar
esparso e com uma capacidade existente, porém, limitada de estocar e liberar
calcio, ja que o RyR ainda néo se acopla a DHPR e a atividade e densidade da
SERCAZ2 ainda sdo pequenas (MAHONY, LYNN, 1996; HINTZ et al., 2002; TIBBITS
et al., 2002; DAVIES et al., 1996). A contragao e relaxamento (MAHONY, LYNN,
1996; HINTZ et al., 2002; TIBBITS et al., 2002; DAVIES et al., 1996; RIEDER et al.,
2002; MURREL et al., 1994) nos neonatos ocorrem principalmente pelo inverso
(contracdo) ou o modo normal (relaxamento) do trocador Na‘/Ca*® da membrana
plasmatica, que estado presentes em densidade trés vezes maior em neonatos que
em adultos e possuem atividade maior que em adultos (TIBBTS et al., 2002,
HARRER et al., 1997; RIEDER et al., 2002; MURREL et al., 1994). Portanto, os
camundongos entre duas e trés semanas de vida se encontram num estégio
intermediario, onde ndo sdo neonatos, porém, ainda nao houve completo
desenvolvimento das estruturas e proteinas contrateis. Também foi encontrado que
a forca absoluta (em Newtons) € menor nestes camundongos jovens (dados nao
mostrados). Assim, especula - se que a velocidade de relaxamento € maior nos
camundongos entre duas e trés semanas de vida porque a atividade contratil deste
ainda é um misto entre acdo do RS (ndo completamente desenvolvido) e do
trocador Na*/Ca*?, desta forma estes camundongos ativam menos os miofilamentos,
produzem menos for¢ca e a remoc¢do da menor quantidade de calcio é portanto mais
rapida. A medida que ocorre maturacdo, a forca aumenta porque aumenta a
guantidade de proteinas contrateis e a disponibilidade de calcio para os
miofilamentos e assim, o tempo de relaxamento se prolonga até atingir aquele de

adultos.
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Neste trabalho objetivou-se determinar e comparar as alteragcbes nos
parametros fisioldgicos que ocorrem nos camundongos TG com mutacao da TM Glu
180Gly e NTG, em musculo papilar esquerdo em diferentes semanas de vida a
diferentes frequéncias e apds a administracao de diferentes doses de isoproterenol.
Foi encontrado que os camundongos TG apresentam um relaxamento mais lento,
refletindo uma deficiéncia diastdlica, assim como uma relacdo forca frequéncia
descendente, refletindo seu desequilibrio nos sistemas de transporte e
armazenamento de ions calcio e uma maior aceleracdo do relaxamento antes
(diferentes frequéncias) e apos estimulacao (3 - adrenérgica, refletindo diferencas na
expressao e/ou fosforilacdo de proteinas-chave, além de uma menor resposta ao
agente [ - adrenérgico isoproterenol com aumento de forca, refletindo sua
inabilidade de responder adequadamente quando se aumenta a demanda de forca
para o musculo cardiaco, refletindo sua maior sensibilidade aos ions calcio.

Mutacdo da TM Glul80Gly leva a um prejuizo severo do relaxamento
cardiaco, desta forma, a superexpressdo da SERCA2 possivelmente aumentaria as
velocidades de relaxamento e contracdo cardiaco, além de aumentar o estoque de
calcio e assim sua disponibilidade para contracdo, tendo um efeito inotropico
positivo sobre o coracdo. Uma inibicdo parcial da expressado de FL possivelmente
teria o efeito de aumentar as velocidades de contracdo e relaxamento cardiacos,
portanto também tendo um efeito inotrépico positivo sobre o coracdo, 0 que, em
Gltima andlise, pode vir a ser um importante recurso para 0s pacientes portadores
desta mutacdo quando diagnosticada precocemente .

E preciso entender as diferencas no aparato celular de célcio e de
fosforilacdo e expressdo de proteinas dos miofilamentos entre os camundongos
portadores da mutacdo da TM Glul80Gly e os camundongos NTG para que se
possa comparar e esclarecer os mecanismos celulares responsaveis pela disfuncéao
contratil e encontrar caminhos que levem ao tratamento e cura de seres humanos

portadores da mesma mutacao.
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6.0CONCLUSAO

Este estudo mostrou pela primeira vez as alteragdes nos parametros
contrateis em musculo papilar de ventriculo esquerdo de camundongos e delimitou a
idade que essas alteracfes ja estdo presentes nestes animais.

Foi mostrado por este estudo que a mutacdo da TM Glul80Gly leva a um
prejuizo severo das fungBes contrateis cardiacas, j& que o0s camundongos
portadores desta mutacdo apresentam alteragcdes nos parametros de contratilidade
mesmo ainda muito jovens, a partir de duas semanas de vida.

A mutacdo Glul80Gly da TM produz um grande e predominante efeito
lusitrépico negativo, ou seja, de lentificacdo da velocidade de relaxamento cardiaco
(disfuncdo diastolica). Este efeito esta presente no estado basal devido a maior
sensibilidade dos miofilamentos cardiacos ao célcio e também apds a administracdo
de doses crescentes do estimulador (3 - adrenérgico Isoproterenol. No entanto, os
animais TG apresentaram um maior indice de aceleracdo do relaxamento em
resposta ao aumento da frequéncia de estimulagcéo e em resposta a estimulacdo 3 -
adrenérgica, demonstrando que o0s animais portadores da mutacdo da TM
Glul80Gly apresentam capacidade de responder adequadamente ao aumento da
frequéncia de estimulacdo e a estimulacdo (3 - adrenérgica com aumento da
velocidade de relaxamento, porém, estes nao reverteram a disfuncdo diastolica
encontrada.

Este estudo também demonstrou que os animais portadores da mutacao
Glul80Gly possuem um indice de hipertrofia cardiaca significativamente maior
guando compara-se com o indice de hipertrofia de animais NTG com a mesma
idade. Dessa forma, mesmo na idade de duas a trés semanas de vida, estes
camundongos TG ja apresentam sinais de hipertrofia cardiaca.

Por dltimo, foi mostrado por este estudo que 0s animais portadores da
mutacdo Glul80Gly da TM possuem uma Relacao Forga — Frequéncia descendente
na temperatura de 25°C e contragcdo isométrica, enquanto os camundongos NTG
possuem uma Relacdo Forca — Frequéncia inicialmente bifasica e que
posteriormente tende a se manter em uma determinado nivel de forca nestas

mesmas condi¢des. Isso pode demonstrar uma incapacidade dos animais TG de
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estocar calcio no interior do RS, especialmente quando estimulados eletricamente a

altas frequéncias.
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