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RESUMO

RODRIGUES JR, Luiz Fernando. Enalapril Aumenta a Corrente Transitoria de Efluxo
de K* (I,) em Ambos os Ventriculos de Ratos Espontaneamente Hipertensos. Rio de
Janeiro, 2006. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia)- Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2006.

A hipertrofia ventricular ocasiona remodelamento eletrofisiolégico cardiaco, e
esta associada a elevada incidéncia de morte subita em seus portadores. A reducéo
na corrente transitoria de efluxo de K* (I - Transient outward potassium current), ja
descrita em animais hipertensos, pode retardar a repolarizacdo ventricular,
aumentando a duracdo do potencial de acéo cardiaco, propiciando o aparecimento
de eventos arritmicos complexos. Trabalhos em modelos animais e em humanos
indicam que o tratamento crénico com inibidores da enzima conversor de
Angiotensina é capaz de reduzir a ocorréncia desses eventos reduzindo assim a
incidéncia de morte subita em pacientes com hipertrofia cardiaca.

Avaliamos entdo, se o tratamento anti-hipertensivo, com Enalapril e/ou
Hidralazina, em ratos hipertensos, recupera a amplitude normal de I, no ventriculo
esquerdo (VE), e se ha influéncia de algum dos tratamentos sobre |, no ventriculo
direito (VD).

Para realizacdo do estudo foram utilizados quatro grupos de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR — spontaneously hypertensive rats): 1) controle
(SHR); 2) tratados com Enalapril (SHRE) (10 mg/kg/dia); 3) tratados com Hidralazina
(SHRH) (20 mg/kg/dia), e 4) tratados com as mesmas doses acima descritas de
Enalapril e Hidralazina (E+H) e um grupo com ratos nao hipertensos: 5) Wistar Kyoto
sem tratamento (WK). O tratamento teve duracdo de 6 semanas. li, foi avaliada pela
técnica de Whole-Cell Patch Clamp.

RESULTADOS (médiazSEM): No VE, o pico de I, para o grupo SHR foi de
8,2+0,8 pA/pF (N=8), estatisticamente diferente dos outros quatro grupos:
SHRE=24,1+2,7 pAlpF (N=8), SHRH=23,3+4,4 (N=7), E+H=18,7+3,3 pA/pF (N=6) e
WK= 20,4+2,7 pA/pF (N=8). N&o houve diferenc¢a estatistica entre os grupos tratados
e 0 grupo de animais WK. Sugerindo uma recuperacdo de l, com todos os
tratamentos. No VD, ndo ha diferenga entre o pico de l, no grupo WK, 19,6+2,4
pA/pF, e SHR, 18,5+2,8 pA/pF. Os grupos SHRE e E+H apresentaram aumento de
lo, 32,3£3,1 pA/pF e 29,1+3,6 pA/pF respectivamente, em relacdo ao grupo SHR.



ABSTRACT

RODRIGUES JR, Luiz Fernando. Enalapril Aumenta a Corrente Transitoria de Efluxo
de K* (l,) em Ambos os Ventriculos de Ratos Espontaneamente Hipertensos. Rio de
Janeiro, 2006. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia)- Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2006.

The cardiac ventricular hypertrophy leads to cardiac electrophysiological
remodeling, and is associated to an increased incidence of cardiac sudden death on
its owners. The reduction of transient outward potassium current (l,) described in
hypertensive animals, could delay the ventricular repolarization by increasing the
cardiac action potential duration, leading to the occurrence of complex ventricular
arrhythmias. It had been shown, in human and in animal model, that treatment with
Angiotesin converting enzyme inhibitors can reduce the incidence of arrhythmic
events and by consequence the incidence of sudden death.

We studied if the anti-hypertensive treatment with Enalapril and/or Hydralazine
is able to recuperate the normal amplitude of |, in the left ventricle (LV), and if these
treatments affect Iy, in the right ventricle (RV).

Four groups of spontaneously hypertensive rats (SHR) were utilized in the
study, 1)Control (SHR), 2) SHR treated with Enalapril (10mg/Kg/day) (SHRE), 3)
SHR treated with Hydralazine (20mg/Kg/day) (SHRH) and 4) treated with Enalapril
(10mg/Kg/day) and Hydralazine (20mg/Kg/day) (E+H). Another group, with
normotensive Wistar Kyoto (WK) rats without treatment was utilized as control.
Treatment had 6 weeks of duration. I, was assessed by Whole-Cell Patch Clamp.

RESULTS (meanzSEM): In LV, peak of I, was 8,2+0,8 pA/pF (N=8) in SHR,
statistically different from the other four groups: SHRE=24,1+2,7 pA/pF (N=8),
SHRH=23,31+4,4 (N=7), E+H=18,6£3,3 pA/pF (N=6) e WK= 20,4+2,7 pA/pF (N=8).
There was no difference between the treated groups and WK, suggesting that all
treatments were able to bring I, to a normal level. In RV, there was no difference in
lo peak between WK and SHR, 19,6£2,4 pA/pF and 18,5+2,8 pA/pF, respectively.
The SHRE and E+H groups presented increase in l, peak, 32,3+3,1pA/pF and
29,1+3,6pA/pF, respectively, in relationship to SHR group.
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1-Introducéo

1.1-Hipertensédo Arterial Sistémica (HAS)

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é um problema mundial de saude
publica, sendo considerada o maior fator de risco para distarbios cardiovasculares
(doenca arterial coronariana, acidente vascular encefalico e insuficiéncia cardiaca), e
a maior causa de morbidade e mortalidade em humanos (Kannel, 2000).

Humanos séo considerados hipertensos quando apresentam pressao arterial
sistélica igual ou maior que 140mmHg ou diastolica igual ou maior que 90mmHg
(European Society of Hypertension, 2003). As causas da HAS sdao diversas. Pode ter
relacdo com fatores comportamentais, como ingestao excessiva de sal, ou falta de
atividade fisica. Pode ter carater genético, ou estar relacionada a outros fatores de
risco como, por exemplo, a obesidade e o0 estresse. Mas na maioria dos casos é
composta pela associacao dos inumeros fatores (Swales, 1994).

A hipertensdo pode ser classificada como primaria ou secundaria. O primeiro
tipo envolve a grande maioria dos casos, podendo ser explicada pela faléncia de
diversos mecanismos regulatérios, como controle nervoso do débito cardiaco e
resisténcia vascular periférica, controle renal do volume e complacéncia dos vasos,
e controle local da resisténcia vascular periférica pelo endotélio. O aumento na
pressdo arterial no caso da hipertensdo primaria é, em geral, insidioso e sem
apresentacdo sintomatica. No caso da hipertensdo secundéaria, o aumento na
pressao arterial em geral tem inicio subito por comprometimentos nos niveis renal,
enddcrino e vascular (Stokes, 1989).

A pressdo arterial de um individuo é o resultado das propriedades

hemodindmicas do sistema circulatorio (coracdo e vasos sanglineos), que tém
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como objetivo manter o fornecimento adequado de nutrientes e oxigénio para todas
as regides do corpo, e remover as escorias e produtos do catabolismo. Assim sendo,
a tensdo na parede das artérias depende da forca de batimento do coracdo, da
volemia, do formato, estrutura e distensibilidade dos vasos sangtiineos e de fatores
humorais.

Independentemente da causa inicial, na HAS ocorre reducdo progressiva na
elasticidade da parede da artéria. O aumento da tensdo na parede dos vasos eleva
o cisalhamento, que entdo lesiona o endotélio da parede arterial. Essas areas
lesionadas liberam mediadores inflamatérios criando um processo inflamatdrio local,
gue leva a deposicdo de colesterol nas paredes das artérias afetadas, ocorrendo
formacdo de placas ateroscleréticas, que por sua vez reduzem a luz arterial,
podendo chegar a obstruir completamente o vaso. Esta € uma forma de lesdo de
orgaos-alvo causada pela hipertensao. Esta forma de lesdo normalmente evolui ao
longo de anos, gerando hipertrofia e remodelamento dos vasos de resisténcia,
principalmente arteriolas retinianas, renais e do sistema nervoso central (Safar,
1994).

Outra forma de lesdo ocorre com o0 coragdo, quando o aumento da
resisténcia vascular periférica (RVP) ocasiona sobrecarga de pressédo, aumentando
o trabalho cardiaco. Como consequiéncia ocorre um remodelamento cardiaco, com
aumento da massa muscular, espessamento das paredes do ventriculo esquerdo
(hipertrofia concéntrica), fibrose intersticial e remodelamento ibnico. Pode-se chamar
de remodelamento ibnico cardiaco o conjunto de alteracdes do transporte idnico que
ocorrem apés um estimulo inicial, afetando principalmente os canais ibnicos, seja
diretamente, como alteragdo da condutancia i6nica ou alteracdo da ativacao,

inativacao e reativacdo, ou simplesmente alteracéo nas propor¢cées normais entre as
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populacdes dos diferentes tipos de canais nas diversas regides do coracdo (Nattel,
2000).

Das inumeras drogas utilizadas no tratamento da HAS, os inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA) vém se destacando por apresentarem
efeitos que ndo se correlacionam tdo somente com a redugdo da sobrecarga de
pressdo ventricular, mas também com efeitos farmacoldgicos recentemente
relatados, como reducdo da deposicdo de coldgeno na meio extracelular, reducéo

na incidéncia de eventos arritmicos e reducao de morte subita.

1.2-Hipertrofia Ventricular

Independentemente da HAS, a hipertrofia um fator de risco para doencas
cardiovasculares, estando relacionada a um elevado risco de morte subita devido a
arritmias ventriculares complexas (Messerli, 1984; Kannel, 1988).

Quando o coracao encontra-se em uma situagdo em gque necessita aumentar
a producdo de forga, existem trés mecanismos capazes de responder a esta
demanda. O primeiro e mais imediato € o mecanismo de Frank-Starling, que é o
fendmeno de aumento da forga de contragdo com o estiramento da fibra muscular
miocérdica. O segundo mecanismo € o aumento na quantidade de sarcoOmeros
dentro das células musculares (hipertrofia celular). E por altimo, o organismo pode
liberar uma série de substancias capazes de aumentar a contratilidade miocardica.

O mecanismo de Frank-Starling € limitado, pois quando o estiramento 6timo
da fibra muscular é ultrapassado comeca a ocorrer reducdo na forca gerada. Ja a
liberacdo de substancias inotrépicas pode ser deletéria com o tempo. Assim, 0
aumento da massa muscular tem um papel fundamental quando ocorre um aumento

na sobrecarga hemodinamica (Lorell, 2000).
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A hipertrofia cardiaca, em humanos, pode ser considerada patologica ou nao.
Ela ndo é considerada deletéria em trés casos especificos, no crescimento da
crianca e do adolescente, na gravidez e nos atletas. No primeiro caso, € natural que
com o crescimento, e aumento da massa corporal, o coracdo de criancas e
adolescentes aumente sua massa muscular. Na gravidez, é necessario um aumento
no débito cardiaco, que € acompanhado por um importante aumento na massa
ventricular esquerda (Mesa AM, 1999). E por ultimo, atletas podem apresentar
hipertrofia ventricular esquerda, que é uma adaptacdo natural a necessidade de
aumento no débito cardiaco (Colan SD, 1997). Essas situa¢des sdo interpretadas no
contexto clinico, ndo sendo consideradas disfuncéo cardiaca.

A hipertrofia é considerada deletéria quando é desencadeada em resposta a
algum mecanismo patoldégico como, por exemplo, doencas valvares, hipertenséo
arterial, infarto agudo do miocardio e cardiomiopatias. Ela é a resposta inicial do
coracdo na tentativa de compensar um aumento no trabalho cardiaco. O
prolongamento desta condicdo leva a faléncia cardiaca, arritmias (Aronson, 1991),
podendo chegar a morte subita (Akazawa, 2003).

Ao nivel celular ocorrem além do aumento do volume celular e da sintese
protéica, também ocorre expressao de genes fetais (Sadoshima, 1997). A forma pela
gual o estresse mecanico é traduzido em remodelamento cardiaco ainda é bastante
controversa, sendo a hipotese mais aceita a da existéncia de uma ligacao entre a
matriz extracelular (extracelullar matrix — ECM, é a regido que envolve e da suporte
as células teciduais) e o nucleo da célula. Provavelmente, essa ligacao é feita
através das Integrinas, que, sao proteinas que possuem ligacdo com a ECM e com o
citoesqueleto celular (que se liga ao nicleo). Assim estimulos mecéanicos externos
poderiam ser transformados em alteracdes bioquimicas dentro da célula, levando a

hipertrofia (Terracio, 1991).
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Na hipertrofia por sobrecarga de pressao, como na hipertensédo arterial
sistémica, ocorre também um aumento na deposi¢cdo de colageno na ECM,
caracterizando-se por fibrose intersticial e perivascular. Além disso, fatores liberados
na circulacdo sanguinea, como Angiotensina Il e Aldosterona e catecolaminas,
podem ndo soO estimular a deposi¢cdo, mas também reduzir a quebra do colageno na
ECM pelas colagenases cardiacas, causando acumulo de colageno no intersticio
(Weber, 1994).

Atualmente diversas drogas séo utilizadas no tratamento da HAS, em geral
ocorre uma associacdo de beta-bloqueadores, bloqueadores de canais de calcio,
nitratos, diuréticos e inibidores da ECA.

Os inibidores de ECA revertem a hipertrofia cardiaca. Liu e cols mostraram
em 1998 que cardiomidcitos em cultura quando tratados com angiotensina Il sofrem
hipertrofia. A Angiotensina Il, assim como Aldosterona, esta ligada ao aumento na
deposicéo de tecido fibroso no coracdo. A angiotensina Il ainda inibe a atividade da
colagenase cardiaca (MMP1), o que leva ao acumulo de colageno no coracéo (Brilla,
1990 e 1994; Villareal, 1993). Inibidores da ECA também estdo associados com a
regressdo da fibrose tecidual encontrada em pacientes com hipertrofia cardiaca
(Brilla, 2000).

Os inibidores da ECA, possuem forma de atuacao similar, diferindo apenas no
gue diz respeito & sua biodisponibilidade, os mais conhecidos sdo o Captopril, € 0
Enalapril, esta dltima é uma pré-droga que, apdés absorvida pelo intestino, é
rapidamente hidrolisada no figado em seu metabdlito ativo, o Enalaprilato. Em
aproximadamente 4 horas ndo se detecta mais Enalapril na corrente sanglinea de
humanos, pois 0 que ndo é quebrado em Enalaprilato é rapidamente excretado,
principalmente pelos rins. O Enalaprilato é detectado no sangue mesmo apds 96

horas da administracdo do Enalapril (Tabacova, 2001).
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1.3-Alteracdes Eletrofisiologicas

A hipertrofia cardiaca esta associada a alteracdes eletrocardiograficas, muitos
trabalhos tém descrito um aumento no tempo de duracdo do potencial de acéo
(DPA) de cardiomidcitos ventriculares em diversos modelos de hipertrofia cardiaca
(Aronson, 1980; Macintosh, 1998; Montaz, 1996), e também alteragcdo na
heterogeneidade dessa DPA entre as diversas regides do miocardio (Shypsey,
1997), o que poderia explicar, junto com as outras modificacées do tecido cardiaco,
a ocorréncia de morte subita em pacientes com hipertrofia cardiaca (Aronson, 1991;
Hart, 1994). A morte subita é a principal complicacdo relacionada a hipertrofia
cardiaca. A literatura aponta a modificagédo de l,, como uma das responsaveis pelas
alteragOes do potencial de agdo no coragéo e, por conseguinte, pela ocorréncia de

morte subita em portadores de hipertrofia ventricular.
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1.4.-Corrente Transitoria de Efluxo de Potassio (l)

1.4.1-Aspectos Gerais

Podemos classificar as correntes de potassio dependentes de voltagem, nos
mamiferos, em dois grupos de acordo com a biofisica de ativacdo e inativagdo da
corrente. O primeiro € conhecido como retificador retardado (Ik), assim chamada
devido a sua ativacdo ser muito mais lenta que a ativacdo da corrente de sédio,
tendo como caracteristicas principais uma ativacdo lenta e uma inativacao
inexistente ou extremamente lenta (Oudit, 2001). Inicialmente foi observado que
havia dois grupos dentro de I, que diferiam entre si pela velocidade de ativagdo, um
com ativacdo mais rapida (Ikr - corrente de potassio retificador retardado,
componente rapido, com constante de tempo de ativacdo da ordem de alguns
milisegundos) e outro com ativacao mais lenta (Iks — corrente de potassio retificador
retardado, componente lento, com constante de tempo de ativacdo por volta de 500
a 2000 milisegundos). Um terceiro componente foi identificado posteriormente, com
ativacdo mais vel6z do que Ik, sendo chamada de ultra-rdpida (lk,r — corrente de
potassio retificador retardado, componente ultra-rapido) (Tristani-Firouze, 2001). O
segundo grupo compreende as correntes de potassio transientes de efluxo
independentes de calcio, ou simplesmente l,,. Como caracteristica em comum este
grupo possui uma ativacao e inativacéo rapidas (Giles, 1988; Campbell, 1993; Barry,
1996; Snyders, 1999; Nerbonne, 2000). Ver figura 1.

Em humanos, é na fase 1 do potencial de ac¢do cardiaco que l, € mais
importante, ja em roedores, esta € a principal corrente repolarizante, devido ao fato
de o potencial de acdo ser comparativamente mais rdpido, pois estes animais

apresentam frequéncia cardiaca muito elevada (Sanguinetti, 2002). Por essa
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contribuicéo, I, tem grande influéncia sobre a amplitude da corrente de calcio tipo-L,

modulando assim o acoplamento excitagdo-contracédo no coracao (Sah, 2002).
Originalmente foram descritos dois componentes de o lo1 € lio2. EsSte

segundo componente ndo se trata de uma corrente de potassio, mas sim de uma

corrente de cloreto, sendo apenas li; uma corrente de potassio (Campbell,1995).
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Figura 1. Relacdo entre o potencial de acdo (AP- action potential) e as correntes de
potassio do coragdo. Destacando-se a velocidade de ativacdo e inativagdo extremamente
rapidas de l,, € a ativagdo com velocidades diferentes dependendo do componente da
corrente e potassio retificador retardado (Ix), ultra rapido (lk.), rapido (lx,) e lento (Iks).

Modificado de Oudit, 2001.
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lo1, OU Simplesmente i, também pode ser dividida em dois componentes, de
acordo com a inativacao, lof com inativagdo rapida e lios com inativacdo lenta.
(Sanguinetti, 2002), ver figura 2.

As correntes classificadas como I ja foram descritas nos cardiomiécitos
ventriculares em diversas espécies de animais, como gato (Furukawa, 1990), cao
(Litovisk, 1988), furdo (Campbell, 1993), humanos (Nabauer, 1996) camundongos
(Xu, 1999) e ratos (Apkon,1991), e também em cardiomidcitos atriais em cao (Yue,
1996), rato (Boyle, 1991), humano (escande, 1987) e camundongo (Xu, 1999).

As propriedades biofisicas e farmacoldgicas (blogueio por heteropodatixina-2
e 3) das correntes classificadas como lis S0 muito similares nos diversos modelos.

Com a inativacdo muito mais lenta do que a de lif, lios j& foi descrita em
células ventriculares de camundongo, coelho, furdo e rato, e também em atrio de
coelho (Nerbonne, 2000). Apresentam além da velocidade de inativacdo outra
diferenca importante de lf, a heteropodatoxina ndo tem acao farmacoldgica sobre

esta corrente.
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Figura 2: Desenho ilustrativo da relagdo da corrente de efluxo trransitério de potéssio (ly)
com o potencial de acdo. Note o componente rapido (lf) possui maior amplitude que o
componente lento (lys), € a reducdo na sua amplitude aumenta a duracdo o potencial de
acdo. Modificado de Sanguinetti, 2002.
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1.4.2-Propriedades Moleculares de i,

Os canais de potassio dependentes de voltagem séo classificados de acordo
com a nomenclatura Kvyy. Kv indica que é um canal de potassio dependente de
voltagem, x indica a subfamilia e, y o numero do gene dentro da subfamilia (Barry,
1996).

Trés grupos de canais de potassio sao identificados de acordo com suas
subunidades principais (a). Em todos os casos para formar um poro funcional é
necessaria a formacao de um tetrdmero (Coetzee, 1999). O primeiro grupo é
formado por seis segmentos transmembrana, 0 segundo grupo apresenta quatro
segmentos transmembrana e o ultimo apenas dois destes segmentos.

O canal funcional de I, é formado por uma associagdo de quatro subunidades
Kva (LY, 1992). Cada subunidade-a € formada por seis segmentos transmembrana
(S1-S6) com grande homologia. Esses segmentos sdo ligados por algcas de
aminoacidos. Na regido intracelular ligado a dominio transmembrana S1 encontra-se
o N-terminal, onde existe uma regido altamente conservada, conhecido como
dominio-T, que é responsavel pela associacdo entre as subunidades-a. Também no
citoplasma, ligado ao segmento S-6 encontra-se o C-terminal. O quarto dominio (S4)
possui grande namero de residuos positivos, o que sugere sua agdo como sensor de
voltagem. Entre os dominios S-5 e S-6 a algca extracelular (P-loop) projeta-se
centralmente e confere seletividade para o potassio (Pongs, 1992). Esta estrutura é

apresentada na figura 3.
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Figura 3: Estrutura molecular dos canais i6nicos dependentes de voltagem responsaveis
pela corrente de efluxo transitério de potassio (l,). Em A, estrutura basica da subunidade-a,
apresentando os seis segmentos transmembrana, com o sensor de voltagem no segmento
S4. O P-loop, é a estrutura que confere seletividade ao potassio. Os segmentos N-terminal,
C-terminal e o dominio-T sdo segmentos intracelulares. Em B, a organizacdo tetramérica

das subunidades-a, note-se a disposicdo dos segmentos P-loop no centro da estrutura.
Modificado de Shieh, 2000 e de Birnbaum, 2004.
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Com relacédo a expresséo de |, no coragao, estudos em sistemas heterélogos
sugerem que as subunidades a das familias Kv,,, Kvs 3 e Kvy 4 Seriam responsaveis
pela formacado do canal, pois todos apresentam caracteristicas semelhantes a de I,
como ativacao e inativacao rapidas e sensibilidade a 4-Aminopiridina. De fato, Kv,, e
Kvs 3 apresentam cinética de ativacdo e inativagdo muito semelhantes a de Iy,
enquanto Kv; 4 aproxima-se de lios (Nerbonne, 2000).

As subunidades-a podem estar ligadas a moléculas regulatdrias, como
subunidades-B3, Frequenina, e KChAP. Cada sunidade-R possui um sitio altamente
conservado e um N-terminal muito variavel, voltado para o sensor de voltagem da
subunidade-a. Estéo classificadas trés familias de subunidades-3 (Kvgi, Kvgz € Kvgs),
gque podem se associar com as subunidades-a Kvi, e Kvg3 alterando as
propriedades biofisicas da corrente (Pongs, 1999).

Outro tipo de moléculas regulatérias sdo as proteinas associadas aos canais
de potassio dependentes de voltagem ou KChAP. Elas aumentam a expressao de
certas subunidades nas membranas celulares, aumentando assim a amplitude de
corrente sem afetar a cinética de ativagdo e inativacdo do canal. No caso de I,
estéo relacionadas com Kv, 3 (Wible, 1998).

As proteinas de interacdo com canais de potassio dependentes de voltagem
(KChIP1, 2 e 3 e Frequenina) sdo outra classe de substancias regulatérias, sua
ligacdo ocorre com as subunidades-a de Kv,, aumentando sua amplitude
modificando parametros biofisicos. Em ratos, a corrente que permeia Kv,, pode ser

ampliada por acéo das KChIP (An, 2000)
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1.4.3-ly, na Hipertrofia Cardiaca

Poltreu e cols em 1995, observaram reducdo na amplitude de |, em ventriculo
direito de furdes, utilizando um modelo de hipertrofia ventricular direita causada por
hipertensédo pulmonar. Momtaz e cols (1996) ndo observaram mudangas nas
amplitudes de correntes como lcaL, Ina-ca € de lsys €m ratos com hipertenséo arterial
sistémica (HAS), mas sim uma intima relacdo da amplitude de |, com o grau de
hipertrofia encontrada nos ventriculos e com a duracédo do potencial de acao (DPA).
Assim animais classificados como tendo hipertrofia moderada apresentaram uma
amplitude de ly,; equivalente a 50% da amplitude encontrada nos animais controle e
a DPA encontrava-se moderadamente aumentada. Quando a hipertrofia foi
classificada como severa, a reducédo na amplitude de Iy, foi ainda maior, chegando a
95% da amplitude dos animais controle, acompanhada por um grande aumento na
DPA. Em 1998, McIntosh e cols relataram alteracdes muito semelhantes as
encontradas por Momtaz, desta vez em coelhos uninefrectomizados, que
desenvolveram HAS, sendo observada hipertrofia ventricular esquerda
acompanhada por uma importante reducdo de l, nesses animais em relagdo a
animais controle.

No modelo de hipertrofia ventricular direita em ratos, induzida por
Monocrotalina, que também apresenta reducdo da densidade de ly,, das trés
subunidades-a que podem formar o canal funcional de |, (Kvi4, Kvs2, Kvg3), duas
encontram-se com a expressao génica reduzida, Kvs., e Kvs 3 (Zhang, 2004).

Ao contrario das subunidades-a, ndo ha descri¢cdo na literatura de alteragcbes
das subunidades regulatérias, que podem afetar diretamente a amplitude, densidade

de Iy, € seus parametros biofisicos, na hipertrofia cardiaca.
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De modo geral, pode-se concluir que |, tem papel fundamental na fisiologia
cardiaca, tanto em humanos, quanto em outras espécies de mamiferos, e que
pequenas modificacbes em sua amplitude, densidade e biofisica podem ter
conseqguéncias diretas na contratilidade miocéardica e por seguinte na fisiologia do

coragao.

1.5-Ratos SHR como Modelo de Hipertensédo Arterial Sistémica

Devido a grande importancia epidemiolégica, econémica e social da HAS, o
seu estudo experimental faz-se extremamente valioso. Alguns modelos animais
simulam, em parte, a hipertensdo de humanos, sendo Uuteis nos estudos
experimentais dos mecanismos da HAS e avaliagdo pré-clinica de drogas
antihipertensivas. Entretanto, eles tém limitagcbes, pois n&do apresentam o
componente multifatorial como nos humanos.

Atualmente estdo descritos diversos modelos de hipertensdo arterial em
animais, como o modelo descrito por Dahl, em 1962, onde uma cepa de rato
desenvolveu sensibilidade a uma dieta hiper-sédica; o modelo de hipertenséo
arterial espontanea em ratos (SHR), descrito por Okamoto em 1963; o modelo de
hipertensdo neurogénica, por lesdo do nucleo do trato solitario ou deaferentacdo dos
barorreceptores aorticos, que em ratos ocasiona uma hipertensédo subita e severa,
gue leva o animal a morte por edema agudo de pulmao e insuficiéncia cardiaca
(Doba, 1973). H4& ainda as formas de hipertensdo renal, como a descrita por
Goldblatt, em 1932, realizando clampeamento da artéria renal, gerando um aumento
da renina plasmatica, levando a hipertenséo (Carretero, 1974). A reno-privacao, por
retirada dos dois rins (Muirhead, 1953). A perinefritica, por resposta inflamatoria

renal ao contato com celofane (Page, 1939). Ha também o modelo de coarctagéo da
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aorta, que reduz a luz arterial e o que utiliza um mineralocorticoide, acetato de
desoxicorticosterona, associado a NaCl (DOCA-sal), causando esclerose renal
(Selye, 1946).

Dentre todos esses modelos animais, o mais utilizado é o de hipertenséo
arterial espontanea em ratos (SHR). Este € o modelo que mais se assemelha a
hipertenséo arterial primaria humana. Os animais comecam a apresentar aumento
da pressao arterial espontaneamente, a partir de 5 semanas de nascimento, e por
volta da 72 e a 152 de vida ja séo classificados como hipertensos, atingindo o platd
entre a 202 e a 28% semana. A causa da hipertensdo nesses animais ndo esta
elucidada, ha, no entanto, evidéncias de um aumento no ténus simpatico, que
justificaria 0 aumento nos niveis pressoricos.

Em 1995, Chavelier e cols mostraram que ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) tratados com Trandrolopril, um inibidor da ECA, apresentavam
menor atividade elétrica ectépica ventricular. Yokosshiki e cols em 1996, e Rials e
cols em 1998 demonstraram em ratos SHR e coelhos hipertensos, respectivamente,
gue a regressao da hipertrofia ventricular esquerda por tratamento com captopril foi
capaz de restituir o padréo eletrofisiolégico normal dos cardiomiécitos.

Como mencionado anteriormente, diversos trabalhos apontam a corrente de
potassio transiente de efluxo (l,), como sendo uma das responsaveis pelo aumento
na DPA observado na hipertrofia cardiaca (Sanguineti, 2002; Rials, 1998; Poltreu,
1995; Momtaz, 1996). Em roedores, esta € a principal corrente repolarizante do
coragdo. Sua reducdo aumenta a duracdo do platd do potencial de acéo, e
indiretamente o influxo de calcio para o interior das células (Kassiri, 2002).

Em 2000, Cerbai e cols demonstraram que ratos SHR tratados com Losartan,
um bloqueador dos receptores de angiotensina, em doses que ndo levaram a

reducdo importante da pressdo sanguinea, tiveram uma reducdo da DPA, assim
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como um aumento na densidade de l,, sugerindo que a recuperagdo de Ito
observada com a regressao da hipertrofia deve-se aos inibidores da ECA, e ndo a
reducado da sobrecarga de pressao.

Portanto, neste estudo avaliamos se o tratamento com Enalapril, um inibidor
da ECA amplamente utilizado, em comparacdo com Hidralazina, um potente
vasodilatador, que atua diretamente no musculo liso arteriolar, com mecanismo de
acdo ainda desconhecido (Brosnan, 1999), é capaz de aumentar a densidade de I
em ambos os ventriculos de ratos SHR, na tentativa de avaliar um possivel efeito

direto do enalapril sobre I,.
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2-Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral investigar as alteragbes na corrente
transitoria de efluxo de potassio, em um modelo experimental de hipertrofia cardiaca
induzida por sobrecarga de pressao (ratos SHR).

Os objetivos especificos foram:

1. Avaliar a densidade de |, em cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de
animais SHR, e no ventriculo direito;

2. Avaliar a densidade de |, em cardiomiécitos isolados de ambos os ventriculos de
animais SHR, ap0s o tratamento com drogas anti-hipertensivas: Enalapril,
Hidralazina ou a associacao de Enalapril e Hidralazina;

3. Avaliar os efeitos das drogas anti-hipertensivas (Enalapril, Hidralazina ou a
associacdo de Enalapril e Hidralazina) sobre os parametros de ativagao,
inativacao e reativagdo de |, em cardiomiécitos isolados de ambos os ventriculos

dos animais SHR.



3-Materiais e Métodos

3.1-Desenho Experimental

Como modelo de hipertrofia ventricular foram utilizados ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Como controles normotensos foram utilizados
ratos Wistar Kyoto (WK), pois estes animais séo originarios da mesma cepa que
gerou os animais SHR, com a diferenca de ndo apresentarem alteracdes da presséo
arterial (Fazan-Jr, 2001).

Os animais, com 8 semanas de nascimento, foram organizados em cinco
grupos experimentais. 1) grupo controle com 6 animais WK, que ndo receberam
gualquer tipo de tratamento medicamentoso (WK). 2) grupo controle com 6 SHR,
também sem qualquer tratamento medicamentoso (SHR). 3) grupo formado por 6
animais SHR tratados com 10 mg/kg/dia de Enalapril (SHRE). 4) grupo de 6 animais
tratados com 20mg/kg/dia de Hidralazina (SHRH). 5) grupo de 6 animais tratados
com a associacdo de Enalapril e Hidralazina (10 e 20 mg/Kg/dia respectivamente)
(E+H). O tratamento foi realizado por um periodo de seis semanas, e foi eficaz na
reducdo da presséao arterial sisttmica medida, por pletismografia (Modelo 29 SSPII -
TC Life Science Instruments), na cauda dos animais. A pressao arterial nos grupos
tratatos com Enalapril (138t6mmHg), Hidralazina (130+5mmHg) e com a associacao
de Enalapril e Hidralazina (130+7mmHg) foi menor (p<0,001) em relacdo ao grupo
SHR sem tratamento (204+£5mmHg).

Durante todo o periodo de tratamento 0s animais tiveram acesso a comida e
agua ad libidum. A administracdo das drogas foi realizada por infusédo
intraesofasiana, com a técnica de gavage, onde uma agulha com a ponta polida,

conectada a uma seringa de 1mL, era inserida no esdfago dos animais através da
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boca (Schiffrin, 1984). As drogas foram diluidas em agua destilada, de modo que o
volume a ser infundido diariamente fosse o mesmo em todos os grupos (0,5mL). Os
animais dos grupos WK e SHR, receberam infusdo de volume equivalente de agua

destilada.

3.2-Isolamento dos Cardiomiocitos

Cardiomiécitos ventriculares de ratos foram dissociados por digestao
enzimética (Colagenase tipo Il. Worthington Biochemical, NJ). Ao término do periodo
de tratamento os animais foram pesados, receberam 500 IU de heparina
intraperitoneal, e foram anestesiados com éter. ApGs sacrificados por deslocamento
cervical, tiveram seus corag0Oes removidos, pesados e canulados em um aparato de
Langendorff modificado, sendo perfundidos retrogradamente pela artéria aorta, com
solucéo Tyrode oxigenada (pH 7,4) aquecida a 37° C, a um fluxo de 10 mL/min.

O protocolo de isolamento consistiu em cinco minutos de perfusdo com
solucdo Tyrode contendo 1mM de CaCl,, para lavagem e estabilizacdo da
frequéncia cardiaca, seguido de 5 minutos de perfusdo com solucdo Tyrode sem
CaCl,, para que o coragdo parasse de contrair, e entdo a perfusdo com solucdo
Tyrode sem CaCl, contendo 0,5 mg/mL de Colagenase Il, por cerca de seis a oito
minutos. Para finalizar, o coracao foi perfundido com solucdo Tyrode sem CaCl,, por
mais 15 min, para que a colagenase fosse eliminada e o processo de digestao
terminado (Masuda, 1987).

Subsequentemente, os ventriculos foram removidos, separadamente, e
reduzidos a pequenos pedacos através de dissociacdo mecanica com uma tesoura,

sendo armazenados sob temperatura ambiente em uma cuba contendo solucéo
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Kraft-Brihe (KB) modificada, que permite maior viabilidade dos cardiomiécitos

isolados (Isenberg, 1982).

3.3-Drogas e Solugdes

A solucdo Tyrode & composta de (em mM): 140 NacCl; 4 KCI; 1 MgCl,; 10
HEPES; 10 Glicose e 2 CaCl,; pH ajustado para 7,4 com NaOH.

A solucéo interna da pipeta para registro de |, € composta (em mM): 125 KCI;
10 NaCl; 5 MgCl,, 10 HEPES; 5 EGTA, com pH ajustado para 7,2 com KOH.

A solucdo KB modificada € composta de (em mM): 30 KCI; 70 Acido
Glutamico; 10 KH,PO,; 1 MgCl,; 20 Taurina; 10 HEPES; 10 Glicose; 0,3 EGTA; com
pH ajustado para 7,3 com KOH.

Foram utilizados Enalapril Maleato (Sigma Chemical Co.) e Hidralazina

(Sigma Chemical Co.).

3.4-Registros de Corrente no Patch Clamp

3.4.1-Preparacao Inicial

A corrente de potassio transiente de efluxo (lp) foi registrada através da
técnica de whole-cell patch clamp (Hamill, 1981), utilizando um amplificador
(Axopatch-1D, Axon Instruments), interligado a uma interface anélogo-digital
(Digidata 1200, Axon Instruments), que permitiu o registro das correntes em um
microcomputador (Pentium I, Intel) através de um programa de aquisicdo e andlise
de dados (pClamp6, Axon Instruments). A taxa de aquisi¢ao de dados foi de 5 kHz e

para eliminacéo de interferéncias foi utilizado um filtro passa-baixo de 2 kHz.
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Primeiramente, micropipetas foram produzidas a partir de capilares de vidro
de borosilicato com 1,2mm de diametro externo em um estirador horizontal (P-97,
Sutter Instruments Co.). As micropipetas apresentavam resisténcia de ponta entre 3
e 5 MO, quando preenchidas com solucdo interna. Sendo conectadas ao pré-
amplificador (headstage CV4, Axon Instruments), que faz contato com a solugdo no
interior da pipeta através de um eletrédio de prata cloretado.

Este pré-amplificador estd adaptado a uma base, montada sobre um
microscoépio invertido (Zeiss Axiovert 25), e possui dois sistemas de manipulacéo
espacial em trés eixos. O primeiro sistema, macrométrico, permite a facil localizacéo
da ponta da pipeta vista ao microscopio. E o segundo, micrométrico, permite o
contato da pipeta com a célula sem lesionar a membrana celular.

Sobre 0 mesmo microscépio foi montada uma cuba com volume aproximado
de 1mL, onde as células sédo colocadas para visualizacdo. Durante a execucao dos
estudos eletrofisiolégicos as células foram perfundidas continuamente com solugéo
Tyrode oxigenada, contendo 1mM de CaCl,, e 100uM de CdCl, para bloquear a
corrente de célcio tipo L.

Células quiescentes, com membranas de aspecto regular, sem granulos
internos ou sinais de leséo, e com estriagbes bem definidas foram utilizadas para o
estudo. As pipetas entdo foram posicionadas proximas a membrana das células
(escolhidas randomicamente) através do micromanipulador. Ap6s o contato da
pipeta com a célula foi aplicada uma leve pressdo negativa no sistema, através de
uma seringa, até que se formasse um selo giga-ohmico, neste momento aplicou-se
uma pressdo negativa mais intensa por um breve periodo de tempo, de modo a
romper a membrana celular e obter-se acesso ao interior da célula, ficando entdo a
resisténcia em serie do sistema de aquisicdo e a célula com resisténcia entre 200 e

500MO. Neste momento temos a configuragdo whole-cell patch clamp (Hamil, 1981).
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Os protocolos eletrofisioldgicos s6 foram aplicados apds um periodo de estabilizagédo

de aproximado de 8 minutos.

3.4.2-Protocolos Eletrofisiolégicos

3.4.2.1-Capacitancia Celular

A capacitancia celular foi estimada aplicando-se pulsos de voltagem de baixa
amplitude, que sabidamente ndo deflagram abertura de canais ibnicos dependentes
de voltagem, a partir de um potencial de membrana de -70 mV, para -75, -65 e -60
mV respectivamente. As correntes capacitivas foram obtidas sem qualquer forma de
compensacdo. A capacitancia de membrana foi calculada como a area sob o
transiente capacitivo dividido pela amplitude do pulso aplicado. Fizemos entdo uma
média dos trés valores de capacitancia obtidos (referentes aos pulsos para -75, -65
e -60 mV), e consideramos esta média como sendo a capacitancia da membrana

celular.

3.4.2.2-Relacéo Corrente-Voltagem

Para construcdo da relacdo corrente voltagem de |, a capacitancia e a
resisténcia em série foram compensadas de modo a reduzir ao maximo o transiente
capacitivo. Pulsos despolarizantes de 300 ms de duracao foram deflagrados de -50
até +60 mV, a partir de um potencial de repouso de -60 mV. A amplitude de Ito foi
expressa, para cada potencial, como a diferenga entre o pico de corrente observado

e a corrente ao término do pulso despolarizante. A amplitude de corrente foi
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normalizada pela capacitancia de cada célula, para se ter uma no¢do de corrente
por area de superficie celular (densidade de corrente).
A curva de ativacdo estacionaria (Ativacdo Steady-State) de I, foi obtida a

partir da relacdo I-V, calculando-se a condutancia (Gx) ao o ion K+ como

I , . . .
G, = (V KV )’ onde Ik é a diferenca entre o pico de corrente e a corrente ao termino
~ VR

de cada pulso despolarizante (V), e Vg € 0 potencial de reversdo do ion potassio,
calculado a partir das concentracdes interna e externa deste ion através da
conhecida equacao vé Nerst-Plank. A condutancia em cada pulso despolarizante V
aplicado, foi normalizanda pela condutancia maxima encontrada (Gmax) ficando
assim o resultado como uma fracdo de Gmax (G/Gmax). Para construcao do grafico
de ativagdo, G/Gmax foi colocado em funcdo de cada pulso despolarizante
deflagrado. Uma curva sigmoide foi ajustada aos pontos, de acordo com descrito por
Hamill, em 1981, e amplamente utilizado na literatura, usando a equacéo descrita
por Boltzmann (equacéo 1), onde V% € o potencial onde ocorre 50% da ativacao
méaxima e o fator K representa a inclinacdo da curva, que esta relacionada com o
namero equivalente de cargas movidas no campo elétrico da membrana durante a

ativacédo dos canais ou, a inclinacdo da sigmoide.

G 1
G, 1+ exp[(\/% ~V) /k]

Equacéao 1:
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3.4.2.3-Inativagao Estacionéria

Para avaliacdo da dependéncia de voltagem da inativacdo estacionaria de Iy
(Inativacdo Steady-State), isto é, a curva de inativacdo de |y, foi utilizado um
protocolo de pulso duplo: Pré-pulsos de 300 ms foram deflagrados de -80 mV a +30
mV, em intervalos de 10mV. Cada pré-pulso era seguido por um pulso de 300 ms
para +60 mV. A amplitude de |, (I) foi medida em 60mV sendo, normalizada pela
amplitude maxima (Imax) obtida, ficando entdo o resultado expresso como uma
fracao de Imax (I/Imax).

O graéfico foi construido colocando-se I/Imax em fungé&o do potencial do pré-
pulso e uma curva sigmoide ajustada aos pontos, de acordo com a fungéo descrita
por Boltzmann (equacéo 2), onde V% é o potencial do pré-pulso que induz 50% da
inativacdo maxima e o fator K representa o numero equivalente de cargas movidas

no campo elétrico da membrana durante a inativagéo dos canais.

1

I
Equacgéo 2: =
I max 1+ eXp[_(V _V}/Z)/k]

3.4.2.4-Recuperacédo da Inativagdo (Reativagao)

A recuperacdo da inativagdo foi avaliada por um protocolo de pulso duplo,
onde o tempo entre os dois pulsos foi varidvel. Assim, foram aplicados pulsos
despolarizantes, de 300 ms de duragéo, a partir de um potencial de repouso de -60

mV para +60 mV. O intervalo entre os pulsos (t) variou de 10 ms até 200 ms.
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A amplitude de corrente do segundo pulso (I) foi normalizada pela média das
amplitudes do primeiro pulso (Imax), ficando o resultado expresso em fracdo do
primeiro pulso (I/lmax).

Para a construcéo do gréfico de reativacao, I/lmax foi colocado em funcdo do
intervalo de tempo ente o primeiro e o segundo pulso. Utlilizando do programa
estatistico (Graph Pad 4, Prism, Co), fez-se o ajuste de uma funcdo amplamente
utilizada e que melhor se ajusta aos dados experimentais, uma exponencial de
primeira ordem (equacao 3), através da qual podemos obter a constante de tempo

de recuperacéo da inativacao (t).

I
= L —t
Equacéao 3: I =1-exp( 4)

max
3.5-Andlise Estatistica

Todos os resultados foram expressos em médiatS.E.M. O nivel de
significancia foi estabelecido em p<0,05.

Nas comparacgOes iniciais entre o grupo Wistar Kyoto e o SHR todas as
analises foram feitas utilizando-se teste T de Student, ndo pareado.

Apés o tratamento todas as andlises foram feitas por analise de variancia

(One-Way ANOVA), com pés teste de Newman-Keuls.
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4-Resultados

Inicialmente, foi comparada a relacdo peso do coracdo/peso corporal entre
todos os grupos. Em uma segunda etapa comparamos os dados eletrofisiologicos
entre 0s grupos controle Wistar Kyoto (normotensos) e SHR (hipertensos). Em uma
terceira etapa, avaliamos os efeitos do tratamento com Enalapril, Hidralazina e com
associacdo entre os dois medicamentos. Todos os resultados estdo expressos em

MédiatSEM (N = nimero de células).

4.1-Relagado Peso do Coragao/Peso corporal (HW/BW)

Este é um indice que mostra a propor¢ado do peso do coragdo em relagdo ao
peso total do animal, o seu aumento sugere hipertrofia cardiaca.

Este indice estd aumentado, p<0,01, nos ratos SHR (5,940,3g/Kg), N=4
animais, em relacdo aos WK (4,3+0,2g/Kg), N=4 animais, sugerindo hipertrofia
cardiaca nos SHR. Nao foi possivel o calculo deste indice para todos os animais
devido ao procedimento de isolamento celular, que € bastante sensivel, sendo
calculado apenas para uma parte de cada grupo experimental.

Interessantemente, nenhum dos tratamentos propostos parece reduzir esta
hipertrofia cardiaca nos SHR, SHRE (5,4+0,2g/Kg) com N=5 animais, SHRH
(5,9+0,1g/Kg) com N=5 animais e E+H (5,2+0,1g/Kg) com N=5 animais, mantendo-
se uma diferenga significativa (p<0,001) entre todos os grupos tratados e 0 grupo

WK. Ver figura 4.
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Figura 04: Relacdo Peso do Coracédo/Peso Corporal (HW/BW). Compararacdo que
mostra a proporcdo do peso do coracdo em relacdo ao peso total de cada animal nos cinco
grupos experimentais, Wistar Kyoro (WK, sem tratamento, N=4 animais), SHR (sem
tratamento, N=4 animais), SHR tratados com Enalapril 10mg/Kg/dia (SHRE, N=5 animais),
SHR tratado com Hidralazina 20mg/Kg/dia (SHRH, N=5 animais), e SHR tratado com
Enalapril 10mg/Kg/dia e Hidralazina 20mg/Kg/dia (E+H, N=5 animais).*p<0,001 em relagéo
ao grupo WK, com One-Way ANOVA, e pés-teste dee Newman-Keuls.



4.2-Comparacéao entre Wistar Kyoto e SHR

4.2.1-Capacitancia da Membrana de Cardiomiocitos do VE

A capacitincia da membrana foi de 10512 pF (N=8 células) nos

cardiomidcitos do grupo WK, e 124+20 pF (N=8 células) no grupo SHR. Néao foi

encontrada diferencga estatisticamente significativa entre os dois grupos (teste T de

Student). Figura 5.
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Figura 05: Capacitancia da membrana de cardiomiécitos do ventriculo esquerdo.
Comparacdao entre os grupos controle Wistar Kyoto (sem tratamento, N=8 células) e o SHR
(sem tratamento, N=8 células). Analise por teste T de Student ndo-pareado ndo evidencia
diferenca entre os dois grupos.



4.2.2-Capacitancia da Membrana de Cardiomiocitos do VD

Interessantemente, no ventriculo direito, os animais SHR apresentaram a
capacitancia da membrana celular significativamente maior do que a dos animais
WK, 121+7 pF (N=11 células) para o grupo SHR contra 89+7 pF (N=8 células) no

grupo WK, p<0,01. Figura 6.
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Figura 06: Capacitancia celular no Ventriculo Direito. Comparacdo entre 0S grupos
controle Wistar Kyoto (WK, sem tratamento, N=11 células) e o0 SHR (sem tratamento, N=8
células). *p<0,01 em relagdo ao WK. Andlise por teste T de Student ndo-pareado.
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4.2.3-Relagao Corrente-Voltagem de l;, em Cardiomiécitos do VE

A densidade de Iy, isto €, a amplitude da corrente l,, normalizada pela
capacitancia da membrana € apresentada na figura 7 em funcdo do potencial de
membrana imposto pelo valor da voltagem do pulso de estimulo.

Podemos observar que os animais Wistar Kyoto apresentam maior densidade
de corrente |, em relagéo aos animais SHR a partir do potencial de -10 mV, 5,2+0.6
pA/pF e 2,1+0,2 pA/pF (p<0,05), respectivamente. No potencial de +60mV, os
valores de densidade de |, sdo 20,4+2,7 pA/pF e 8,2+0,8 pA/pF (p<0,01) para os
grupos Wistar Kyoto e SHR, respectivamente. N=8 células no grupo WK e 8 células

no grupo SHR.
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Figura 7: Relagdo Corrente-Voltagem da corrente transitoria de efluxo de K* (I,) em
cardiomidcitos do VE de ratos Wistar Kyoto (] , N=8 células) e SHR (o, N=8 células). Em
A, protocolo de pulsos para construgéo da curva I-V. Em B e C, tragados representativos de
Ito obtidos de cardiomidcitos do VE de ratos Wistar Kyoto e SHR, respectivamente. Em D, o
valor de amplitude de l,, normalizada pela capacitancia de membrana, esta grafado em
funcdo do potencial teste. Iy, foi ativada por pulsos despolarizantes de 300 ms, variando de -
50 a +60 mV, aplicados em incrementos de 10 mV a partir de um potencial holding de -60
mV. *p<0,001 e **p<0,01 em rela¢éo ao SHR.



4.2.4-Relagdo Corrente Voltagem de |, em Cardiomidcitos do VD

Podemos observar na figura 8, que a relacdo corrente-voltagem de I, em
cardiomidcitos isolados do ventriculo direito, é idéntica em todos os potenciais de
membrana para os animais WK e SHR. A densidade de I, no potencial de +60 mV
foi de 19,6+2,4 pA/pF no grupo WK (N= 8 células) e 18,5+2,8 pA/pF no grupo SHR

(N=11 células).



49

—a— WK
—=— SHR

I(pA/pF)

-75 -50 -25 25 50 75
-5-
Voltagem(mV)

Figura 8: Relacdo Corrente-Voltagem da corrente transitéria de efluxo de K* (l,) em
cardiomidcitos do VD de ratos Wistar Kyoto (] , N=8 células) e SHR (o, N=11 células). Em A
e B, tracados representativos de |, obtidos de cardiomiécitos do VD de ratos Wistar Kyoto e
SHR respectivamente. Em C, o valor de amplitude de |, normalizado pela capacitancia de
membrana, estd grafado em funcdo do potencial teste. |, foi ativada por pulsos
despolarizantes de 300 ms, variando de -50 a +60 mV, aplicados em incrementos de 10 mV
a partir de um potencial holding de -60 mV. O protocolo de pulsos é idéntico ao utilizado no
VE.



Tabela 1: Densidade de l;, em +60mV

50

I(pA/pF)

WK VE (n=8 células)
SHR VE (n=8 células)
WK VD (n=8 células)

SHR VD (n=11 células)

20,4+2,7 pAlpF *
8,2+0,8 pA/pF
19,6+2,4 pAlpF

18,5+2,8 pA/pF

*p<0,01 em relacdo ao SHR VE
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4.2.5-Ativacédo Estacionéria de |, em Cardiomidcitos do VE

A figura 9 mostra o grafico de dependéncia da voltagem da ativacao (Ativacéo
estacionéria) de l, em cardiomiécitos do VE de ratos WK e SHR. Neste grafico, a
condutancia da membrana para esta corrente, normalizada pelo valor maximo, é
expressa em funcéo do potencial de membrana. A curva de ativagdo tem uma forma
caracteristica (sigmoide), que reflete a natureza da ativagcdo do canal pela
despolarizagdo da membrana. Esta curva fornece dois parametros de avaliacdo da
biofisica de ativacdo da corrente: a) constante de ativacao (K), dado pela inclinagéo
da curva, € um fator que determina o quanto varia a condutancia em funcdo do
potencial da membrana; e, b) o VY2, que é o potencial de membrana em que se
atinge 50% da condutancia maxima.

Avaliando-se esses dois parametros, no ventriculo esquerdo, nao foi
encontrada diferenca estatistica entre o grupo Wistar Kyoto (N= 8 células) e o SHR

(8 células) (teste T de student). Os valores acima citados estdo descritos na tabela

2.
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Figura 9: Curva de ativacéo de |, de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo. O gréfico
apresenta a condutancia (G), para cada potencial de membrana, normalizada pela
condutancia maxima encontrada (Gmax). N= 8 células para o grupo WK (} ) e N=8 células
para o grupo SHR (o). Para andlise estatistica foi utilizado teste T de Student ndo-pareado,
0 V¥ de ativacdo e o K de ativagcdo entre os dois grupos experimentais. Ndo foi encontrada
diferenca estatistica em nenhum dos dois parametros.
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4.2.6-Ativacdo Estacionéria de l,, em Cardiomidcitos do VD

Assim como a relagéo corrente-voltagem de I, em cardiomidcitos isolados do
VD néo apresenta diferenca significativa entre os grupos WK (N=8 células) e SHR
(N= 11 células), a curva de ativagdo também se mantém com mesmo padrdo, Figura

10. A tabela 2 exibe os valores de V¥ e do K de ativagéo.
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Figura 10: Curva de Ativacdo de l, no ventriculo direito. O grafico apresenta a
condutancia (G), para cada potencial de membrana, normalizada pela condutancia maxima
encontrada (Gmax). N= 11 células para o grupo WK (} ) e N=8 células para o grupo SHR (o).
Para analise estatistica foi utilizado teste T de Student ndo-pareado, o V¥ de ativacdo e o K
de ativacé@o entre os dois grupos experimentais. Nao foi encontrada diferenca estatistica em
nenhum dos dois parametros.



Tabela 2: Parametros da Ativacéao de Iy,

K (mV) V2 (mV)
WK VE (N=8 células) 15,6+0,3 mV 18,7+2,3 mV
SHR VE (N=8 células) 19,3+3,6 mV 19,4+2,8 mV
WK VD (N=8 células) 15,1+0,9 mV 19,1+3,6 mV
SHR VD (N=11 células) 15,3+1,0 mV 18,4+1,3 mV
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4.2.7-Inativagdo Estacionéria de l;, em Cardiomiocitos do VE

Esta curva mostra a dependéncia de voltagem da inativacdo estacionaria da
corrente l,. Ela pode ser descrita pelos parametros K, que € a inclinagdo da curva
sigméide (fator que determina a intensidade da variagdo da curva de inativagdo com
a voltagem) e o V¥ que é o potencial de membrana onde 50% da populacdo de
canais de Ito esta inativada.

Também, ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos Wistar
Kyoto (N= 8 células), e SHR (N= 10 células), em relacdo aos parametros de
inativacdo de |, no ventriculo esquerdo, como visualizado na figura 11 (teste T de

Student). Os valores de K e VY2 estédo expostos na tabela 3.
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Figura 11: Curva de Inativacéo de I, em cardiomiocitos do ventriculo esquerdo. Em A,
protocolo de pulsos utilizado para obtencdo da curva de Inativacdo. Em B e C, tracados
representativos da dependéncia de voltagem para inativacdo de |, em cardiomiécitos
isolados do VE de ratos WK e SHR respectivamente. Em D, a fracdo da corrente maxima
(Ilmax) esta grafada contra o potencial de membrana imediatamente anterior ao potencial
teste, variando de -80mV até +30mV, os parametros foram ajustados a uma sigméide. N= 8
células para o grupo WK (} ) e N= 10 células para o grupo SHR (o). Andlise estatistica do
V%2 e do K de inativagdo, com teste T de Student ndo-pareado, ndo evidenciou diferenca
entre os dois grupos.
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4.2.8-Inativagao Estacionéria de |, em Cardiomiocitos do VD

A curva de inativacdo de |l no ventriculo direito (figura 12) também né&o
apresenta diferenca entre os animais WK (N=8 células) e os SHR (N= 10 células). O

V¥ de inativacdo e o K de inativacdo sao expostos na tabela 3.
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Figura 12: Curva de Inativacéo de I, em cardiomiécitos do ventriculo direito. Em A e B,
tracados representativos da dependéncia de voltagem para inativacdo de I, em
cardiomiocitos isolados do VD de ratos WK e SHR respectivamente. Em C, a fracdo da
corrente maxima (l/lmax) esta grafada contra o potencial de membrana imediatamente
anterior ao potencial teste, variando de -80mV até +30mV, os pardmetros foram ajustados a
uma sigmoide. Grupo WK (} ) com N=8 células, e SHR (o) com N=10 células. O protocolo
para obtencédo da dependéncia de voltagem para inativagdo no VD é idéntico ao utilizado no
VE. Andlise estatistica do V%2 e do K de inativagcdo, com teste T de Student ndo-pareado,
néo evidenciou diferenca entre os dois grupos.



Tabela 3: Parametros de Inativagéo de Iy,
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K (mV) V2 (mV)
WK VE (n=8 células) 1,4+1,6 mV -28,0£2,5 mV
SHR VE (n=10 células) 2,2£1,2 mV -23,0+1,8 mV
WK VD (n=8 células) 0,5+1,6 mV -25,6+2,4 mV
SHR VD (n=10 células) 0,2+1,2 mV -24,9+2,1 mV
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4.2.9-Reativacao de l;, em Cardiomiocitos do VE

A dependéncia de tempo para |, recuperar-se da inativacao foi avaliada pela
sua constante de reativagdo (tr) (ver figura 13), ndo revelando também diferenca

entre o grupo Wistar Kyoto e SHR (tabela 4).
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Figura 13: Recuperacéao de Inativagéo de I, no ventriculo esquerdo. Em A, protocolo de
voltagem utilizado para obtencdo da curva de reativacdo de l,. Em B e C, tracados
representativos da reativacdo de l, nos grupos WK e SHR respectivamente. Em D, a
corrente encontrada para cada tempo esta normalizada pela corrente obtida no pré-pulso
(I/lmax). N=8 células para o grupo WK (} ) e N= 8 células para o grupo SHR (o). Apés ajuste
a uma mnoexponencial foi obtido a constnte de tempo de reativacdo (tr). A comparacao
entre os tr dois dois grupos foi feita com teste T de Student ndo-pareado, e ndo evidenciou
diferenca estatistica.
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4.2.10-Reativacdo de l;, em Cardiomidécitos do VD

A reativacdo de Il no ventriculo direito também foi avaliada. Na figura 14,
observa-se diferenca significativa (p<0,05) entre as duas curvas, indicando que nos
cardiomidcitos do VD a cinética de reativacdo de |, dos animais SHR é mais rapida
do que nos animais controle WK, devido a uma reducgdo na constante de tempo de
reativacdo dos SHR. A tabela 4 expressa os valores da constante de reativagao, g,

para ambos 0s grupos experimentais.
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Figura 14: Curva de reativacao de |, no ventriculo direito. Em A e B tracados
representativos da reativacdo de l, no VD. Em C, a corrente encontrada para cada tempo
esta normalizada pela corrente obtida no pré-pulso (I/lmax). O protocolo de pulsos pode ser
visualizado na figura 10. N=8 células para o grupo WK (} ) e N= 9 células para o grupo SHR
(o). Apés ajuste a uma mnoexponencial foi obtido a constnte de tempo de reativagdo (tr). A
comparacgdo entre os tr dos dois grupos foi feita com teste T de Student ndo-pareado, e
evidenciou uma menor velocidade de reativagdo no grupo WK em relacdo ao SHR (p<0,05)



Tabela 4: Constante de recuperacao de inativacao de I, no VE

TR
WK VE (n=8 células) 35,2+5,6 ms
SHR VE (n=8 células) 32,0+5,0 ms
WK VD (n=8 células) 30,7+2,5 ms*
SHR VD (n=9 células) 22,9+2,3 ms

* p<0,05 em relagcdo ao SHR no VD.
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4.3-Efeitos ap6s Tratamento com Drogas Anti-Hipertensivas

4.3.1-Capacitancia da Membrana de Cardiomiécitos do VE

A capacitancia da membrana do grupo Enalapril foi 113+7 pF (N=8 células),
no grupo tratado com Hidralazina atingiu 119+10 pF (N=8 células) e no grupo com a
combinagdo de Enalapril e Hidralazina a capacitancia ficou em 83+12 pF (N=6
células), ndo sendo observada diferenca estatistica entre as capacitancias de
nenhum dos grupos experimentais e 0 grupo SHR, 124+20 pF (N=8 células). A

analise foi feita por analise de variancia (One-Way ANOVA). Figura 15.

150

100+

C(pF)

50+

SHR SHRE SHRH E+H

Figura 15: Capacitancia da membrana em cardiomiécitos do ventriculo esquerdo ap6s
tratamento. Comparacdo entre os animais SHR sem tratamento (N=8 células) e os grupos
tratados com Enalapril 10mg/Kg/dia (SHRE, N=8 células), Hidralazina 20mg/Kg/dia (SHRH,
N=8 células) e com Enalapril 10mg/Kg/dia e Hidralazina 20mg/Kg/dia (E+H, N=6 células). A
andlise foi feita por analise de variancia (One-Way ANOVA), com pés-teste de Newman-
Keuls. N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa.
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4.3.2-Capacitancia da Membrana de Cardiomiocitos do VD

A capacitancia da membrana de cardiomiécitos do ventriculo direito dos
animais tratados com Enalapril (N=8 células) foi de 94+9 pF, ndo apresentando
diferenca significativa em relagdo aos animais SHR (N=11 células), com 121+7 pF
de capacitancia.

JA& o grupo tratado com Hidralazina (N=9 células) apresentou uma
capacitancia significativamente menor (p<0,01) do que a capacitancia do grupo SHR
sem tratamento, 71+6 pF contra 121+7 pF, respectivamente.

Interessantemente, a capacitancia da membrana dos cardiomiécitos do
ventriculo direito dos animais tratados com a associacdo das duas drogas (N=7
células) foi de 92+12 pF, ndo havendo diferenca em relagdo ao grupo SHR. Figura

16.
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Figura 16: Capacitancia da membrana de cardiomiocitos do ventriculo direito de ratos
SHR tratados. Comparacao entre os animais SHR sem tratamento (N=11 células) e os
grupos tratados com Enalapril 10mg/Kg/dia (SHRE, N=8 células), Hidralazina 20mg/Kg/dia
(SHRH, N=9 células) e com Enalapril 10mg/Kg/dia e Hidralazina 20mg/Kg/dia (E+H, N=7
células). A andlise foi feita por andlise de variancia (One-Way ANOVA), com poés-teste de
Newman-Keuls. *p<0,001 em relacdo ao grupo SHR.
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4.3.3-Relagao Corrente-Voltagem de I, no VE

O tratamento com Enalapril, Hidralazina, e a associacdo dos dois
medicamentos foi capaz de restaurar a densidade normal de I, nos cardiomiocitos
do ventriculo esquerdo. Os grupos foram comparados através de andlise de
variancia (One-Way ANOVA), com pés teste de Newman-Keuls.

O aumento na densidade de l, pdde ser evidenciado, no caso do grupo
tratado com Enalapril (N=8 células), a partir do potencial de -20 mV, onde a
densidade de corrente foi de 0,7+0,1 pA/pF contra 0,1+0,1 pA/pF do grupo SHR
controle (p<0,05). Para o grupo tratado com Hidralazina (N=7 células) esse aumento
em relacdo ao grupo SHR foi significativo a partir do potencial de 0 mV, onde a
densidade de Iy, foi 4,1+1,0 pA/pF no grupo Hidralazina e 1,1+0,1 pA/pF no grupo
SHR (p<0,05). O grupo tratado com a combina¢éo das duas drogas (N=5 células) s6
apresentou diferenca significativa em relacdo aos animais SHR a partir de +30 mV,
onde a densidade de Iy, foi 10,9£2,0 pA/pF, contra 4,51£0,4 pA/pF nos animais SHR
(p<0,05).

Os grupos tratados se mantiveram com maior densidade de I, até o potencial
de +60 mV, onde a densidade de corrente foi 24,1+2,7 pA/pF no grupo tratado com
Enalapril (p<0,01 em relagcdo ao SHR), 23,3+4,4 pA/pF no grupo tratado com
Hidralazina (p<0,01 em relacdo ao SHR), e 18,6+3,3 pA/pF no grupo tratado com a
associagdo das duas drogas (p<0,05 em relacdo ao SHR). Entre o grupo Wistar
Kyoto e os tratados n&o ocorreu diferenga significativa (informacéo apresentada no

gréfico da figura 17).
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Figura 17: Em A, B, C, e D, Tracados representativos de |, registrada em cardiomiécitos do
VE para os ratos SHR controle, SHR tratados com Enalapril, SHR tratado com Hidralazina e
SHR tratado com Enalapril associado a Hidralazina, respectivamente. Em E, Relacéo
Corrente-Voltagem de |, em cardiomidcitos do VE de ratos WK controle e SHR controle e
apos tratamento com Enalapril e/ou Hidralazina. Os grupos foram comparados através de
analise de variancia (One-Way ANOVA), com pés teste de Newman-Keuls. (*): p<0,01 entre
0s SHRH e SHRE e o grupo SHR e p<0,05 entre os grupos WK e E+H e 0 SHR. (**): p<0,01
entre o grupo SHRE e SHRH, e o grupo SHR. (#): p< 0,01 entre SHRE e SHR e p<0,05
entre SHRH e SHR. (8): p<0,01 entre SHRE e SHR. (88): p<0,05 entre SHRE e SHR.
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4.3.4-Relacgao Corrente Voltagem de I, no VD

Tanto o tratamento com Enalaprii quanto a associacdo de Enalapril e
Hidralazina aumentam a densidade de I, em relacdo ao grupo SHR e ao grupo
tratado somente com hidralazina. (Figura 18).

Esse aumento comecou a ser evidenciado a partir de +20 mV, quando a
densidade de Ito nos animais SHR (N=11 células) foi de 7,2+1,0 pA/pF, nos animais
tratados com Hidralazina (N=8 células) foi 7,6+0,9 pA/pF, no grupo tratado com
Enalapril (N=9 células) foi de 13,8+1,71 pA/pF e no grupo com a associa¢do das
duas drogas (N=7 células) foi 13,9+1,8 pA/pF. Esta relacdo se mantém até +60 mV,
guando a densidade de Ito no grupo de animais SHR foi 18,5+2,8 pA/pF, no grupo
tratado com hidralazina foi 22,5+2,3 pA/pF e nos grupos tratados com Enalapril e
com a associacao de Enalapril e Hidralazina foi de 32,3+3,1 pA/pF e 29,1+3,6 pA/pF,

respectivamente.
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Figura 18: Em A, B, C, e D, Tracados representativos de |, registrada em cardiomiécitos do
VD para os ratos SHR controle, e tratados com enalapril, hidralazina, e com a associacdo
dos dois medicamentos, respectivamente. Em E, Relacdo Corrente-Voltagem de |, no VD
apoés tratamento, SHR (O, N=11 células), Enalapril (e, N=8 células), Hidralazina (o, N=9
células), e Enalapril+Hidralazina (e, N=7 células). Os grupos foram comparados através de
andlise de variancia (One-Way ANOVA), com pés teste de Newman-Keuls.*p<0,01 entre
SHR e SHRE e p<0,05 entre SHR e E+H. **p<0,05 SHRE vs SHRH. #p<0,01 SHR vs SHRE
e SHR vs E+H, e p<0,05 SHRE vs SHRH e SHRH vs E+H. ##p<0,01 SHR vs SHRE, SHR
vs E+H, SHRE vs SHRH e SHRH vs E+H. §p<0,05 SHRH vs E+H e SHR vs E+H.
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Tabela 5: Densidade de |, em +60mV apés o tratamento

|(PA/PF)
SHR VE (N=8células) 8,2+0,8 pA/pF
SHRE VE (N=8células) 24,1+2,7 pA/pF *
SHRH VE (N=7células) 23,3+4,4 pAlpF *
E+H VE (N=6células) 18,6+3,3 pA/pF *
SHR VD (N=11células) 18,5+ 2,8 pA/pF
SHRE VD (N=8células) 32,3+3,1 pA/pF**
SHRH VD (N=9células) 22,5+2,3 pAlpF
E+H VD (N=7células) 29,1+3,6 pA/pF**

*p<0,01 entre os grupos SHRE e SHRH e o grupo SHR e p<0,05 entre os grupos E+H e o
SHR, no VE.

**p<0,01 entre SHRE e SHR, p<0,05 entre E+H e SHR no VD.

Anélise com ONE WAY ANOVA e pos teste de Newman-Keuls.
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4.3.5-Ativacédo Estacionaria de I, no VE

A curva de ativacao de Iy, esta deslocada para esquerda no grupo tratado com
a combinacao de Enalapril e Hidralazina em relacéo ao controle SHR, ou seja, neste
grupo o V¥ de ativacdo encontra-se em um potencial menos despolarizado do que
0s grupos controle (p<0,05) (ver figura 19).

Quanto ao K, nédo foi encontrada diferenca significativa entre nenhum dos
grupos experimentais.

Os valores de V%2 e K de ativacdo encontram-se na tabela 6.
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Figura 19: Em A: curvas de Ativacdo Steady-State de |, em cardiomidcitos do VE ap0s o
tratamento com Enalapril e/ou Hidralazina. Em B: V% de ativagdo determinada em
cardiomiocitos dos diferentes grupos experimentais. *p<0,05 em relagdo ao SHR, One-Way
ANOVA, com pos teste de Newman-Keuls.
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4.3.6- Ativacéao Estacionaria de Iy, no VD
No que diz respeito ao V%2 de ativagéo ocorreu um deslocamento da curva de
ativacdo do grupo tratado com Enalapril e Hidralazina para esquerda em relacéo ao
grupo SHR e ao grupo tratado com Hidralazina (p<0,05). Nao houve diferenca
estatistica entre o grupo tratado com Hidralazina e o grupo SHR controle (figura 20).
Quanto a constante de ativagédo (K), ndo foram observadas diferengas entre

0S grupos experimentais. (tabela 6).
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Figura 20: Em A, curvas de ativagdo de |, em cardiomidcitos do ventriculo direito de ratos
SHR tratados. Em B, V¥ de ativacéo de Ito. * p<0,05 em relacdo ao grupo SHR, e **p<0,05
em relagdo ao grupo SHRH, One-Way ANOVA, com pos teste de Newman-Keuls.



Tabela 6: Parametros de ativacéo de |, ap6s o tratamento

K(mV) V¥ (mV)

SHR VE (N=8células) 19,3+3,6 mV 19,4+2,8 mV
SHRE VE (N=8células) 15,8+0,8 mV 9,2+2,3 mV

SHRH VE (N=7células) 15,6+0,5 mV 13,2+1,8 mV
E+H VE (N=6células) 19,7+4,0 mV 10,4+3,4 mVv*
SHR VD (N=11células) 13,6+0,9 mV 21,8+4,0 mVv
SHRE VD (N=9células) 13,6+0,9 mV 21,8+4,0 mV
SHRH VD (N=8células) 14,1+0,4 mV 15,9+2,3 mV
E+H VD (N=7células) 14,1+0,9 mV 6,5+4,6 mV**

*p<0,05 em relacdo ao SHR no VE.
**p<0,05 em relagéo ao SHR no VD.

Analise com ONE WAY ANOVA e pos teste de Newman-Keuls.
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4.3.7-Inativagdo Estacionéria de l;, em Cardiomiocitos do VE

Nos animais tratados com Enalapril ou com a associacdo de Enalapril e
Hidralazina foi observada uma reducédo do V¥ de inativacdo em relacdo aos animais
SHR controle, ou seja, esses animais tém |, inativando em potenciais menos
despolarizados (p<0,05 e p<0,01 respectivamente). Nao ha diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo tratado com hidralazina e o grupo SHR.
Ver figura 21.

N&o se encontrou alteracdo do K de inativagdo de nenhum grupo em relacéo
aos controles SHR .

Os valores de V¥ e K encontram-se na tabela 7.
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Figura 21: Em A, Curvas de Inativacdo de |, em cardiomiocitos do VE. Em B, comparacao
do V¥ de inativacdo dos animais controles com os grupos tratados. *p<0,01 em relacdo ao
SHR, **p<0,05 em relacdo ao SHR, com One-Way ANOVA, com pos teste de Newman-
Keuls.
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4.3.8-Inativagao Estacionéria de |, em Cardiomiocitos do VD

O V% de inativagcdo do grupo tratado com Enalapril foi deslocado para
esquerda, ou seja, mais negativo, do que o V¥ de inativacdo do grupo tratado com
Hidralazina (p<0,05), embora ndo se encontre diferenca significativa em relagdo ao
grupo SHR.

Quanto ao grupo tratado com a associagcédo das duas drogas foi encontrado
um V% mais negativo do que nos grupos SHR (p<0,001), Hidralazina (p<0,001) e
Enalapril (p<0,01). Ver figura 22.

O parametro de inativacao K de I, no ventriculo direito de ratos tratados nao
apresenta diferenca estatistica entre nenhum dos grupos experimentais.

Os valores dos parametros de inativacao, V%2 e K, de Ito no ventriculo direito

de ratos encontram-se na tabela 7.
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Figura 22: Em A, curvas de inativacdo de l, em cardiomidcitos do VD de ratos SHR
tratados. Em B, V%2 de inativacdo de |, no VD. * p<0,001 em relagdo ao SHR. **p<0,01 em

relacdo ao E+H, com One-Way ANOVA, com pos teste de Newman-Keuls.
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Tabela 7: Parametros de Inativagéo de I, no VD

K(mV) V¥ (mV)
SHR VE (N=8células) 2,2+1,2mV -23,0+1,8mV
SHRE VE (N=8células) 4,2+0,2mV -33,8+£2,9mV**
SHRH VE (N=7células) 2,1+1,1mV -28,5+2,3 mV
E+H VE (N=6células) 3,5+0,7mV -39,4+5,0 mv*
SHR VD (N=10células) 0,2+1,3mV -24,7+ 2,1 mV
SHRE VD (N=8células) 1,7£1,9 mV -18,6+3,1mVi##
SHRH VD (N=7células) 2,9+0,7 mV -28,6+1,4 mV
E+H VD (N=6células) 3,4+0,6 mV -39,5+2,1 mV#

*p<0,01 em relacdo ao SHR, **p<0,05 em relacdo ao SHR no VE.
#p<0,001 em relagéo ao SHR no VD. ##p<0,05 em relacdo ao E+H no VD.
Analise com ONE WAY ANOVA e pos teste de Newman-Keuls.
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4.3.9-Reativacéo de I, em Cardiomidcitos do VE

Ao contrario da ativacdo e da inativacdo de I, no VE, ndo encontramos
diferenca significativa na recuperacdo de inativacdo dos animais tratados Enalapril,
Hidralazina, ou com a associacdo das duas drogas, em relacdo ao grupo controle
SHR. Figura 23.

Os valores da constante de tempo de reativacdo, tr, encontram-se na tabela
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Figura 23: Em A: curva de Recuperacao da Inativagédo de |, em cardiomiécitos do VE apos
tratamento. A corrente encontrada para cada tempo esta normalizada pela corrente obtida
no pré-pulso (I/lmax). N= 8 células para o grupo SHR (o), N=8 células no grupo SHRE, N=7
células no grupo SHRH e N=6 células no grupo E+H. Apds ajuste a uma monoexponencial
foi obtido a constante de tempo de reativacdo (tg). Em B: constante de tempo de reativacéo
(tr) de l,. A comparacdo entre os tr dos quatro grupos foi feita ANOVA e pos-teste de
Newman-Keuls e ndo evidenciou diferenca estatistica.
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4.3.10-Reativacdo de l;, em Cardiomiécitos do VD

O tratamento com Hidralazina ndo afetou a recuperacéo de inativacdo de I,
pois ndo houve diferenca entre a constante de reativacdo do grupo SHR e do grupo
Hidralazina. Figura 24.

J& o grupo tratado com a associacdo de Enalapril e Hidralazina apresentou
uma recuperacdo da inativacdo de |, mais lenta em relagdo ao grupo SHR,

Enalapril, e Hidralazina (p<0,001) (tabela 8).
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Figura 24: Reativacéo de |, em cardiomidcitos do VD de ratos SHR tratados e néo-
tratados. Em A, curvas de recuperacdo da Inativacdo de l,.A corrente encontrada para
cada tempo esta normalizada pela corrente obtida no pré-pulso (I/Imax). N= 10 células para
0 grupo SHR (o), N=8 células no grupo SHRE, N=7 células no grupo SHRH e N=6 células
no grupo E+H. Apds ajuste a uma monoexponencial foi obtido a constante de tempo de
reativacdo (tr). Em B, constante de reativacdo de ly, (tr). *p<0,001 em relagdo ao grupo
SHR. A comparacao entre os tr dos quatro grupos foi feita ANOVA e pés-teste de Newman-
Keuls.



Tabela 8: Constante de reativagédo de I, no VD
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TR (MS)
SHR VE (N=8células) 32,0+5.0 ms
SHRE VE (N=8células) 40.3+3.3 ms
SHRH VE (N=7células) 37.7t1.5ms
E+H VE (N=6células) 56.2+12,0 ms
SHR VD (N=10c¢élulas) 22,9+2.3 ms
SHRE VD (N=8células) 34,3+t2.4 ms
SHRH VD (N=7células) 25,8+4,3 ms
E+H VD (N=6células) 57.3+6.3 ms*

*p<0,001 em relag&o ao grupo SHR no VD.

Andlise com ONE WAY ANOVA e pos teste de Newman-Keuls
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5-Discussao

Tivemos como objetivo geral comparar as alteracdes na Corrente Transitéria
de Efluxo de Potassio entre ratos espontaneamente hipertensos e ratos
normotensos, e também os efeitos do tratamento de animais SHR com drogas anti-
hipertensivas sobre essa corrente em ambos os ventriculos. Também avaliamos
indices de hipertrofia cardiaca e celular e parametros de ativacdo, inativacdo e

reativacao de ly,. Esses resultados seréo discutidos a seguir.

5.1-Relacdo Peso do Coracao/Peso Corporal (HW/BW)

A relacdo Peso do Coracgéo/Peso corporal € um indice bem estabelecido que
pode evidenciar hipertrofia cardiaca em modelos animais.

Muitos trabalhos mostram aumento nesta relagdo em modelos de ratos
hipertensos (Montaz, 1995; Yokoshiki, 1997; Shipsey, 1997; Cerbai, 2000), coelhos
hipertensos (Rials, 1998, Mcintosh, 1997), e furbes com hipertensao arterial
pulmonar (Poltreu, 1994).

Nossos resultados indicam que os ratos espontaneamente hipertensos
possuem uma relacdo HW/BW maior do que a encontrada nos animais Wistar Kyoto,
sugerindo entdo uma hipertrofia cardiaca nos animais SHR.

O tratamento crbnico, por seis semanas, com Enalapril, Hidralazina ou a
associacdo das duas drogas, parece ndo reduzir a hipertrofia cardiaca, jA que o
indice HW/BW encontra-se no mesmo nivel do indice dos animais SHR. Esta nédo
reducdo da hipertrofia pode ser conseqiiéncia do curto periodo de tratamento
utilizado no estudo, jA que a maioria dos trabalhos da literatura utiliza-se de

tratamentos mais prolongados, de 8 semanas a 3 meses em ratos (Cerbai, 2000;
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Rials,1998). Esta nao regressdo da hipertrofia € interessante para nossa
investigacdo, pois, muitos trabalhos sugerem que as alteracdes eletrofisiolégicas
encontradas nos animais hipertensos deve-se a hipertrofia cardiaca, e que somente
a reducdo da hipertrofia seria capaz de restaurar o padrao eletrofisiolégico normal do

coracao (Brilla, 2000).

5.2-Capacitancia da Membrana Celular

Inicialmente avaliamos a capacitincia da membrana plasmatica dos
cardiomidcitos isolados. A capacitancia celular pode ser um bom indicador da area
de superficie celular.

No ventriculo esquerdo ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo Wistar Kyoto e o SHR. Esse resultado discorda da maior
parte dos trabalhos na literatura, que descrevem aumento na capacitancia da
membrana celular em modelos de hipertrofia ventricular. Outro motivo que justificaria
a ndo observacdo de aumento significativo na capacitancia de membrana dos ratos
hipertensos em relagdo aos normotensos pode se dever ao fato de que para
realizacdo da técnica de Whole-Cell Patch Clamp é recomendado que se utilize
sempre células de mesmo tamanho, aspecto de membrana regular, sem sinais de
lesdo (Hamill, 1981), gerando entdo tendenciosidade em relacdo a populacdo de
células utilizadas.

Poltreu, em 1995, demonstrou, em modelo de hipertenséo arterial pulmonar
em furdes por coarctacdo da artéria pulmonar, um aumento da capacitancia da
membrana celular em células isoladas do ventriculo direito. Em 1996, utilizando
ratos tratados com DOCA-sal, que leva a hipertensao arterial sisttmica, Montaz

observou as mesmas alteragfes descritas anteriormente por Poltreau.
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Mclintosh, em 1998, utilizando modelo de coelhos hipertensos (por retirada de
um rim e lesdo do outro) encontrou um aumento na capacitancia membrana de
células do ventriculo esquerdo. Neste trabalho o comprimento e largura dos
cardiomidcitos, analisados por microscopia, também sofreram incremento em
relacdo ao grupo normotenso. No ano de 1997, Yokoshiki havia observado que ratos
SHR possuiam capacitancia da membrana celular maior do que a de ratos controles
Wistar Kyoto, e que o Captopril era capaz de reduzir a capacitancia para valores
préximos aos do grupo controle.

Em 1998, Rials demonstrou, em coelhos hipertenséo induzida pela mesma
técnica utilizada por Mcintosh (1998), aumento da capacitancia da membrana celular
de células isoladas do VE dos animais hipertensos em relagdo as células isoladas
dos animais normotensos. Quando ocorreu regressao da hipertensdo por tratamento
com Captopril (um inibidor da ECA), a hipertrofia também regrediu, havendo
normalizagdo da capacitéancia celular.

A capacitancia da membrana nos cardiomiécitos isolados do ventriculo
esquerdo dos animais tratados, segundo nossos resultados, nao é diferente da dos
grupos controle.

No ventriculo direito, nota-se segundo nossos resultados, que 0s animais
SHR possuem uma capacitancia de membrana maior do a dos animais WK,
sugerindo aumento da area de membrana celular, portanto, hipertrofia celular. De
fato, ndo ha na literatura trabalho que investigue parametros eletrofisiolégicos no VD
de ratos SHR, tornando dificil a comparacdo dos dados obtidos, mas pode-se
especular uma via indireta de hipertrofia por acdo enddcrina ou paracrina,
possivelmente por circuitos locais de substancias como Angiotensina Il e
Aldosterona, ja que a que a pressao no VD de ratos SHR é normal comparada com

a pressao no VD de animais Wistar Kyoto e, além disso, o tratamento crénico desses
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animais, por 12 semanas, com Enalapril ndo altera a pressdo no VD (Nascimento,
2001). Estes hormonios aplicados em cultura de cardiomidcitos, levam a hipertrofia
celular e ao aumento na deposicado de colagenos pelos fibroblastos (Brilla, 1990 e
1994; Villareal, 1993).

No VD, o grupo tratado com Hidralazina apresentou capacitancia da
membrana menor do que no grupo controle SHR, sugerindo que o tamanho dos
cardiomidcitos estaria reduzido neste grupo. Ja foi demonstrado que a Hidralazina é
capaz de reduzir a hipertrofia ventricular esquerda em ratos hipertensos (Brosnan,
1999; Pegram, 2000), mas nunca foi relatada alteragdo do tamanho celular no VD de
animais com HAS. Nenhum dos outros tratamentos alterou a capacitancia celular no
VD.

E importante ressaltarmos que em nosso trabalho o tempo de tratamento foi

menor do que o tempo de tratamento de todos os trabalhos supracitados.

5.3-Densidade de lio

Nossos resultados estdo de acordo com o encontrado na literatura no que diz
respeito a densidade de I, em ventriculos hipertrofiados (Poltreu, 1995; Yokoshiki,
1996; Momtaz, 1996; Mcintosh, 1997; Rials, 1998). De fato encontramos menor
densidade de |, no ventriculo esquerdo de ratos SHR comparados aos animais
controle normotensos. Esta reducdo na densidade de l, nos animais hipertensos
pode estar ligada a reducdo na expressao génica dos genes da familia Kvs, e Kvs 3
gue participam da formagé&o de I, no coragcédo (Zhang, 2004).

Os tratamentos com Enalapril, Hidralazina ou a associagdo dos dois
medicamentos foram capaz de restaurar a densidade normal de |, em VE de ratos

hipertensos. Yokoshiki ja havia descrito restauragédo de |, em VE de SHR apés o
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tratamento com Captopril, um inibidor da ECA. Rials, em 1998, também demonstrou
em coelhos hipertensos que o tratamento com Captopril restaura a densidade de Iy,
para niveis de normalidade. Cerbai, em 2000, mostrou um aumento de |, de animais
tratados com Losartan, um bloqueador de receptores de Angiotensina Il do subtipo
AT1. O interessante é que a dose de Losartan utilizada ndo foi capaz de reduzir a
pressao arterial nesses animais, sugerindo assim uma acdo farmacolégica dessa
droga sobre .

A partir desses achados, propusemo-nos a avaliar se ha alteracdo na
densidade de |, nos cardiomidcitos do ventriculo direito dos animais tratados com
Enalapril, Hidralazina, ou a associacdo de Enalapril e Hidralazina. Encontramos que
tanto o tratamento com Enalapril, quanto com Enalapril e Hidralazina é capaz de
aumentar a densidade de li, no VD de ratos SHR. O tratamento somente com
Hidralazina mantém a densidade de Iy, idéntica a dos animais SHR. Sugerindo entédo
uma possivel acdo farmacoldgica do Enalapril sobre l,, independentemente da
reducdo da sobrecarga de pressdo. Brosnan, em 1999, ja havia demonstrado que o
Enalapril e Hidralazina reduzem a hipertrofia ventricular em ratos hipertensos, mas
somente o Enalapril foi capaz de reduzir a hipertrofia arterial nesses animais.

Os mecanismos envolvidos nesse aumento da densidade de I, pelo Enalapril,
tanto no VE quanto no VD, ndo foram elucidados até a presente data, entretanto,
algumas possibilidades iniciais podem ser sugeridas: primeira, o enalapril pode
recuperar a expressao de Kv,, e Kv, 3, recuperando assim a densidade de I, no VE.
Segunda, subunidades regulatorias, j& mencionadas, podem ser superexpressadas
pelo tratamento com enalapril e assim aumentar a densidade de I, (Zhang, 2004), e
por fim o enalapril pode atuar diretamente no canal, aumentando a condutancia

unitaria de cada subunidade.



93

5.4-Ativacéao e Inativacao de Iy,

Nossos resultados sugerem que ndo ha diferenca entre as curvas de ativacao
de I, dos animais WK e SHR, tanto no VE, quanto no VD. E que, no VE e no VD,
somente o tratamento com a associagdo de Enalapril e Hidralazina altera o V%2 de
ativacdo de l,, embora visualmente o tratamento somente com enalapril pareca
reduzir o V¥2 de ativagéo de |, em relagédo aos animais SHR. No VE, a associacao
de Enalapril e Hidralazina reduz o V% de ativacdo em relacdo ao grupo Wistar
Kyoto, enquanto no VD esta associagdo reduz o V% de ativacdo em relagdo ao
grupo tratado com somente Hidralazina. N&o encontramos qualquer diferenga entre
as constantes de tempo de ativacdo dos diversos grupos experimentais, tanto no
VE, quanto no VD.

A maioria dos trabalhos que investiga as relagdes de l, com a hipertrofia
cardiaca ndo estudou parametros biofisicos de l,. Poltreu, em 1995, foi o primeiro a
investigar alteracbes da biofisica de funcionamento de I, na hipertrofia ventricular,
ndo encontrando diferenca entre o V., de ativacdo nem do K de animais
hipertrofiados em relagdo a animais sem hipertrofia. Rials, em 1998, também né&o
encontrou alteragdo destes parametros entre o grupo com hipertrofia e o controle,
mesmo apos o tratamento dos animais hipertensos com Captopril ndo ocorreu
modificacdo dos parametros de ativacao de li.

Quanto a inativacdo de l, Nossos resultados apresentam um padrdo muito
parecido com o encontrado na ativacdo, ndo havendo diferenga entre os grupos WK
e SHR no VE, nem no VD.

No VE, o V¥ de inativacdo estd mais negativo no grupo tratado com Enalapril
e no grupo tratado com Enalapril e Hidralazina em relacdo ao grupo SHR.

Visualmente ha também diferenca entre estes dois grupos e o grupo Wistar Kyoto,
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mas esta diferenca n&do foi comprovada estatisticamente. No VD, o grupo tratado
com a associacdo de Enalapril e Hidralazina possui um V% de inativagdo mais
negativo que todos os outros grupos, enquanto o grupo tratado com Enalapril
apresenta V%2 de inativacdo reduzido em relacdo ao grupo tratado com Hidralazina.

Poltreau em 1995, Mcintosh, em 1997 e Rials em 1998 ndo encontraram
diferenca entre os parametros de inativacdo (V¥ e K) de ventriculos de animais
hipertrofiados e de animais sem hipertrofia. Rials ainda demonstrou que apés a
regressdo da hipertrofia por tratamento feito com Captopril ndo houve modificacdo
dos parametros de inativacéo de .

Estas alteracdes na biofisica de ativacdo e inativacdo de Iy, sugerem que o
Enalapril sozinho possui efeito sobre l,, mas que a associacdo desta droga com
Hidralazina potencializa seus efeitos. Estas alterac6es déo suporte a hipétese de um
possivel mecanismo para a recuperacdo de densidade de |, em que uma ou mais
subunidades regulatérias de |, poderiam estar sendo superexpressadas, como por
exemplo, KChIP1, 2 e 3 e Frequenina, que podem se ligar a subunidades-a Kv,, e
aumentar a densidade de corrente do canal constituido destas subunidades. As
subunidades-B (Kvg;, Kvgz e Kvgs) também podem se associar a subunidades-a
Kvs3, podendo alterar a biofisica de ativacdo destas subunidades e por

consequéncia de |y, (Pongs,1999; An, 2000).

5.5-Reativacéao de i,

Novamente Poltreu, em 1995, demonstrou que a constante de reativacao (tr)
de l,, em cardiomidcitos isolados do VD de coelhos com hipertensdo arterial
pulmonar e com hipertrofia do VD, € menor do que 0 tgr em animais sem hipertenséo

arterial pulmonar.



95

Rials, em 1998, mostrou que coelhos hipertensos ndo possuem diferenca
entre a tr de lp no ventriculo esquerdo desses animais, apds tratamento com
Captopril ndo ocorreu alteracdo deste parametro.

Nossos resultados sugerem que ndo ha diferenga na reativacao de Ito entre o
grupo SHR e o grupo Wistar Kyoto no VE. Quanto ao VD, os animais SHR parecem
possuir uma reativagdo mais lenta do que animais WK, devido ao aumento na
constante de tempo de reativagao.

Ndo ha relatos na literatura quanto a este parametro no VD de ratos SHR,
mas é o contrario do que ocorre no VE de coelhos hipertensos, onde nota-se uma
reducdo na constante de tempo de reativacdo, sugerindo entdo uma reativacao de Iy,
mais rapida nesses animais.

No VE, nenhum dos tratamentos medicamentosos realizados nos animais
SHR modificou a reativacao de |, dado que esta de acordo com o demonstrado por
Rials, em 1998.

No VD o tratamento com Enalapril sozinho aparentemente aumenta a
constante de reativacdo, mas estatisticamente, somente a associa¢gédo de Enalapril e
Hidralazina é capaz de aumentar a constante de tempo de reativacdo de l, no VD,
em relacdo a todos 0s outros grupos experimentais, sugerindo entdo uma
lentificacdo ainda maior no tempo de reativacéo de I, no VD.

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que o tratamento de ratos
hipertensos com Enalapril, Hidralazina e a associacdo dos dois medicamentos
recuperam a densidade normal de |, no VE de ratos hipertensos. Esta maior
densidade de Iy, nos ratos tratados com Enalapril e/ou Hidralazina explica a reducéo
da duracédo do potencial de acdo no VE de ratos SHR tratados (Nascimento, 2001).
O prolongamento da duracdo do potencial de a¢do, como ocorre nos ratos SHR,

constitui substrato para o desenvolvimento de pds-potenciais e 0 desencadeamento
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de arritmias cardiacas. A reducdo da incidéncia de arritmias ventriculares
complexas, ja descrita em animais e humanos (Chavelier, 1995) tratados com
inibidores da ECA, pode entdo ter relacdo com nossos achados, de que o Enalapril

altera a densidade e os parametros biofisicos de I, em ambos os ventriculos.
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6-Conclusdes

e Os coracOes dos SHR apresentam-se hipertrofiados em relacdo ao coracdes
dos WK;

¢ Nenhum dos tratamentos foi capaz de reduzir a hipertrofia cardiaca nos SHR;

e Cardiomidcitos isolados do VE de SHRs apresentaram menor densidade de
Ito em comparacdo com animais normotensos (WK);

e O tratamento crénico dos animais hipertensos com Enalapril, Hidralazina ou a
associacdo das duas drogas aumentou a amplitude de Ito para niveis normais
no VE;

e O tratamento cronico com Enalapril ou com a associacdo de Enalapril e
Hidralazina altera a fisiologia de ativacao e inativacao de Ito no VE.

e Cardiomiécitos isolados do VD de SHRs ndo apresentaram diferenca na
amplitude de Ito em comparacdo com animais normotensos (WK);

e O tratamento cronico com Enalaprii ou a associacdo de Enalapril e
Hidralazina aumenta amplitude de Ito em cardiomiécitos isolados do VD de
SHRs;

e O tratamento cronico com Enalapril ou com a associacdo de Enalapril e
Hidralazina altera a fisiologia de ativagdo, inativacdo e reativacdo de Ito no

VD.
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7-Perspectivas de continuac¢éo do estudo no Doutorado

Temos como perspectivas futuras darmos continuidade a este estudo,
investigando os mecanismos pelos quais os medicamentos aumentam a densidade
de |, e modificam os parametros biofisicos desta corrente em ventriculos de ratos
hipertensos.

Para tal, temos como objetivos para o doutorado investigar, utilizando PCR e
imunohistoquimica, uma possivel reducdo na expressao das subunidades-a que
compde o canal funcional de I, assim como analisar a expressdo destas
subunidades apds o tratamento com os medicamentos utilizados neste trabalho.
Avaliaremos também a expressdo génica das subunidades regulatérias de |
(subunidades-R, KChIP e KChAP), que podem ser responsaveis pelas modificacdes
no padrdo da corrente que encontramos em nossa investigacdo. A condutancia
unitaria de I, também seré investigada.

Por fim, avaliar outras correntes ibnicas que possam estar envolvidas no ja

descrito aumento da duracdo do potencial de agéo de ventriculos hipertrofiados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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