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RESUMO

A Tioridazina é uma droga antipsicotica, do grupo das Fenotiazinas, freqlientemente associada
a importantes distarbios cronotrépicos do coracgdo, incluindo a morte subita cardiaca e
alteracdes adversas no eletrocardiograma. Contudo, no que se refere especificamente ao efeito
inotrépico cardiaco causado por Fenotiazinas em geral (incluindo as Tioridazinas), ha
resultados controversos, mostrando que ora este efeito é positivo ora é negativo. Assim,
visando ajudar a elucidar o efeito da Tioridazina sobre a forca de contracdo cardiaca, o
presente estudo tem por objetivo avaliar as alteracGes inotrdpicas cardiacas em diferentes
concentracdes deste farmaco. Isto foi feito utilizando uma montagem experimental de &trio
esquerdo isolado de ratos Wistar machos adultos, estimulado eletricamente em regime de
contracao isométrica. Esta montagem foi validada através da analise do mecanismo de Frank-
Starling, obtido a partir do levantamento da curva “Forca X Estiramento Atrial”. Nesta
montagem foram medidos e avaliados o valor do t;, de contracdo (tempo necessario para
atingir metade do pico de contracdo) e do t;, de relaxamento (tempo necessario para atingir
metade do pico de contracdo durante o relaxamento), e o pico da forca. O atrio isolado foi
continuamente perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit a 36,5 °C, pH de 7,4. O
experimento foi divido em quatro grupos experimentais, com trés atrios cada, um grupo
controle (sem adicdo do farmaco) e trés grupos Testes, com Tioridazina nas concentracées de
0,5, 1 e 2uM. As médias dos valores encontrados para t;, de contracdo se mantiveram estaveis
entre 0s grupos, nao apresentando variagdes significativas (variacdo de 21 a 24ms em funcéo
do tempo no grupo controle e 20 a 25ms nos grupos Testes). O mesmo aconteceu com o ty, de
relaxamento atrial (variacdo de 18 a 21ms em fun¢do do tempo no grupo controle e 16 a 23ms
nos grupos Testes). Os valores de pico de forca na condicdo controle alcangcaram um pequeno
acréscimo nos primeiros dez minutos, apresentando a partir desse ponto uma diminuicao
gradativa até 60% de perda ao final do experimento. Nos resultados nos grupos Testes, 0 pico
de forca aumentou progressivamente (de 39 a 122%) nos primeiros 60 minutos, decaindo de
30 a 84% até o término do experimento. O pico da forca ndo aumentou linearmente com a
concentracdo da droga, exibindo aumentos de 120% com a droga na concentracdo de 1uM
(maiores picos de forca) e 28 e 43% nas concentracGes de 0,5 e 2uM, respectivamente.
Conclui-se com esse estudo que a Tioridazina, neste modelo experimental e nas doses
estudadas, aumentam a inotropismo atrial sem, contudo, alterar significativamente a cinética
de contracdo e de relaxamento.

Palavras-chave: inotropismo cardiaco, relaxamento cardiaco, contracdo cardiaca,
Fenotiazinas



ABSTRACT

The Thioridazine is an antipsychotic drug from the group of Phenothiazines. This drug is
frequently associated to important disturbances on cardiac chronotropy, including sudden
cardiac death and adverse changes in the -electrocardiogram. However, considering
specifically the cardiac inotropy there are controversial results showing that Phenothiazines
might have positive or negative effects. Thus, in order to help elucidating the effect of
Thioridazine on cardiac contraction, this study aims to evaluate changes in cardiac inotropic
in different concentrations of this drug. This was done by using an experimental setup for
adult rat isolated left atrium preparation (Wistar rats). The atria were electrically stimulated
under conditions of isometric contraction. The atrium preparation was validated by analysis of
the Frank-Starling mechanism, obtained from the "Force x Stretch Curve”. It was measured
and evaluated the force peak (maximum contraction strength), the values of ty; of contraction
(time to reach half of the force peak during contration) and t;;, of relaxation (time to reach
half of force peak during relaxation). The isolated atrium was perfused continuously with
Krebs-Henseleit solution at 36.5 ° C, pH 7.4. The experiments were divided in four groups,
each with three rats: a Control group (no drug) and three Test groups, with Thioridazine in
concentrations of 0.5, 1 and 2uM. The mean values for t;;, of contraction were stable among
the groups, showing no significant variations which ranged from 21 to 24ms and from 20 to
25ms, respectively to Control e Test groups. Similarly, there were no significant variations on
the ty, of atrial relaxation which ranged from 18 to 21ms and from 16 to 23ms, respectively to
Control e Test groups The values of force peak in the control group increased in the first ten
minutes, and gradually decreased to 60% of its initial value until the end of the experiment.
As for the Test groups, the peak force increased progressively (39-122%) in the first 60
minutes, and gradually decreased to 30-84% of its initial value until the end of the
experiment. The force peak did not increase linearly with drug concentration, showing
increases of 120% with the drug at a concentration of 1uM, and 28 and 43% at concentrations
of 0.5 and 2uM, respectively. We conclude that, as for the atrial preparation, Thioridazine
increases cardiac inotropism with no significant alteration on contraction-relaxation Kinetics.

Keywords: cardiac inotropism; cardiac relaxation; cardiac contraction, Phenothiazines



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. llustragdo do intervalo Q-T no eletrocardiograma...........c.ccoceeeeveneennnn.
Figura 2. Porcentagem de pacientes com aumento do QTc maior ou igual a

Figura 3. llustracdo do potencial de a¢do (PA) no cardiomiocito............c..ccuene...
Figura 4. llustracdo da ativacdo dos canais de Ca®* durante 0 PA............cc..........
Figura 5. A: llustragdo do sarcomero com a disposicéo dos filamentos de actina
e miosina. B: llustracdo da variacdo da disposicao dos filamentos de actina e
miosina em diferentes graus de estiramento do SarcOMEro..........ccccvvvevvreeiereennen,
Figura 6. llustragdo esquematica da montagem experimental............c.cccceevereennnn.
Figura 7. Registros de forga de contragdo isométrica em diferentes estiramentos
0 [0 =11 SRRSO
Figura 8. llustracdo do ajuste da curva de forca atrial na contracdo em funcao
do tempo a uma equacgado de BoltZmann............cccccvvveieeiesiesccie e
Figura 9. llustracdo do ajuste da curva de forca no relaxamento em funcéo do
tempo a uma equacdo de BoRZmann...........cccocovveve i
Figura 10. Grafico do pico de forca de contracdo isométrica do atrio esquerdo
(média + erro) em relacéo ao estiramento muscular ao qual ele foi submetido....
Figura 11. Grafico que expressa o0 pico de forca de contracdo atrial em relacao
N 1 £=T0 0T Vo - SRS USSOR
Figura 12. Graficos de ty, de contracdo (expressa em ms) em funcdo do tempo
de experimento, nos diferentes grupos experimentais............cccccceveeeieseeveesneenne.
Figura 13. Graficos de ty, de relaxamento (expressa em ms) em funcéo do
tempo de experimento, nos diferentes grupos experimentais..............ccccceevevvenenn
Figura 14. Graficos de pico de forca de contragdo atrial (normalizada) nos
diferentes grupos eXPErimMENtaIS..........c.ccvvevviieiiieeie s srae e
Figura 15. Grafico dos picos de forca (normalizados) em funcdo do tempo nos
diversos grupos EXPErMENTAIS. .........ccueveiveeieeiestie e et sre s
Figura 16. Grafico da variacdo do pico de forca (normalizada) em relacéo a
concentracdo da Tioridazina (em pM) ap6s 50 minutos de sua diluicdo na

SOIUGED 0B PEITUSED. ... .o vttt ettt

13

15

19
21

24

29

31

34

35

37

38

40

41

42

44

45



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP Adenosina Trifosfato
ca?* fon Calcio
CEDEME Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e

Biologia
CICR Ca2+ induce Ca2+ released
cm Centimetros
cols Colaboradores
ECG Eletrocardiograma
FC Frequéncia Cardiaca
Hz Hertz
K* fon Potéassio
KH Krebs-Henseleit
mgF Miligrama Forca
min Minutos
mm Milimetros
mM Milimolar
ms Milissegundos
Na* fon Sodio
PA Potencial de Acéo
QTc Intervalo QT corrigido
SR Reticulo Sarcoplasmatico
UuMC Universidade de Mogi das Cruzes

UNIFESP Universidade Federal de Sdo Paulo

UM micromolar



SUMARIO

R 10 € 0T (1o T J RS

2. ODJELIVO...coiiiie et
ODbjJetivo GEral........c.oooiiiiieiece e e

Objetivos ESPECITICOS.........cocveiiiiiiiee e
3. ASPECTOS TEOKICOS.....ccveeiieiieetie ettt et
Potencial de Membrana..........c.ccccccoveiiiiiiic e,
Acoplamento EXcitagcdo-Contragao..........cccoevevveeveeveesvrsnensinnns

Relacédo Forca-Estiramento Muscular............cccccccvvveieeiiecnnenn,
4. Materiais € MEtodOS.........ccoveiieiiiiiie et

4.1 ANIMAIS. .ot sr et sr e
4.2. SOIUGAO FISIOIOQICA. .. cvveeeveeiieciiiecie e
4.3. Preparacdo BiolOgiCa.........ccccveveeiieiie e
4.4. Montagem Experimental............cccccoceveiiiiiiiccie e

4.5. Protocolo Experimental..........c.cccooevieiecie v

4.5.1. Protocolo para analise do efeito do estiramento atrial
sobre 0 inotropismo atrial............c.cccccovciiiiiie i,
4.5.2. Protocolo para Analise do Efeito da Frequéncia Sobre o
INOtropisSMO Atrial........cccooveiiiiiece e
4.5.3. Protocolo para Analise do Efeito da Tioridazina sobre
o Pico da Forca Atrial e a Cinética de Contracéao-

REIAXAMENTO. ...t
4.6. ANAIISE A0S DAOS. ... .. eeeeeeeeeeee et et e e e e e e e ee e e eeeeaennnn

D RESUITATOS. ...ttt e e e e e e e e ae e e e eeeeees

5.1. Caracterizacdo da forca atrial na auséncia de farmaco.....

12

17
17
17
18
18
20
22
26
26
27
27
27
28

28

30

30
32

36
36



5.1.1. Efeito do estiramento atrial............ccccooeiiiiiiciiiic
5.1.2. Efeito da freqiiéncia cardiaca no inotropismo atrial......................

5.2. Caracterizagao do efeito da Tioridazina sobre o
INOLropiSMO atrial........ccccceeiiiiiii e

5.2.1. Efeito da Tioridazina Sobre a Cinética de Contracéo

5.2.2. Efeito da Tioridazina Sobre a Cinética de
Relaxamento atrial..........ooooo oot

5.2.3. Efeito da Tioridazina Sobre o Pico da Forga Atrial.......
6. DISCUSSA0 € CONCIUSOES.......cccveecriieeiiiie e et sree e
6.1. Efeito do estiramento sobre a forca de contracéo atrial...
6.2. Efeito da Frequiéncia sobre a Forga de Contracéo Atrial

6.3. Efeito da Tioridazina sobre a Contracéo e o
Relaxamento ALrial..........ccoveiiiiiiii e

8.4, CONCIUSDES. .....evee ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeneesereeens

Referéncias Bibliograficas.............ccoceevvvveiieiiiie e,

36
36
36

39

39

39
46
46
46

47
o1

52



12

1. Introducéo

A Tioridazina é uma droga antipsicética pertencente ao grupo das Fenotiazinas. Ela foi
introduzida na prética clinica desde 1959 para tratamento de distlrbios neuropsiquiatricos,
principalmente para esquizofrenia. Porém, desde a década de 60, ha relatos de morte subita
cardiaca e alteragdes no eletrocardiograma em individuos que fizeram uso dessa droga (Kelly
et al, 1963). Neste sentido, mais recentemente, Ray e cols. (2001) evidenciaram em seu estudo
uma chance 2,39 vezes maior de morte subita em individuos em tratamento medicamentoso
com antipsicoticos como a Tioridazina.

No que se referem ao sistema cardiovascular, os efeitos da Tioridazina sobre o
eletrocardiograma (ECG) mais conhecido sdo o prolongamento do intervalo Q-T, Torsades de
Pointes e arritmias ventriculares (Mackin, 2007; Milnes et al, 2006; Glassman & Bigger,
2001). Além das anormalidades no ECG, o uso das Fenotiazinas pode precipitar hipotensao
ortostatica e, conseqiientemente, sincope de origem ndo cardiaca, sendo esses sintomas de
gravidade inferior as alteracdes eletrocardiograficas (Mackin, 2007).

O intervalo Q-T compreende o inicio da despolarizacdo ventricular, caracterizado pela
onda Q do complexo QRS (complexo eletrocardiografico relacionado a despolarizacdo
ventricular), até o final da repolarizacdo, caracterizado por sua vez pelo término da onda T
(figura 1). Desta forma, o prolongamento do intervalo Q-T pode ser conseqiiéncia de uma
diminuicdo na repolarizagio devido a um retardo da saida do K* ou a um prolongamento na
despolarizagdo, causado por um aumento na entrada de Na*, de Ca** ou de ambos (Brown et al,
2004). Porém pode ocorrer uma reducdo fisiologica do intervalo Q-T quando a freqliéncia
cardiaca (FC) aumenta. Para corrigir o efeito dessa alteracdo fisiologica da FC sobre o
intervalo QT utiliza-se o chamado “intervalo Q-T corrigido” (QTc¢). O QTc ¢ calculado a partir
de uma férmula desenvolvida por Bazett, onde QTc=QT/FC*? (Haddad & Anderson, 2002).

O aumento do intervalo Q-T pode precipitar um tipo de arritmia ventricular chamada
Torsades de Pointes. A Torsades de Pointes é uma taquicardia ventricular polimorfica, que
pode cessar espontaneamente, precipitando somente uma sincope, ou desencadear uma
fibrilagdo ventricular e como conseqiiéncia uma “parada cardiaca” e morte subita (Cirenza et
al, 2005). O risco da Torsades de Pointes aumenta com o prolongamento do intervalo Q-T,

porém essa relacdo ndo é linear (Haddad & Anderson, 2002).
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Figura 1. llustragdo do intervalo Q-T no eletrocardiograma. Comparacédo entre um intervalo Q-T normal com um
prolongamento do intervalo Q-T (modificado de Miguel Junior, 2010)
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Segundo Bazire (apud Carreiro; Martins; Carvalho, 2006) o risco de Torsades de
Pointes é maior na presenca de Tioridazina, devido a essa droga causar um maior
prolongamento do intervalo Q-T. O estudo de Haddad & Anderson (2002), justifica essa
afirmativa, onde os pacientes tratados com Tioridazina obtiveram um maior porcentagem de
aumento do intervalo Q-T e 10% desses pacientes tiveram um aumento maior ou igual a 75ms
no QTc, sendo que esse valor s6 foi atingido pela Ziprasidona (em 3% dos pacientes), a figura
2 ilustra esses resultados.

Em vista das expectativas clinicas atuais, ocorreu descontinuacao da producdo da droga
em todo mundo no dia 30 de Junho de 2005 (WHO, 2005). Atualmente a Tioridazina tem sido
utilizada como droga indutora de arritmia em pesquisas de farmacos antiarritmicos e, mais
recentemente, tem-se estudado seus efeitos antimicrobianos (Thanacoody, 2007),
principalmente sobre a Mycobacterium tuberculosis multirresistente a quimioterapia
convencional (Ordway et al, 2003; Sohaskey, 2008), porém ainda sem aplicacéo clinica. Desta
forma estudos sobre o comportamento da Tioridazina sobre o sistema cardiovascular ainda sao
necessarios.

Tendo em vista 0 exposto anteriormente, é possivel depreender que as alteracbes no
intervalo Q-T devido as Fenotiazinas sdo razoavelmente conhecidas e amplamente estudadas.
Porém outras alteracdes parecem estar presentes, podendo atuar na génese de arritmias
cardiacas. Alteracdes no intervalo PR, RR e do complexo QRS tambeém podem estar presentes
e precipitar bloqueio atrioventricular (Ferreira et al, 2008). Porém elas ndo podem ser
explicadas completamente pelas alteragces dos canais de K, sugerindo que essas drogas
possam atuar em outros canais idnicos, como, por exemplo, nos canais de Ca®*. Estes canais,
que tém papel fundamental na contracdo cardiaca, assim como na contracdo dos musculos
estriados e lisos, serdo abordados com mais detalhes nos aspectos tedricos desse trabalho.

Estudos publicados com o intuito de identificar alteracdes nos canais idnicos de Ca**
na presenca da Tioridazina indicam que estas alteracdes afetam, de forma adversa, o tracado do
ECG e a forca de contracdo do miocardio (Hollander & Cain, 1971; Brannan et al, 1980;
Landmark, 1972; Gould et al, 1984; Thorgeirsson & Rudolph, 1984). Contudo, no que se
refere especificamente ao efeito inotrépico cardiaco causado por fenotiazinas em geral
(incluindo as Tioridazinas), ha resultados controversos, mostrando que ora este efeito é
positivo (Hollander & Cain, 1971) ora é negativo (Gould et al. 1984).

Recentemente Qin e cols. (2009) encontraram em seu estudo um efeito agonista dos

receptores rianodinicos (receptores mediadores da liberacdo de Ca** pelo reticulo
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sarcoplasmaético) da Trifluoperazina (outro farmaco antipsicotico do grupo das Fenotiazinas),
sendo dessa forma capazes de aumentar a forca de contracdo tanto por uma maior liberagdo de
Ca?* como por um retardo na sua reabsorcao.

Assim, visando ajudar a elucidar o efeito da Tioridazina sobre a forga de contracéo
cardiaca, o presente estudo tem por objetivo avaliar as alteracfes inotropicas cardiacas em
diferentes concentracdes deste farmaco.
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2. Objetivo

GERAL

Avaliar o efeito da Tioridazina sobre o inotropismo cardiaco em atrio esquerdo isolado

de ratos.

ESPECIFICOS

1- Avaliar a aplicabilidade da montagem experimental para a mensuracdo das variaveis
de forca em atrio esquerdo isolado e eletricamente estimulado de rato in vitro;

2- Quantificar o efeito inotropico de Tioridazina sobre o pico da forca de contracéo;

3- Quantificar o efeito da Tioridazina sobre a cinética da contracdo e relaxamento do
atrio esquerdo;

4- Avaliar o efeito do tempo de acdo da Tioridazina sobre a forca de contracdo e da

cinética e contracéo e relaxamento do atrio esquerdo.
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3. Aspectos Teodricos

Diversos farmacos, incluindo as Fenotiazinas, afetam o potencial de membrana do
coracdo exercendo efeitos sobre as proteinas que viabilizam o transporte i6nico através da
membrana celular, como por exemplo, 0s canais e transportadores i6nicos. Estes efeitos

podem afetar de maneira importante tanto o inotropismo como o cronotropismo cardiaco.

Potencial de Membrana

A descricdo biofisica do potencial de membrana resultou em um prémio Nobel para
seus autores (Hodgkin & Huxley, 1952). De maneira geral, no repouso, o potencial de
membrana é negativo (aproximadamente -85mV) no interior da célula. No repouso ndo ha
propagacdo do potencial de membrana na célula. Nas células excitaveis, como 0s
cardiomiocitos, a despolarizacdo ventricular € mediada principalmente pela abertura dos
canais de sodio (Na*). O aumento do influxo de Na* para o interior da célula cardiaca ocorre
devido ao gradiente de concentracdo deste ion através da membrana (a concentracéo
extracelular de Na* é 140mM e a intracelular € 15mM). Por tratar-se de um processo de
realimentacdo positiva, ou seja, a entrada de Na* despolariza a membrana, que por sua vez
abre mais canais de Na® aumentando a entrada de Na’, o potencial de membrana se
despolariza rapidamente, chegando inclusive a torna-se positivo em relagdo ao meio
intracelular (fase 0 e 1 da figura 3). Isto caracteriza o disparo do chamado Potencial de Acéo
(PA). O PA disparado pela entrada de Na* numa parte da membrana é um fendmeno elétrico
que, diferente do potencial de repouso, se propaga através da membrana, dando inicio a
despolarizacdo do tecido excitavel como um todo.

Tendo em vista que os canais de Na* se inativam com o tempo, da-se o inicio a
repolarizacdo da membrana. No entanto, praticamente em seguida a abertura dos canais de
Na’, inicia-se a abertura dos canais de Ca**. Devido ao gradiente de concentracdo do fon Ca**
através da membrana — a concentragdo extracelular de Ca®* é maior (100mM) em relagéo a
intracelular (10*mM), a abertura destes canais causa a entrada desse fon para o interior da
célula, tendendo a manter a despolarizacdo da membrana, promovendo um platdé no potencial

de acéo (fase 2 da figura 3).
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Figura 3- llustragdo do potencial de acdo (PA) no cardiomidcito. O 0 indica a fase de despolarizacdo rapida; 1 a
repolarizacdo precoce; 2 o platd; 3 a repolarizacdo; e 4 o potencial de repouso (modificado de Berne & Levy,
2000)
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Novamente, tendo em vista que os canais de Ca** também se inativam com o tempo
sobressai-se sobre o potencial de membrana o efeito da saida de ions K* para fora do midcito,
devido ao gradiente de concentracdo deste ion através da membrana — concentracdo
extracelular (4mM) menor que a intracelular (140mM). Isto acelera a repolarizacdo da
membrana até o nivel do potencial de repouso, finalizando o fenémeno do PA (fase 3 e 4 da
figura 3). Vale lembrar novamente que PA é um fendmeno auto-regenerativo que uma vez
disparado numa parte da membrana se propaga por ela e para outras células, produzindo a
ativacdo elétrica do tecido excitavel como um todo.

Acoplamento Excitacdo-Contracéo

A ativacdo elétrica cardiaca dispara a atividade mecanica de bombeamento de sangue
pelo coracéo. Isto se d4 através do acoplamento-excitacio que é iniciado com a entrada de Ca®*
no interior do miocito durante o platd do PA.

Dois tipos de canais de Ca®* sdo especialmente importantes para a ativacdo elétrica e
para 0 acoplamento excitagdo-contracdo: os de abertura lenta (canais de Ca* tipo L) e os de
abertura rapida (canais Ca®* tipo T). Os canais do tipo T estdo localizados em maior n(imero
nas celulas do né sinusal, participando no processo de geracdo ritmica dos potencias de acéo
(Douglas & Mendes, 2002). Ja os canais tipo L sdo os mais abundantes na membrana
plasmética dos mibcitos cardiacos, sendo responsaveis por parte do fluxo de Ca** para dentro
da célula cardiaca que caracterizam o platé do PA (Douglas & Mendes, 2002; Bassani, 2006).
Alguns canais de Ca** estdo internamente acoplados aos receptores de rianodina dos reticulos
sarcoplasméticos (SR). Estes receptores rianodinicos sdo sensiveis ao Ca®* que entra por estes
canais de Ca** acoplados a eles, fazendo a liberacio de grande quantidade Ca®* armazenada no
SR para o citosol. Esta liberagdo de Ca** do SR induzida pela entrada de Ca®* é conhecida
como “Ca*" - induced Ca” release” (CICR) (Altamirano & Bers, 2007; Bassani, 2006). O
CICR é o maior responsavel pela elevacdo dos niveis intracelulares de Ca**, tendo assim um
papel fundamental na contracdo do musculo cardiaco (Bers, 2002). Desta forma, o CICR
consiste, essencialmente, no mecanismo fisiolégico que medeia o acoplamento excitacdo-
contracao.

O Ca*" tem um papel importante na contracdo muscular, pois é ele que medeia o
deslizamento das proteinas (actina e miosina) que promovem o encurtamento do sarcémero,

que é a unidade contratil do cardiomiécito. Uma vez no sarcomero, o Ca®* se combina com a
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Sanolemma

T-tubule

Figura 4. A ativacdo do PA ativa os canais de Ca*" voltagem dependentes (canais do tipo L), que resulta na
entrada do Ca?* e ativagdo da liberacdo de mais Ca’* pelo SR, via receptores rianodinicos, ativando assim a
contracdo. Onde: NCX, Trocador Na*/Ca?*; PLB, Fosfolamban; RyR, Receptores rianodinicos (Bers, 2002).
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troponina C, levando as alteragfes conformacionais do complexo troponina. Estas alteracfes
conformacionais levam a movimentacdo da molécula de tropomiosina, deixando assim 0s
locais ativos da actina livre para que as cabegas de miosina se fixem. Isto faz com que ocorra
um deslizamento entre actina e miosina, promovendo a contragdo do sarcomero (Fukuda et al,
2009; Bydlowski & Bydlowski, 2002; Murphy et al, 2000).

Para que o relaxamento ocorra é necessaria, portanto, uma diminui¢do da concentracao
do Ca®" intracelular que iniciou o processo de contracdo. Isto requer o transporte do Ca* para
fora do citosol que acontece principalmente pela recaptacéo de Ca** pelo SR e extrusdo de Ca**
pelo trocador Na*/Ca?* trabalhando em modo direto (Bers, 2002).

O principal mecanismo para diminuicdo da concentracdo de Ca®* no citosol se da
através da recaptacdo de Ca®* pelo SR. O SR capta o Ca*" através de uma bomba de Ca®*
energizada pelo ATP (SERCAZ2a), estimulada pela proteina fosfolamban (proteina moduladora
presente na membrana do SR), concentrando uma quantidade significativa de Ca** no interior
dos tubulos sarcoplasmaticos (Keurs & Boyden, 2007). Além disso, existe dentro do SR uma
protefina chamada calsequestrina capaz de fixar ainda mais Ca?*, aumentando assim o
armazenamento de Ca®* no interior do SR (Murphy et al, 2009)

O trocador Na*/Ca®* também participa das alteracdes das concentracdes de Ca*" e,
conseqlientemente, do inotropismo cardiaco. A estequiometria do trocador € de 3:1, ou seja, ele
transporta trés fons Na* para cada fon Ca®*, caracterizando uma troca eletrogénica. Este
trocador trabalha em dois modos, conhecidos como: direto ou reverso. No modo direto ele
transporta Na* para dentro da célula e Ca** para fora, ajudando na remocéo do Ca" intracelular.
No modo reverso ele transporta Na** para fora da célula e Ca* para dentro, ajudando a prover
Ca’ no processo de contragdo O sentido da troca depende do potencial de membrana, que por
sua vez é influenciada pelo préprio efeito eletrogénico da troca (Blaustein & Lederer, 1999).

Em suma, o controle adequado da concentracdo intracelular do ion calcio € fundamental
para 0s processos de contracao e relaxamento cardiaco disparados durante o PA por meio do
acoplamento excitacdo-contracdo, mediado pelo mecanismo fisiolégico de CICR. Todo o

processo explicado acima pode ser visualizado na figura 4.
Relacao forca-estiramento muscular
O conhecimento da relagéo forga-estiramento data desde a publicacdo dos trabalhos de

Frank (1895) com coracdo de sapos isolados e de Starling (1897) com prepara¢do coragéo-

pulmdo de cées. A partir desses trabalhos verificou-se uma relagéo linear de forga-estiramento,
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Ou seja, quanto maior o estiramento muscular cardiaco, maior € a forca de contragdo. Desta
forma, quanto maior o enchimento sistolico do coragdo, maior sera o inotropismo cardiaco.
Essa relacdo apresenta um estiramento maximo, a partir do qual a forca de contracdo comeca a
diminuir e a fibra muscular comeca a sofrer lesdes.

O conhecimento das bases fisioldgicas desse mecanismo s6 foi possivel através da
microscopia eletronica, verificada por Gordon, Huxley e Julian (1966). Foi este estudo que
esclareceu a intima relacdo entre a capacidade contrétil e a disposicdo espacial da actina e
miosina no sarcomero

O sarcomero é definido como a unidade contréatil da miofibrila, presente no masculo
estriado e cardiaco. Dentro do sarcémero localizam-se grandes moléculas polimerizadas de
proteina, responsaveis pela contracdo muscular, chamadas de filamentos de actina e miosina.
A figura 5A ilustra a disposicao desses filamentos no sarcémero.

Um filamento de miosina € formado por 200 ou mais moléculas de miosina. Estas
moléculas sdo formadas por uma porc¢do chamada de corpo e varias proeminéncias, chamados
de bracos, que por sua vez terminam em estruturas denominadas cabecas. O conjunto de
bracos e cabecas é chamado de pontes cruzadas. Essas pontes apresentam dois pontos flexiveis
(dobradicas), entre o braco e o corpo do filamento e outro entre a cabeca e o braco.

Os filamentos de actina apresentam sitios ativos que interagem com as pontes cruzadas
da miosina. Esses sitios ativos sdo inibidos por duas proteinas chamadas troponina e
tropomiosina. Na presenca do Ca?*, essas proteinas sofrem alteracdes conformacionais,
deixando os sitios ativos livres para se ligarem a cabeca das pontes cruzadas da miosina. Desta
forma, a cabeca se fixa a um sitio ativo, que provoca alteracfes nas forcas intramoleculares
fazendo com que a cabeca se desloque em direcdo ao braco, tracionando dessa forma o
filamento de actina. Logo ap0s esse movimento, a cabeca se solta automaticamente do sitio
ativo, voltando a sua posi¢do normal e dessa forma se fixando a um novo sitio ativo situado
mais adiante.

A interacdo entre as pontes cruzadas dos filamentos de miosina e os sitios ativos dos
filamentos de actina causa um encurtamento do sarcdmero e, conseqlientemente, um
encurtamento da miofibrila. O encurtamento de um grupo de miofibrilas ird causar a contragdo
muscular.

Deste modo, o grau de comprimento do sarcobmero e o grau de sobreposicdo 0s
filamentos de actina e miosina podem favorecer ou prejudicar a forga gerada pela contragdo

muscular. Na figura 5B, retirada do trabalho de Gordon, Huxley e Julian (1966), € ilustrada a
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Figura 5. A: llustracdo do sarcémero com a disposi¢do dos filamentos de actina e miosina. B: llustracdo da
variagdo da disposicdo dos filamentos de actina e miosina em diferentes graus de estiramento do sarcmero. As
setas indicam o sentido do estiramento do sarcomero (modificado de Gordon; Huxley; Julian, 1966)
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relagdo entre o comprimento do sarcomero e a tenséo exercida. Nota-se no estiramento 1 que o
sarcomero sofreu um estiramento excessivo, fazendo com que os filamento de actina néo
apresentasse sobreposicdo com os filamentos de miosina. Neste ponto havera uma auséncia na
capacidade de gerar contracdo muscular.

A medida que o sarcOmero se encurta, o filamento de actina comeca a se interpor ao de
miosina, a tensdo aumenta progressivamente até o estiramento 2 e 3, onde o filamento de
actina estad interposto a todas as pontes cruzadas de miosina, alcancando dessa forma a
capacidade de gerar a maior forca de contracdo. A partir desse ponto, 0 encurtamento comeca
a causar uma sobreposicao dos filamentos de actina entre si, conforme observado estiramento
4,5 e 6, causando novamente uma diminuicdo gradativa na capacidade de gerar tensao.

A seguir, apresentamos a Metodologia utilizada para avaliar o efeito da Tioridazina

sobre o inotropismo cardiaco em atrio esquerdo isolado de ratos.
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4. Materiais e Métodos

A obtengéo dos dados foi dividida em duas partes. Primeiramente foram obtidos dados
para a analise de variagOes de forca em atrio esquerdo isolado de ratos, sem adi¢do de qualquer
farmaco na preparacdo bioldgica. Isto foi feito para validar a aplicabilidade da montagem
experimental notadamente no que se refere a medicdes de forga. Posteriormente foram obtidos
dados para a analise de alteracfes na cinética de contracdo e de relaxamento, bem como do
pico de forca de contracéo do atrio isolado.

Desta forma, a abordagem metodoldgica geral deste trabalho consistiu:

- No desenvolvimento de uma montagem experimental para a deteccdo da forca
de contracdo de atrio esquerdo isolado de rato, estimulado eletricamente in
vitro;

- Na aplicacdo dessa montagem experimental em atrios esquerdos banhados
com solugdo de Krebs-Henseleit (KH) para obtengdo de parametros
inotropicos na auséncia de farmacos (condicao controle)

- Na comparacdo dos dados obtidos na condi¢cdo controle com os obtidos de

atrios tratados com Tioridazina.

4.1. Animais

Foram utilizados atrios esquerdos de coracgdes isolados de ratos Wistar machos, com
idade de 4 a 6 meses, provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
para Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de S&do Paulo (UNIFESP). Os
animais foram mantidos em uma sala do biotério da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC),
com temperatura ambiente estavel (22 + 2°C), dentro de gaiolas de polipropileno (50 cm x 40
cm) padronizada, coberta com maravalha esterilizada, alimentados com racdo comercial
peletizadas em regime ad libitum e agua acidificada com HCI 1mol/L (pH entre 2-3). Os ratos
foram divididos em grupos de cinco animais por caixa. Para manter as condi¢des de
estabilidade necessaria para a espécie, foi realizada a limpeza das gaiolas trés vezes por

semana pelo mesmo bioterista.
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4.2. Solucdo Fisioldgica

Durante o experimento o atrio direito foi perfundido com solugcdo de KH. Esta solucdo
era composta pelos seguintes reagentes (mM) diluidas em agua destilada deionizada: NaCl
126,4; KCI 4,6; KH,PO,4 1,2; MgSO, 1,2; NaHCO3 13,6; CaCl;, 1,5; glicose 11,11; pH 7,4 a
36,5° C, saturada com carbogénio (95% O, + 5% CO,). O pH da solucéo era aferido durante
toda a preparacdo da solucdo de KH, com medidor (Q.400? Quimis, Sdo Paulo, SP-Brasil).

Apos preparada, a solucdo foi mantida em geladeira.

4.3. Preparacao Biologica

A eutanasia dos animais foi realizada por concussdo cerebral. Os animais foram
degolados e em seguida foi aberta a caixa toracica para a retirada do coragdo. Este
procedimento estd de acordo com o “Canadian Council on Animal Care” 1993 e foi aprovado
pelo Comité de Etica para Pesquisa com Animais Experimentais da UMC (protocolo nGimero
016/2009). Apos a retirada, o coracao foi submerso em um béquer com solucdo de KH, para a
limpeza das camaras cardiacas. Em seguida, o sangue todo expelido das camaras, o coracao foi
colocado sobre uma placa de Petri com solucdo de KH, para a realizacdo do isolamento do
atrio esquerdo. A partir deste isolamento, foi feita a insercdo de um eletrodo de platina na
extremidade inferior esquerda e a insercdo de uma agulha de acupuntura na extremidade
superior direita deste atrio isolado. A finalidade dos eletrodos de platina e de agulha é
viabilizar a eletroestimulacdo e o estiramento do tecido atrial em regime isométrico (detalhes
no item 4.4 a sequir). Imediatamente apds a insercdo da agulha, o atrio foi colocado em outro
béquer previamente preenchido com solucdo de KH, com temperatura de 36,5°C, saturada com

carbogénio.

4.4. Montagem Experimental

A montagem experimental utilizada neste trabalho (Figura 6) foi composta por: um
béquer de vidro preenchido com solucdo de KH, mantida em temperatura de 36,5°C por um
sistema de circulacdo e aquecimento de agua controlavel (Gaymar Industries, Inc; TP-500) e
aparatos para eletroestimulacdo e estiramento atrial. A estimulacéo elétrica do atrio foi feita

por um estimulador elétrico de tensdo (Grass S48 — Stimulador; Grass Inst. Div., Astro-Med
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Inc, W. Warwick, RI, USA) conectado a dois eletrodos de platina, sendo um deles o ja
inserido no &trio e o outro simplesmente imerso na solucdo de perfusdo. Estes eletrodos foram
soldados a um cabo que se conectava a uma unidade de estimulagédo isolada (Grass, SIU5 —
Stimulus Isolation Unit; Grass Inst. Div., Astro-Med Inc., W. Warwick, RI, USA), sendo que o
eletrodo ligado ao atrio fixou-o também no fundo do béquer.

Para estiramento isométrico do é&trio, este foi conectado a um transdutor de forca
(World Precision Instruments, FORT 10 01A) fixado na base de um microscépio, cujo
micromanipulador, normalmente utilizado para ajuste de foco, foi utilizado nesta montagem
para controlar o estiramento atrial. A conexdo do &trio ao transdutor de forca foi feita
inserindo no tecido atrial uma agulha de acupuntura (DBC, lamina 7,5cm, didmetro 0,30cm,
com cabo espiral inox, esterilizada com mandril de pléastico, Dong Bang), presa a um fio de
algod&o de 5,5cm ligado ao transdutor de forca. Por conveniéncia de conexao, o cabo espiral
tipico deste eletrodo foi removido e a agulha foi deformada de modo a apresentar um formato
de “gancho”.

O transdutor de forca foi conectado a um amplificador diferencial (Word Precision
Instruments, Inc; ISO-DAMS). Os sinais eram visualizados através de um osciloscopio digital
(Tektronix, TDS-210) e armazenados via programa de aquisicéo de sinal (AqDados® 7.02) em
um microcomputador (LG® processador Intel, Pentium Core Dual 1.6 Ghz e 100GB Ram com
sistema operacional Windows® XP). Os registros foram analisados a posteriori no programa
AgDAnalysis® 7 (Lynx Tecn. Electr. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.5. Protocolo experimental

4.5.1. Protocolo para analise do efeito do estiramento atrial sobre o inotropismo atrial

Apos o posicionamento do atrio na cuba de perfusao, este foi estimulado por um trem
de pulsos com frequéncia de 2Hz, duracdo de pulso de 5ms e amplitude igual a duas vezes o
limiar atrial (tipicamente 10V) com a finalidade de disparar ritmicamente a contracao atrial.
Um periodo de 5min foi esperado para estabilizacdo da preparacéo

Inicialmente foi analisada a relacdo da forca de contracdo isométrica atrial em funcéo
do estiramento muscular, visando avaliar o funcionamento da montagem como um todo.

Assim, cinco atrios esquerdos foram submetidos a estiramentos isométricos sucessivamente
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Figura 6. llustracdo esquematica da montagem experimental. O &trio é mantido em uma cuba (desenho
pontilhado) com solucdo de KH. Este é fixado por um dos eletrodos de eletroestimulacdo e conectado ao
transdutor de for¢a via uma agulha em forma de “gancho” e linha de algodado. O transdutor de forga ¢ conectado a
um amplificador de sinal bioldgico para viabilizar a visualizagdo da forga atrial no osciloscépio. O sinal também
¢ armazenado em sistema de aquisicdo de dados. O estiramento isométrico do atrio é feito através do

micromanipulador.
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incrementais. A cada minuto foi realizado um estiramento de 0,5mm. Apds alguns segundos
em cada estiramento se media o pico da forca de contragdo. Os estiramentos eram
incrementados até que, ao invés de aumento no pico da forca, se observasse diminui¢do do
mesmo. Nos experimentos para teste de farmaco adotamos um estiramento inicial de 80% do
valor de estiramento que levava a forga a atingir seu pico maximo obtido experimentalmente.
Este estiramento foi utilizado como referéncia para normalizar o pico da forca de atrios
submetidos ao tratamento farmacolégico.

A figura 7 ilustra registros de forca de um dos atrios a partir do qual foi feito o
levantamento da relacdo estiramento-forca. Nota-se, neste exemplo, que no estiramento de
2,5mm foi atingido o maior pico de forca de contragdo (270 mgf). Acima desse valor inicia-se
um decréscimo na forca de contracdo. Considerando o que foi adotado nos experimentos, 0
estiramento seria reduzido a 80% de seu valor maximo (neste exemplo 2,5mm), ou seja, 0

estiramento seria reduzido para 2,0mm.

4.5.2. Protocolo para Analise do Efeito da Frequéncia Sobre o Inotropismo Atrial

Inicialmente, 0 mesmo protocolo descrito no item anterior foi aplicado de modo a
deixarmos o tecido atrial contraindo-se com pico de forca a 80% de seu valor madximo. Em
seguida, manteve-se a freqiiéncia de 2Hz por 20 minutos para a estabilizacdo da amostra. Apos
esta estabilizacdo, a frequéncia foi aumentada em 0,5Hz a cada dois minutos, até um valor
méaximo de 5Hz. O pico da forca era anotado pouco antes do final dos dois minutos de espera
em cada freqiiéncia testada, para posterior levantamento da relacdo do pico da forca com a

frequéncia.

4.5.3. Protocolo para Analise do Efeito da Tioridazina sobre o Pico da Forca Atrial e a

Cinética de Contracdo-Relaxamento

De acordo com os resultados preliminares obtidos com o protocolo descrito no item
anterior, optou-se pela freqtiéncia de estimulacdo de 2Hz para se fazer os experimentos com
testes farmacoldgicos.

Para essa etapa do experimento dividiu-se 0s animais em quatro grupos, com trés ratos
em cada grupo. No Grupo que denominamos de “Controle” ndo foi adicionado nenhum tipo de

droga, sendo nesse caso a amostra mantida em KH normal durante 120 minutos. Outros
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Figura 7: Registros de for¢a de contracdo isométrica em diferentes estiramentos do atrio. Acima identificamos o
valor do comprimento do estiramento (em mm). A forga de contragdo (em mgF) € identificada abaixo da imagem
grafica. Nota-se um aumento progressivo da forca de contragdo até um determinado estiramento (nesse caso de
2,5mm), a partir desse estiramento (considerado o estiramento m&ximo) a for¢a de contracdo comega a diminuir,

excedendo assim os limites do mecanismo de Frank-Starling.
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animais foram divididos em trés grupos: No Grupo | foi adicionada uma concentracdo de
0,5uM de Tioridazina na solucdo de KH que perfudiu os atrios; no Grupo Il foi adicionado
1uM; e no Grupo Il 2uM. A droga nos grupos tratados foi diluida na solu¢do de KH ap6s 20
minutos de estabilizacdo da amostra. Apds esse periodo a amostra se manteve em condi¢des
neutras por mais 100 minutos (totalizando 120 minutos de experimento).

Os experimentos com adicdo da Tioridazina foram realizados com baixa intensidade
luminosa, devido a fotossensibilidade da droga.

Os dados foram armazenados em um sistema de aquisicéo de dados e analisados a cada
20 minutos de experimento. Os valores de pico da forca foram normalizados em relacdo ao
obtido no vigésimo minuto de experimento (tempo de estabilizagao).

4.6. Analise dos Dados

Os resultados foram analisados realizando-se a media e o erro padrdo dos dados
obtidos. A comparacdo entre as médias dos dados foi feita por meio de analise de variancia
utilizando o software Graphpad Prism® 5.0, considerando-se diferenca estatisticamente
significativa para p<0,05. Utilizamos o teste de comparacfes multiplas de Tukey-Kramer. Os
gréficos foram montados com o uso do software Microcal™ Origin® 6,0 (Origin).

Para fazer as analises da cinética de contracdo e relaxamento e da amplitude da forca
(pico de forca), ajustou-se os sinais registrados (digitalizados) de forca de contracdo e
relaxamento a uma equagdo de Boltzmann, utilizando o software “Origin”.

Para comparar as cinéticas de contracdo e relaxamento atrial entre os grupos, optou-se
por analisar o “ty,” de contragdo e relaxamento (respectivamente). O ty, de contracdo € o
tempo (expresso em ms) que a curva sigmoide de contracdo expressa metade da forca maxima
de contracdo. Ja o t1/, de relaxamento é o tempo que a curva sigmdide de relaxamento expressa
metade do decréscimo da forca a partir de seu valor maximo.

A ilustracdo das sigmoides de contracdo e relaxamento podem ser observadas nas
figuras 8 e 9, respectivamente, assim como 0 tj, de contracdo e relaxamento, que estdo
ilustrados nas mesmas figuras, através da linha pontilhada.

A expressdo matematica geral da sigmdide utilizada é:

F=A;+ [(Az- A)/(1 + 10 (09X0-20py]
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Onde:

F é a forca;

A; é a forca basal;

A é o pico de forga;

p é a constante de inclinagcdo, a qual define se a forca estd aumentando
(contracéo) ou diminuindo (relaxando);

X0 € 0 typ;

X é 0 tempo.

Desta forma o valor do t;;, para a amplitude maxima de contracdo (linha tracejada da
figura 8) foi comparado entre os grupos visando analisar alteragdes na cinética de contragéo.
Ja o valor do ty; para o término do relaxamento (linha tracejada da figura 9) foi comparado

entre 0s grupos para analisar alteragdes na cinética de relaxamento atrial.
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Figura 8. llustracdo do ajuste da curva de for¢a atrial na contracdo em fungdo do tempo & uma equacdo de
Boltzmann. A linha tracejada evidencia o ty, da contragao.
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Figura 9. llustracdo do ajuste da curva de forca no relaxamento em funcdo do tempo a uma equacgdo de
Boltzmann. A linha tracejada evidencia o ty, do relaxamento.
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5. Resultados

Apresentamos a seguir os resultados da caracterizagcdo da forcga atrial na auséncia do
farmaco. S8o apresentados os efeitos do estiramento e da freqiéncia cardiaca sobre a forca do
atrio esquerdo. Apresenta-se ainda a caracterizacdo do efeito da Tioridazina sobre a forca de
contragcdo atrial. Para tal sdo apresentados os efeitos da Tioridazina sobre a cinética de
contracao e relaxamento muscular, além de seu efeito sobre o pico da forca atrial.

5.1. Caracterizacgdo da forcga atrial na auséncia de farmaco

5.1.1. Efeito do Estiramento Atrial

A figura 10 ilustra o grafico do pico da forca de contracdo atrial em funcdo do
estiramento muscular. Nota-se que ha uma relacdo quase linear, e positiva, entre a forca e o
estiramento, ou seja, a forca aumenta proporcionalmente ao aumento do estiramento (fase
ascendente da curva). Esse aumento da forca chega a um maximo, a partir do qual o
estiramento causa uma diminuicdo na forca de contracdo (fase descendente da curva),

expressando uma relacdo negativa entre a forca e o estiramento muscular.

5.1.2. Efeito da frequéncia cardiaca no inotropismo atrial

A figura 11 ilustra o pico da forca de contracdo em funcéo da freqliéncia. Nota-se que
a maior forca ocorreu na freqiiéncia de 2Hz (menor frequéncia avaliada), enquanto que a
menor forca ocorreu na freqiiéncia de 5Hz (maior freqiiéncia avaliada). A curva apresentou
um padrdo descendente e linear, com diminui¢do da forca de contracdo conforme o aumento
da freqliéncia cardiaca.

A partir desses resultados, optou-se em manter a freqliéncia cardiaca em 2Hz para a
realizacdo dos experimentos que caracterizaram os efeitos da Tioridazina sobre a forca atrial,

que serdo ilustrados a seguir.
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Figura 10: Gréfico do pico da forca de contragdo isométrica do atrio esquerdo (média + erro) em relagdo ao
estiramento muscular ao qual ele foi submetido.
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Figura 11: Gréafico que expressa 0 pico da forca de contracdo atrial em relacdo a freqliéncia. Nota-se uma
resposta inotrdpica negativa frente a uma estimulagdo cronotrépica positiva.
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5.2. Caracterizacéo do efeito da Tioridazina sobre o inotropismo atrial

5.2.1. Efeito da Tioridazina Sobre a Cinética de Contracdo Atrial

A figura 12A apresenta o tj, de contracdo do &trio esquerdo durante diferentes
momentos do experimento do grupo Controle. Nota-se um padrdo constante, sem alteracdes
significativas, em funcdo do tempo, o qual variou de 21 a 24ms.

Nas figuras 12B, 12C e 12D sdo apresentados os ty/, de contragdo do atrio esquerdo dos
grupos grupo | (com 0,5uM de Tioridazina), grupo Il (com 1uM de Tioridazina) e grupo il
(com 2uM de Tioridazina), respectivamente. Nota-se que, similarmente ao que ocorreu no
grupo controle, também ha um padrdo constante, sem alteracdes significativas, em funcédo do
tempo. Os valores variaram de 20 a 25ms, valores estes razoavelmente equiparaveis aos

obtidos na condicao controle.

5.2.2. Efeito da Tioridazina Sobre a Cinética de Relaxamento atrial

A figura 13A apresenta o ti, de relaxamento do atrio esquerdo durante diferentes
momentos do experimento do grupo Controle. Nota-se um padrdo constante, sem alteracGes
significativas, em funcdo do tempo, o qual variou de 18 a 21ms.

Nas figuras 13B, 13C e 13D sao apresentados os ty, de relaxamento do atrio esquerdo
do grupo I (com 0,5uM de Tioridazina), grupo Il (com 1uM de Tioridazina) e grupo Il (com
2UM de Tioridazina), respectivamente. Nota-se que, similarmente ao que ocorreu no grupo
controle, também ha um padréo constante, sem alteracdes significativas, em funcdo do tempo.
Os valores variaram de 18 a 23ms, valores estes razoavelmente equiparaveis aos obtidos na

condicdo controle.

5.2.3. Efeito da Tioridazina Sobre o Pico da Forca Atrial

Na figura 14A ilustra-se o pico da forca de contracdo atrial em funcdo do tempo de
experimento no Grupo Controle. O pico da forca foi normalizado em relacdo aquele obtido no
tempo de 20 minutos (final do tempo de estabilizagdo). Nota-se um incremento no pico da

forca nos primeiros 10 minutos de experimento. Apos esse periodo, o pico da forga inicia um
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Figura 12: Gréficos de ty, de contragdo (expressa em ms) em fun¢éo do tempo de experimento, nos diferentes
grupos experimentais. A: t;, de contracdo atrial no grupo controle, em solucdo de KH sem adi¢do de qualquer
tipo de farmaco. B: ty, de contracdo atrial na diluicdo de 0,5uM de Tioridazina. C: ty, de contracdo atrial na
diluicdo de 1uM de Tioridazina. D: ty, de contragdo atrial na diluicdo de 2uM de Tioridazina.
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Figura 13: Gréficos de ty,; de relaxamento (expressa em ms) em funcéo do tempo de experimento, nos diferentes
grupos experimentais. A: ty, de relaxamento atrial no grupo controle, em solucdo de KH sem adi¢do de qualquer
tipo de farmaco. B: ty, de relaxamento atrial na diluicdo de 0,5uM de Tioridazina. C: ty, de relaxamento atrial na
diluicdo de 1uM de Tioridazina. D: ty, de relaxamento atrial na diluicdo de 2uM de Tioridazina.
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Figura 14: Gréficos de pico de forca de contragdo atrial (normalizada) nos grupos controle, I, 1l e Ill. A: Pico de
forca de contracdo atrial no grupo controle, em solucdo de KH sem adicdo de qualquer tipo de farmaco. B: Pico
de forca de contracdo atrial no grupo I, com diluicdo de 0,5uM de Tioridazina. C: Pico de forca de contragdo
atrial no grupo 1, com diluicdo de 1uM de Tioridazina. D: Pico de forca de contracdo atrial no grupo 111, com
diluicdo de 2uM de Tioridazina.
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decréscimo progressivo, exibindo ao final desse periodo uma diminuicdo de aproximadamente
60% do seu valor inicial (pos estabilizacao).

As figuras 14B, 14C e 14D ilustram os picos da forca nos Grupos I, 11 e 11l em fungédo do
tempo de experimento. O pico da forca atrial aumentou progressivamente (de 39 a 122%) em
todos estes grupos, até o tempo de 60 minutos do inicio dos experimentos. Apds este tempo,
0s picos da forca nestes decaem progressivamente (de 30 a 84%) até o tempo de 120 minutos
do inicio dos experimentos, mantendo-se contudo em valores superiores ao do Grupo
Controle (figura 14A). Além disso, apesar do Grupo Il referir-se a uma concentracdo de 1M,
ou seja, intermediaria as do Grupo 1 (0,5uM) e Grupo Il (2uM), este exibiu 0 maior pico na
forca de contracdo (forca normalizada igual a 2,22 ap6s 60min da diluicdo da droga) quando
comparados ao Grupo | (1,39 ap6s 40min) e ao Grupo 11 (1,43 apos 50min).

Para melhor ilustrar o efeito da Tioridazina sobre o pico da forga atrial, apresenta-se na
figura 15 uma compilagdo dos dados apresentados anteriormente. A linha tracejada indica o
momento no qual os grupos tratados com Tioridazina apresentaram os maiores picos de forca.
Este periodo compreendeu o intervalo de 60 a 80 minutos do inicio dos experimentos. Como a
droga foi aplicada ap6s 20 minutos de estabilizacdo, trata-se do efeito de 40 a 60 minutos da
droga. Portanto, para comparar a diferenca da forca nos grupos experimentais, optamos por
avaliar a acdo da droga apos 50 minutos de sua aplicacdo (70 minutos de experimento).

A figura 16 ilustra o pico da forca aos 70 minutos de experimentos, normalizada em
relacdo ao tempo de 20 minutos (final da estabilizacdo), em funcdo das concentracdes de
Tioridazina. Apos a perfusdo do atrio com KH acrescido de 1uM de Tioridazina (Grupo 1), o
pico de for¢a aumentou aproximadamente 120%, enquanto que no Grupo | este aumento foi
de 28% e no Grupo Il de 43%. Este aumento no pico é estatisticamente significativo
(p<0,05). Deste modo, a concentracdo de 1uM € a que causa o maior efeito sobre o pico da

forca de contracdo, num dado periodo de tempo de acdo da droga naquela concentracao.
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Figura 15: Gréfico dos picos de for¢a (normalizados) em fungdo do tempo nos diversos grupos experimentais. A
linha tracejada indica o intervalo onde os picos de forga alcancaram os maiores valores nos diversos grupos
experimentais (Grupo I, 11 e 111).
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uM) apds 50 minutos de sua diluicdo na solugdo de perfusdo.
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6. Discussao e Conclusoes

6.1. Efeito do estiramento sobre a forca de contracdo atrial

Neste estudo evidenciou-se um aumento aproximadamente linear da forga de contragdo do miocardio ao aumento do estiramento desse
masculo. Essa relagdo atinge um limite maximo a partir do qual o estiramento causa decréscimo na forga de contragdo. Este
comportamento da forga em relagdo ao estiramento esta de acordo com os trabalhos conhecidos, desde o final do século XIX e inicio do
século XX, de Frank (1895), Starling (1897), Knowlton & Starling (1912) e Patterson; Piper; Starling (1914). Desta forma, esses
resultados indicam que a montagem experimental feita nesse estudo reproduz o esperado para 0 comportamento da forca do muasculo

cardiaco de rato, sendo desta forma aplicavel para estudos do inotropismo cardiaco in vitro.

6.2. Efeito da Frequéncia sobre a Forga de Contracao Atrial

Neste estudo notamos um decaimento na forca de contracdo com 0 aumento da
frequéncia cardiaca. Diferente do presente estudo, Endoh (2008) analisou o coracao de sapos
in vitro em solucdo de KH, encontrando uma relacdo de forca/freqiiéncia positiva, ou seja,
aumento da forca em consequéncia do aumento da freqliéncia cardiaca. A explicacdo dada
para esse aumento da forca foi um maior armazenamento de Ca®* pelo SR. Dois mecanismos
seriam responsdveis por esse maior armazenamento: um aumento no numero de
repolarizaces por minuto causariam um maior tempo de abertura do canais de Ca®" tipo L,
aumento da concentracdo de Ca’* para o interior da célula e posteriormente uma maior
absorcdo desse Ca®* para o SR, causando assim um maior armazenamento; ou 0 aumento no
nimero de despolarizagBes causaria um acimulo de Na* no interior da celular, fazendo com
que o trocador Na*/Ca®" trabalhasse no sentido reverso, ou seja, transportando (expelindo)
Na" para fora da célula e conseqiientemente transportando (introduzindo) Ca®* para dentro da
celula.

Porém, em algumas situacBes o0 coracdo pode apresentar alteracdo na forca/frequéncia,
como é o caso da insuficiéncia cardiaca, que em estagio avancado apresenta uma alteracdo da
relacdo semelhante a encontrada nesse trabalho. Para Schwinger e colaboradores (1993), essa
alteracdo na insuficiéncia cardiaca se dé principalmente pela falta de Ca?* livre no citosol para
0 inicio do processo de contracdo. Segundo Endoh (2006) e Hobai & O"Rourke (2006) essa
diminuicdo da forca se da devido a uma diminuicdo da agdo da SERCA2a, que é a enzima

responsével pela absorcdo do Ca** pelo SR. Se a absorcdo do Ca®* pelo SR esta prejudicada,
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logo 0 armazenamento do Ca”* também esta prejudicado, causando assim liberacées de Ca?*
em concentragdes menores durante o fenémeno CICR.

Em situacGes experimentais a relacdo entre forca e freqiiéncia cardiaca é bem
discutida, principalmente no rato. Uma explicacdo dada por Shattock & Bers (1989) é a de
que uma diminuicdo na duracdo do potencial de acio causaria uma expulsio do Ca*
intracelular através do trocador Na*/Ca*" durante a contracéo, causando uma perda de Ca*
pelo SR em altas frequéncias.

Mais recentemente, Dibb; Eisner; Trafford (2007) especularam que um efeito
inotrépico negativo, frente a uma resposta cronotrépica positiva, poderia ser causado por
refragcdo na agdo dos receptores rianodinicos, efeito esse mais sensivel durante a estimulagéo
de altas fregiiéncias.

Desta forma, a reducdo na forca de contragdo frente a um estimulo cronotropico
positivo, como encontrado nesse estudo, pode ser devido a uma diminui¢do na concentracao
do Ca** no SR que, por sua vez, pode ser explicado por uma diminuicdo na acdo da
SERCAZ2a, por perda do Ca** pelo trocador Na*/Ca®* ou ainda por uma refracdo na acio dos

receptores rianodinicos.

6.3. [Efeito da Tioridazina sobre a Contracéo e o Relaxamento Atrial

Neste trabalho a presenca da Tioridazina causou um aumento na forca de contracao do
atrio in vitro. Todas as concentracOes estudadas apresentaram um efeito inotrépico positivo
quando comparadas ao grupo controle. Este efeito apresentou uma caracteristica
concentracdo-dependente ndo linear (vide figura 15). Além disso, parece ndo haver alteracédo
significativa notadamente na cinética de entrada ou saida do Ca®* na presenca da droga. Isto é
corroborado pelos resultados do t;/, de contracdo e do ty, de relaxamento que permaneceram
essencialmente inalterados nos experimentos com o0s grupos tratados com a Tioridazina e
Controle.

Alguns estudos encontraram um efeito bloqueador de canais de Ca** por Tioridazina.
Inicialmente, Gould e colaboradores (1984), a fim de estudar as alteracdes na ejaculacdo em
pacientes tratados com Tioridazina, observaram que a Tioridazina apresentava uma acgao
semelhante ao Verapamil (droga antagonista dos canais de Ca?*), causando assim uma ag&o
inotropica negativa nos vasos deferentes de cobaias (porcos da india), acio esta responsavel

pela disfuncdo na ejaculacdo. Este efeito no coracdo também causaria uma diminui¢do na
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forca de contracdo, além de explicar os efeitos arritmicos causados por outros antagonistas de
Ca®* (prenilamina e lidoflazina) como: prolongamento do segmento Q-T acompanhado de
arritmias ventriculares e Torsades de Pointes. O sitio de atuacdo da Tioridazina parece estar
no 3H-nitrendipina, o que foi comprovado através da competicdo da droga pelo Tiapamil
(droga ja conhecida por atuar nesse sitio dos canais de Ca?*). A afinidade da Tioridazina por
esse sitio no coracdo ocorreu a partir da concentracdo de 1,24 + 0,09uM. Concentracdes
acima desses valores geram uma perda consecutivamente maior da forga de contragéo.
Resultados semelhantes foram obtidos por Thorgeirsson & Rudolph (1984), que
comparam a agdo da Tioridazina com a do Diltiazem como drogas bloqueadoras de canais de
Ca®*. Assim como descrito por Gould e colaboradores (1984), também houve uma agdo da
Tioridazina sobre os sitios 3H-nitrendipina, bloqueando a entrada de Ca** por esses canais.
Porém, neste estudo, o efeito da droga foi na concentracdo de 30uM. Vale salientar que em
ambos os estudos os efeitos da Tioridazina foram analisados in vitro em solucdes diferentes
da solucdo de KH utilizada no presente estudo, o que pode explicar, pelo menos em parte, a
diferenca qualitativa nos efeitos observados.
Ainda em desacordo com os resultados encontrados nesse estudo, em 1980, Brannan e
colaboradores analisaram os efeitos inotrépicos da Tioridazina em cées anestesiados, através
de uma esternotomia mediana e introdu¢do de um “strain gauge” no ventriculo direito para
monitorar a forca de contracdo miocardica. Houve uma diminuicdo de 50% da forca de
contracdo miocardica quando a concentracdo de Tioridazina atingiu 11mg/kg
(aproximadamente 380uM). Quando comparado com outras drogas, como o Haloperidol e a
Clorpromazina (dois outros antipsicoticos), a concentracdo para que a Tioridazina alcancasse

esse efeito foi duas vezes maior que a dos outros dois antipsicaticos.

Também utilizando o atrio esquerdo in vitro, o estudo de Landmark (1972) avaliou o
efeito da Tioridazina sobre a forca em diferentes concentragdes de Ca?*, freqiiéncias e
intensidade da estimulacdo. Neste estudo foi achado que, na concentracdo de 25 uM, a
Tioridazina reduz a forca de contracdo cardiaca, efeito esse antagonizado por um aumento na
concentracdo do Ca®*. Além disso, a forca de contracio caiu gradativamente com o aumento
da fregliéncia de contracdo, necessitando de um aumento na intensidade da estimulacéo.
Concluiu-se naquele estudo que o efeito inotropico negativo da Tioridazina era dependente da

concentracéo extracelular de Ca®* e da freqiiéncia e intensidade da estimulagdo elétrica. A
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diferenca qualitativa destes resultados com os nossos pode dever-se, em parte, a discrepancia
nas concentragdes de Tioridazina utilizadas no presente trabalho, que variou de 0,5 a 2 pM.

Por outro lado, Hollander & Cain (1971) encontram efeitos inotrépicos positivos in
vitro similares aos encontrados no presente estudo. No entanto, ainda assim, efeitos
inotropicos negativos apareceram quando a Tioridazina foi administrada previamente via
parenteral (ainda in vivo) com dosagem de 30mg/kg (aproximadamente 1mM), podendo
depreender-se assim que a concentracdo, o0 tempo e a via de administracdo poderiam estar
relacionados com um aumento ou uma perda da forca de contracdo pelo miocéardio.

A fim de estudar os efeitos da Tioridazina na contragdo dos musculos lumbricais de
sapos, Bruton; Westerblad; Lannergren (1996) isolaram estes musculos e o submeteram a
tetanizacdo por estimulacdo elétrica. Os resultados mostraram que a tetanizacdo ndo foi
possivel na presenca da droga, devido a perda completa da forca de contracdo. Essa perda de
forga durante a tetanizagdo néo foi revertida com a administragdo de cafeina — que auxilia na
liberacdo do Ca®* do SR (Altimari et al, 2006). Somente ap6s administracdo de 190mM de K*
houve tetanizacdo muscular normal. Esse resultado indica que o meio onde o0 experimento
estd sendo realizado, principalmente in vitro, afeta a intensidade dos efeitos da Tioridazina
sobre a contracdo muscular do tecido. Nos experimentos do presente estudo houve
permanente equilibrio nos eletrolitos, pH, temperatura, glicose e oxigenagdo, minimizando
este fator nos efeitos da Tioridazina.

Ainda no estudo de Bruton; Westerblad; L&nnergren (1996) se observou, em fibra
muscular de sapo, um aumento da forca de contracdo devido as fenotiazinas. Esse aumento foi
gradual até o décimo primeiro minuto de experimento. ApoOs esse tempo a forca caiu
drasticamente até a perda total da contratilidade. A concentracdo da droga nesse experimento
foi de 100uM. O aumento da forga de contra¢do chegou a 42,1£9,0% quando comparado ao
grupo controle. A hipotese dada para esse ganho de forca foi um aumento na liberacdo de
Ca”* pelo SR e um retardo na sua remocédo. Apesar do modelo muscular desse trabalho ser
diferente do efetuado neste estudo, ndo podemos concluir que o aumento da forca de
contragdo no nosso estudo foi devido a um aumento na liberacdo de Ca®* pelo SR, pois ndo
houve alteracdo na cinética de contracdo, notada através da comparacdo da sigmoide de
contracdo dos atrios banhados com solugdo e KH contendo Tioridazina, com a dos &trios
banhados apenas com solucdo de KH (vide figura 14 e 15). Os dados do presente trabalho

também ndo corroboram a idéia de um possivel retardo na remocéo do Ca®* citossélico, visto
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que a cinética de relaxamento, similarmente & da contragdo, ndo se alterou na presenca da
droga estudada.

Outra hipOtese para o ganho de forca de contracdo seria a de um processo que
ocorresse através de um aumento da sensibilidade da miofibrila pelo Ca?*. Este aumento da
sensibilidade do Ca®* a miofibrila ja foi descrito anteriormente em outra medicagdo do grupo
das Fenotiazinas, a Trifluoperazina. Em 1988, Kurebayashi & Ogawa estudaram esse efeito
da Triofluoperazina e encontraram também um efeito concentracdo dependente na
estimulacdo da forca de contracdo de musculo esquelético isolado de sapos. A justificativa
para esse efeito foi que a droga poderia estar atuando em sitios diferentes, sendo esses sitios
estimulados por alta ou baixa concentracdo do farmaco, podendo essa ser também a
explicacdo para os resultados encontrados no presente estudo. Neste trabalho a forca de
contracdo do atrio esquerdo isolado apresentou maior ganho na concentracdo de 1uM de
Tioridazina e menor ganho de forga na concentragcdo de 0,5uM (menor concentragdo) e 2uM
(maior concentracdo), sem, entretanto, alterar as cinéticas de contracdo ou relaxamento
muscular.

Efeitos semelhantes aos citados anteriormente foram notados com a Clorpromazina
(outra droga do grupo das Fenotiazinas). Em um estudo realizado por Clergue; Riou;
Lecarpentier (1990), a Clorpromazina causou um aumento na forca de contracdo de musculos
papilares do ventriculo esquerdo de ratos (in vitro), quando utilizada a concentracédo de 1uM.
Porém, naquele trabalho ocorreu diminuicdo no inotropismo em concentraces maiores (10~ e
10”"M). Esse efeito também foi explicado pelo aumento da sensibilidade ao Ca®* pelos
miofilamentos de actina e miosina, sendo este efeito concentracdo dependente.

Mais recentemente, Qin e colaboradores (2009) encontraram uma acao agonista nos
receptores rianodinicos em miocitos, na presenca de Trifluoperazina. Essa acdo causou uma
maior liberacdo de Ca?* pelo SR e um retardo na sua reabsorcéo do citosol. Estes efeitos
causariam um aumento na forca de contracdo cardiaca, consistindo em outra consideracao
hipotética que poderia explicar o ganho no pico de forca encontrado no presente estudo.

Em suma, a montagem experimental utilizada no presente estudo é adequada para
estudos de forca de contracdo de atrio esquerdo, eletricamente estimulado, in vitro. O efeito
inotrépico da Tioridazina sobre a forga atrial € positivo nas concentracdes extracelulares entre
0,5 e 2uM. Adicionalmente, este efeito ndo é diretamente proporcional & concentragdo deste

farmaco, o qual exibiu efeito inotropico positivo maior para a concentracdo de 1uM e menor
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para as concentragfes de 0,5uM e 2uM. Estes resultados ndo estdo em consonancia nem
corroboram diversos relatos da literatura, 0 que parece ser uma consequéncia da grande
variabilidade de efeitos que as fenotiazinas tém, no geral, no sistema cardiovascular como um
todo. Por outro lado, os dados do presente trabalho estdo em consonancia com achados
recentes acerca do efeito das fenotiazinas sobre a homeostase de Ca?*, como o de Qin e
colaboradores (2009), provendo amparo experimental quantitativo para a idéia de que ha
importante participacdo do SR no efeito inotropico daquelas drogas, e achados mais antigos,
como o de Kurebayashi & Ogawa (1988), onde o aumento do inotropismo cardiaco pelas
Fenotiazinas poderia ser explicado pelo aumento da sensibilidade das miofibrilas pelo Ca?*.
Isto, em ultima anélise pode ajudar a elucidar a complexidade de efeitos que este tipo de
farmaco tem, notadamente sobre o inotropismo cardiaco, e por conseqiiéncia, sobre a funcéo

bombeadora do coragé&o.
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