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Resumo

A Ranolazina (RANO), conhecida na clinica como Ranexa,
é um farmaco que previne a arritmia cardiaca através da
inibicdo da corrente de sédio tardia (I;). Um gradiente de
voltagem transmural do canal Nav1.5 encontra-se na parede
ventricular esquerda do coragdo. Assim, investigamos os
efeitos da RANO em cardiomiécitos saudaveis e em modelo
celular da Sindrome do QT longo tipo 3 (SQTL tipo 3). Usamos
células isoladas do endocérdio (ENDO) e do epicardio (EPI) e
um software de medigao com detecgdo de bordas por video e
microscopia de fluorescéncia para monitorar os transientes de
calcio. ARANO (0,1, 1, 10 e 30 uM, a 25°C) em uma série de
frequéncias de estimulagdo teve impacto pouco significativo
sobre ambos os tipos de células, mas a RANO (30uM) a 35°C
minimizou o encurtamento dos sarcomeros em ~21% para
células do endocardio. Em seguida, para simular a SQTL tipo
3, as células do ENDO e EPI foram expostas a toxina ATX-II
da anémona do mar, que aumenta a | .. As arritmias celulares
induzidas por ATX-II foram suprimidas com o uso da RANO
(30 uM) a 35°C. Com base nesses resultados, podemos
concluir que a RANO tem um impacto pouco significativo
sobre o encurtamento dos sarcomeros de células saudéveis do
ENDO e EPI. Além disso, ela suprime as arritmias induzidas
por I, para niveis semelhantes nas células do ENDO e EPI.

Introducao

A arritmia nas doencas cardiovasculares é uma das
principais causas de morte no mundo todo." A agao
antiarritmica da ranolazina é atribuida a diminuicao do
componente de inativagao lenta da corrente cardiaca interna
através do Nav1.5, conhecida como corrente de sédio tardia
(I.»)-> Apesar dos avangos importantes na compreensdo dos
mecanismos celulares subjacentes a acao da RANO, a sua
agao transmural nas células musculares do coragao permanece
incerta. Consequentemente, neste estudo, nossa hipétese é

Palavras-chave

Arritmias, Sindrome do QT Longo do Tipo 3, ATX-II,
Ranolazina, Corrente Tardia de Sédio, Contracao.

Correspondéncia: Danilo Roman Campos ¢

Universidade Federal de Sdo Paulo - Biofisica - Rua Botucatu, 862. CEP
04023-062, Sao Paulo, SP — Brasil

E-mail: drcbio@gmail.com

Artigo recebido em 03/04/2019, revisado em 19/08/2019, aceito em
10/09/2019

que a RANO desempenha uma agao transmural nas células
saudaveis do endocardio (ENDO) e epicardio (EPI) estimuladas
por regidao, bem como nas arritmias e perturbagao do célcio
induzidas pela toxina de anémona (ATX-Il),*> que aumenta a
.7 € simula vdrios aspectos da Sindrome do QT longo tipo 3
(SQTL tipo 3), uma doenca relacionada ao aumento da |
nas células do coragao.?

Métodos

Animais

Foram usados ratos Wistar machos (160-250 g; com 5 a 7
semanas de vida) nos experimentos. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados conforme as diretrizes
institucionais, e o estudo foi aprovado pelo Comité de revisao
ética local. Os cardiomiécitos foram isolados conforme
descrito anteriormente.*

0 encurtamento do sarcomero e o transiente de calcio

Os experimentos foram conduzidos como descrito
anteriormente pelo nosso grupo.® As células foram perfundidas
com RANO (Alomone, Israel)a 0,1, 1, 10, ou 30 uM a partir de
uma solugao stock de 10 mM. Os dados foram normalizados
como a fungao de contragao do sarcomero antes da exposicao
a RANO. Para acessar o efeito antiarritmico da RANO apés
exposicao ao ATX-Il (6 nM) (Alomone, Israel), os tempos para
90% de relaxamento do sarcomero (T90R) e recaptagdo de
célcio (T90Ca?*) foram registrados como indices arritmicos.
Adicionalmente, 10 mM de Tetrodotoxina (TTX) (Alomone,
Israel) foi utilizado para confirmar que o fenétipo observado
era de fato decorrente da | .

Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média =+ erro
padrao da média. Diferencas significativas foram determinadas
usando o teste de T ndo pareado de duas amostras ou ANOVA
de uma via para medidas repetidas, seguidos de analises post-
hoc (Teste de Tukey). Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. Os cardiomidcitos de pelo menos dois coragoes
diferentes foram usados em cada experimento.

Resultados e Discussao

Estudos anteriores demonstraram que os cardiomiécitos
saudéveis apresentam | _.° Além disso, um gradiente de
corrente de sédio foi registrado na parede ventricular esquerda
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que, conforme vem sendo relatado, é maior nas células do
ENDO no que nas células do EPL.” Desse modo, levantamos
a hipétese de que as células do ENDO apresentam maior
I,y quando comparadas com as células do EPl. Uma vez
que a |, modula o [Ca**]i nos cardiomidcitos,® a RANO
seria capaz de minimizar a contragdo em ambos os grupos
celulares, porém com maior poténcia nas células do ENDO e
EPI. Para testar essas hipéteses, as células foram perfundidas
a 25°C com RANO; Entretanto, a RANO nao foi capaz de
minimizar o encurtamento do sarcémero nos cardiomidcitos
do ENDO e do EPI (Figuras 1A e C). Uma tendéncia
semelhante foi observada quando os cardiomiécitos foram
expostos @ RANO (30 uM) e estimulados a 0,2 Hz. Quando
as células do ENDO e EPI foram expostas a RANO (30 uM)
e estimuladas a 0,2 Hz, usando uma solugao de perfusao a
35°C, o encurtamento do sarcomero foi reduzido nas células
do ENDO em ~21% (p < 0.05), mas ndo nas células do EPI
(Figuras 1B e D). Desse modo, corroborando os achados
anteriores, nossos resultados sugerem que as células saudaveis
do ENDO de fato apresentam maior | do que as células do
EPI. Entretanto, também é importante observar que a RANO

(30 uM) também poderia bloquear a corrente de calcio tipo
L nos cardiomiécitos.’

Para melhor compreensdo do mecanismo subjacente
ao encurtamento do sarcomero induzido por RANO,
experimentos posteriores foram realizados a 35°C. Os
cardiomidcitos foram carregados com Fura-2/AM para
monitorar a oscilagao de calcio durante a contracao celular,
e as células foram expostas a ATX-Il para aumentar a |, e
induzir um fendtipo de SQTL tipo 33 (Figura 2). As células
do ENDO (Figuras 2A, B e C) e do EPI (Figuras 2D, E e F)
expostas ao ATX-Il mostraram evidentes perturbagbes do
cdlcio e arritmias mecdnicas simultaneas. A RANO (30 uM)
minimizou expressivamente o fendtipo arritmico induzido por
ATX-1l em ambos os grupos celulares para extensoes similares.
Para confirmar que o fenétipo arritmico observado nos nossos
experimentos foram realmente atribuidos a I, as células
foram expostas ao ATX-Il (6 nM) [Figura 2A (iv) e Figura 2D
(iv)], apds exposicao a 10 uM de TTX e ATX-Il (6 nM) [Figura
2A (v) e Figura 2D (v)]. Os resultados confirmaram que o
fendtipo arritmico observado foi decorrente do incremento da

~ Apesar de as células do ENDO dos ratos ter apresentado
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Figura 1 - Efeito Inotrépico da ranolazina (RANO) sobre o encurtamento do sarcémero dos cardiomidcitos do ENDO e EPI. Registros caracteristicos de encurtamennto
do sarcémero antes (preto (25°C) e azul (35°C)) e ap6s (cinza claro (25°C) e vermelho (35°C)) exposigéo do cardiomiécito do ENDO (esquerda) e EPI (direita) 8 RANO
((A) 10 and (B) 30 uM). Efeito inotropico da RANO (0,1, 1, e 10 uM) (C) e 30 uM (D) sobre o encurtamento do sarcémero (barras superiores); tempo normalizado
de contragdo do sarcémero para 50% (T50C) (barras do meio) e; tempo normalizado de relaxamento do sarcémero para 50% (T50R) (barras inferiores). As barras
tracejadas representam as células do EPI (n = 3-6 células/concentragéo). *p < 0,05, na comparagéo antes e depois de exposicado a RANO.
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Figura 2 - Agédo da ranolazina (RANO) nos cardiomiécitos do ENDO e EPI expostos ao ATX-Il e estimulados a 0,2 Hz. Tragos caracteristicos de transientes de calcio
(tragos superiores) e encurtamento dos sarcémeros dos cardiomidcitos (tracos inferiores) apés contato com solugdo de Tyrode (i), ATX-Il (6 nM) (i), ATX-Il (6 nM) +
RANO (30 uM) (iii), ATX-II (6 nM) (iv), e ATX-Il (6 nM) + TTX (10 uM) (iv) nas células do ENDO (A) e EPI (D). Tempo para 90% de receptacédo de Ca* nas células do
ENDO (n = 8 células) (B) e EPI (n = 6 células) (E). Tempo para 90% de relaxamento do sarcémero nas células do ENDO (C) e EPI (F). * p < 0,05, quando comparado

com o grupo ATX-II.

maiores correntes de sédio em relacdo as células do EPI,7'°
o fenétipo arritmico induzido por ATX-Il e a extensdo dos
efeitos antiarritmicos da Raneza foram semelhantes em ambos
o0s grupos celulares.

Curiosamente, o intervalo de concentragao terapéutica da
RANO é de 1-10 uM."" A aparente discrepancia no potencial
da RANO pode ser explicada pelo fato de que o ATX-Il nas
doses de 1-10 nM induz maior |, nos cardiomidcitos do que
aquele observado nas doengas cardiovasculares.>®

Conclusao

A RANO exerceu pouca influéncia sobre o encurtamento
do sarcdmero de cardiomidcitos sauddveis e suprimiu as
arritmias induzidas por | a extensoes semelhantes nas células
do ENDO e EPI.
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