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RESUMO

O Tributilestanho (TBT) é um composto poluente organoestanico, utilizado em lavouras e
tintas anti-incrustantes. Sua liberagdo diretamente na agua, proveniente de barcos, estaleiros e
portos, originou impactos ambientais em ecossistemas aquaticos e terrestres. Os compostos
organoestanicos produzem efeitos neuro-, cito- e genotoxicos em Vvarios sistemas. Entretanto,
ainda ndo estd totalmente elucidado seu efeito toxico sobre o sistema cardiovascular. O
objetivo deste estudo foi analisar o efeito agudo do TBT sobre a contratilidade miocéardica.
Ratas Wistar pesando entre 200 e 250 g foram anestesiadas com injecdo intraperitoneal de
ketamina (40mg/Kg) e xilazina (8mg/Kg). O coracdo foi isolado e perfundido através da
Técnica de Langendorff e nutridos com solucdo de Krebs modificado, pH 7.4, 37° C. A
pressdo sistdlica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE) foi avaliada através da
insercdo de um baldo de latex no VE o qual foi estirado para medida da pressdo diastolica do
ventriculo esquerdo (PD). Os animais experimentais foram agrupados aleatoriamente em:
Grupo controle (N=7) e grupo perfundido durante 5 minutos com solugdo de TBT (50 uM)
(Grupo TBT N=8). Para avaliar a participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre
os efeitos do TBT, os coragdes foram perfundidos com agentes anti-oxidantes: Tiron (500
uM, N=5), Tempol (100 uM, N=5), Apocinina (100 uM, N=4) e com o bloqueador de
receptor de angiotensina tipo 1 (AT1)Losartan (10 uM , N=5). A contratilidade miocardica foi
avaliada medindo-se a PSIVE frente a estimulos homeométricos como o aumento da
concentracdo de Ca®* e na presenca do agonista B-adrenérgico isoproterenol (injecdo in bolus,
100 pL,10*M) e heterométrico através da anélise de curva de Frank Starling durante o
aumento da PD de 0 até 30 mmHg em intervalos de 5 mmHg. O efeito agudo do TBT sobre as
EROs foi avaliado pela técnica do dihidroetidio (Unidades Arbitrarias, UA). Em outro grupo
de ratos wistar (250 g) foram realizadas as medidas dos sparks, do transiente e contetido de
Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (RS). Os resultados foram apresentados como média + EPM.
A andlise estatistica usada foi Teste t, ANOVA 1 ou 2 vias com post hoc de Tukey,
significante p<0,05. Todos os protocolos foram aprovados pelo CEUA/UFES (27/2016). A
perfusdo com TBT induziu efeito inotropico negativo evidenciado pela menor resposta
contratil frente a0 aumento de Ca®* (CaCl, 1,25 mM, PD= 10 mmHg, Controle= 115 + 9 vs
TBT= 66 + 4 mmHg, , p<0,05) que ndo foi prevenida com o uso de antioxidantes. A
exposicdo aguda ao TBT determinou reducdo na PSIVE desenvolvida na curva de Frank
Starling, (Ca** 1,25 mM, PD=10mmHg, Controle= 88 + 6 vs TBT= 45 + 2 mmHg, p<0,05) e
a perfusdo com antioxidantes protegeu parcialmente a reducdo da contratilidade. Tiron,
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tempol, apocinina e losartan impediram o efeito inotrépico negativo nas curvas de Frank
Starling apenas em baixo Ca®* (0,62 mM). O TBT diminui a resposta ao isoproterenol
(Controle= 132,78 + 22 vs TBT= 24,14 £ 13,08 mmHg p<0,05). A exposicdo aguda ao TBT
aumentou a producdo in situ de O, (Controle = 0,065 + 0,002 vs TBT 0,094 + 0,004 UA
p<0,05) que foi prevenido com a perfusdo com tempol e o losartan (Tempol 0,074 + 0,003,
Losartan 0,071 + 0,004 UA p<0,05). Nos cardiomiocitos isolados, o TBT aumentou a
frequéncia dos sparks (Controle= 9 +1 vs TBT 10 " M= 16 + 1 100 um/s, p<0,05), diminuiu
sua amplitude (Controle =0,582 + 0.08 vs TBT 107 M = 0,342 + 0,05 AF/F, p< 0,05) e
diminuiu o transiente e o contelido de Ca?* do RS. A exposicdo aguda ao TBT 50 pM
promoveu efeito inotropico negativo no coracdo, aumentou a producgdo cardiaca de EROs,
diminuiu o conteido de Ca®* do RS e aumentou a frequéncia espontanea dos sparks de Ca?".
Os resultados sugerem que o TBT atue sobre as proteinas reguladoras do movimento de Ca**
desestabilizando o receptor de RyR2 e reduzindo a atividade da bomba de Ca** do RS,
SERCAZ2a, que parecem ser modulados, pelo menos em parte, pelas EROs.

Palavras-chave: 1. Tributilestanho 2. Contratilidade miocardica 3. Espécies reativas de
oxigénio 4. Sparks de célcio 5. RyR2 6. SERCA2a
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ABSTRACT

Tributyltin (TBT) is an organotin environmental contaminant used in farming and antifouling
paints. Its release directly into the water, from ships, shipyards and ports, was the cause of
environmental impacts on aquatic ecosystems. Numerous studies indicate that organotin
compounds produce neuro, cito and genotoxic effects in various systems. However, its toxic
effect on the cardiovascular system has not yet been fully elucidated. The aim of this study
was to analyze the acute effect of TBT on myocardial contractility Wistar rats weighing 200 -
250 g were anesthetized with intraperitoneal injection of ketamine (40 mg / kg) and Xilazine
(8 mg / kg). The heart was isolated and perfused by the Langendorff Technique in Krebs
solution, pH 7.4, 37° C. The left ventricular isovolumetric systolic pressure (LVISP) was
assessed by insertion of a latex balloon in the LV which was stretched to measure left
ventricular diastolic pressure (DP). Experimental animals were randomly grouped into:
Control group (N = 7) and group perfused for 5 minutes with TBT solution (50 uM) (TBT
group N = 8). To evaluate the participation of reactive oxygen species (ROS) on the effects of
TBT, hearts were perfused with anti-oxidants: Tiron (500 uM, N = 5), Tempol (100 uM, N =
5), Apocynin 100 uM, N = 4) and angiotensin receptor blocker, Losartan (10 uM, N = 5).
Myocardial contractility was evaluated by homeometric stimulus: calcium and B-adrenergic
agonist isoproterenol (injection in bolus, 100 pL, 10* M). The heterometric response was
assessed using the Frank Starling mechanism by increasing the DP from 0 to 30 mmHg in 5
mmHg intervals. The acute effect of TBT on ROS was evaluated by dihydroethidium
technique (Arbitrary Units, AU). In another group of rats, cardiomyocytes were isolated
using collagenase in order to measure Ca®* sparks frequency and amplitude during rest
condition and Ca®* transient in cells stimulated at 0.5 Hz. The Ca®* content of the
sarcoplasmic reticulum (SR) was evaluated using caffeine (10 mM) in intact cardiomyocytes.
The results were presented as mean £ SEM. The statistical analysis used was ANOVA 1 or 2
ways with Tukey post hoc, p <0.05. All protocols were approved by CEUA/UFES (27/2016).
Perfusion with TBT induced a negative inotropic effect evidenced by the lower contractile
response to calcium increase (Control = 115 + 9 vs TBT = 66 + 4 mmHg, 1.25 mM CaCl,, p
<0.05). Acute exposure to TBT resulted in a reduction in the pressure developed in the Frank
Starling curve, in 1.25 mM calcium in all DP (Control=88 = 6 vs TBT =45 + 2 mmHg, DP =
10 mmHg, p <0.05) and only the antioxidant tiron reversed this reduction in lower DP (TBT =
45 + 2 vs TBT + tiron = 79 £ 6 mmHg, p <0.05). TBT significantly reduced the response to
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isoproterenol (Control = 132.78 + 22 vs TBT = 24,14 + 13.08 mmHg, p <0.05). Total
exposure to TBT increased in situ production of O, (Control group = 0.065 + 0.002 vs TBT
group 0.094 + 0.004 AU p <0.05) and only Tempol and Losartan were able to reverse (TBT +
Tempol 0.074 + 0.003 and TBT+Losartan 0.071 + 0.004 AU, p <0.05). TBT increased the
sparks frequency (Control= 9 + 1 vs TBT 107 M = 16 + 1.1 pm/s), decreased its amplitude
(Control = 0.582 + 0.08 vs TBT 10" M = 0.342 + 0.05, p <0, 05), decreased the Ca’" transient
and the SR Ca®" content. The results demonstrate that TBT induced an important negative
inotropic effect that may depend on the Ca®* regulatory proteins destabilizing the RyR2
receptor and reducing the activity of the SR Ca’" pump, SERCAZ2a, which appear to be
modulated, at least in part, by ROS.

Keywords: 1. Tributyltin 2. Myocardial contractility 3. Reactive oxygen species 4. Calcium
Sparks 5.RyR2 6. SERCA2a
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1.INTRODUCAO
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1 Compostos Organoestanicos

1.1 Aspectos gerais e uso industrial

Compostos organoestanicos compreendem o grupo de organometélicos caracterizados pela
presenca de um atomo de estanho ligado a radicais organicos. Quimicamente esses compostos
sdo representados pela formula geral RSnX3, R,SnX;, R3SnX e R4Sn, onde R € um grupo
alquil ou aril e X é uma espécie anidnica como por exemplo um haleto, um Oxido ou
hidréxido (Hoch, 2001).

Esses compostos possuem propriedades e aplicacfes que variam de acordo com o nimero de
ligacGes estanho-carbono e sdo amplamente utilizados comercialmente em varias areas
(Felizzola, 2005; Santalla, 2008;). A utilizacdo do tributilestanho e do trifenilestanho, TBT e
TPT respectivamente, como componentes de tintas anti- incrustantes, é a principal forma de
entrada desses compostos no meio aquatico (Hoch, 2001; Ridel, 2003; Godoi et al., 2003).
Muitos trabalhos indicam uma maior concentragdo de TBT e TPT em é&reas costeiras,
préximas a portos 0s quais sdo locais onde 0s navios permanecem durante dias esperando para
serem carregados, ou em docas e marinas, onde sdo realizadas as manutencdes das

embarcacdes (Dos Santos, 2008).

Outras formas pelas quais 0s organoestanicos podem chegar ao ambiente incluem a utilizagéo
de biocidas industriais e agricolas, embalagem de alimentos, reservatorios de agua, espuma de
poliuretano, desinfetantes, equipamentos elétricos e em muitos outros produtos do consumo
humano (Dos Santos, 2008). Além disso, esses compostos sdo utilizados como estabilizadores
de PVC (cloreto de povinila) e por isso, efluentes municipais e industriais, podem constituir
uma importante fonte desses compostos para 0 ambiente aquatico (Rudel, 2003).

Apesar do extenso uso industrial, 0s compostos organoestanicos possuem um grande
potencial toxico para a biota aquatica. Dentre estes animais, 0os moluscos se enquadram como
o principal objeto de estudo das pesquisas, refletindo sua importancia ecoldgica, comercial e

sua utilizagdo como bioindicadores de polui¢do aquatica (Ketata et al., 2008)

Além do uso industrial, 0os compostos organoestanicos apresentam-se como potenciais
quimioterapicos no tratamento clinico do cancer por possuirem significante atividade

antiproliferativa (Hadjikakou e Hadjiliadis, 2009). O mecanismo exato da atividade
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antiploriferativa ndo esta totalmente elucidado, embora estudos indiquem que a grande
afinidade destes compostos com radicais tiois e a ligagdo destes ao DNA pode ser a razéo para

a potencial atividade anticancerigena dos compostos organoestanicos (Nath et al., 2014).
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1.2 Toxicidade e Propriedades Fisico-Quimicas

Sabe-se que 0s organoestanicos sao toxicos em concentacdes relativamente baixas de
exposicdo nao sO para os invertebrados marinhos, mas também para os mamiferos e outros
animais. A toxicidade dos compostos organoestanicos aumenta com o0 nimero de grupos
alquil ligados. Os compostos mais toxicos sdo os de trialquil-estanho, seguidos pelos
compostos de dialquil- e monoalquil-estanho (RsSn*>R,Sn*>RSn*") (Poller, 1970; Donard e
Weber, 1985). A mais alta toxicidade entre os compostos butil-estanho é encontrada no TBT
(Maguire, 1987).

Compostos organoestanicos sdo irritantes para os olhos, vias respiratorias e pele, e alguns
podem causar edema cerebral e produzir efeitos no sistema nervoso central e sistema
cardiovascular. Manifestacdes de toxicidade sdo devidas principalmente a efeitos sobre o
sistema nervoso central: dor de cabeca, nduseas, vomitos e tonturas e, por vezes, convulsdes e
perda de consciéncia. Fotofobia, convulsdes e perturbagdes mentais podem ocorrer. A dor
epigastrica é relatada quando ocorre intoxicacao por inalacao (Poller, 1970).

Os niveis de toxicidade estdo relacionados a concentracdo, tempo de exposicdo,
biodisponibilidade e sensibilidade da biota, como também a persisténcia dos compostos
organoestanicos no meio ambiente (De Carvalho Oliveira e Santelli, 2010). O tempo de meia
vida e a biodisponibilidade do TBT na agua varia de alguns dias a algumas semanas e é
dependente de varios parametros ambientais como o pH, temperatura, turbidez e luminosidade
(Sarradin et al., 1995). Uma vez na dgua, o TBT apresenta degradacdo quimica , fotoquimica ,
bioquimica, sucessivamente de , di-n- butilestanho (DBT) , mono -n- butilestanho (MBT) até
estanho inorganico (Sn 1V) (Laughlin et al., 1985).

Devido a baixa solubilidade em agua e seu carater lipofilico o TBT adere-se facilmente em
particulas e pode permanecer no sedimento durante varios anos (Sekizawa,1998; Hwang et
al., 1999). Os sedimentos sdo susceptiveis a atuar como um importante reservatério e uma
fonte potencial de poluicéo além de fornecer um meio valioso para avaliagdo da contaminagéo

por esse composto.
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1.3 Fontes de Exposicdo Humana /Animal aos organoestanicos

O trato gastrointestinal € a principal via pela qual os seres humanos sdo expostos a produtos
quimicos ambientais. As principais fontes de exposi¢cdo aos compostos organoestanicos para
seres humanos sdo por meio da dieta , tais como frutos do mar e mariscos (Takahashi et al.,
1999 e Keithly et al., 1999) e por meio da ingestdo de agua contaminada com organoestanicos
devido a exposicdo desta a agentes anti-incrustantes e fungicidas além da lixiviacdo de canos
de 4gua de PVC e plasticos de PVC utilizados em embalagens de alimentos (Sadiki e
Williams, 1999)

Outras possiveis vias de exposi¢cdo humana aos organoestanicos incluem a sua utilizacéo
como agentes anti-fungicos em madeira, sistemas industriais de agua e téxteis. Tem sido
reconhecido que os organoestanicos utilizados em varios produtos de consumo podem migrar
de tais produtos durante o uso normal e contribuir para a presenca generalizada desses
compostos em ambientes fechados (Sadiki e Williams, 1999). Fontes adicionais incluem
liquidos armazenados em recipientes de plastico, como por exemplo varias bebidas alcoodlicas
(vinhos portuarios)(Liu et.al., 2002; Azenha et.al, 2008). Além disso, a utilizacdo mundial de
TBT em tintas anti-incrustantes resultou em contaminacdo em escala global com impactos

importantes nas populagdes de ostras e outros moluscos marinhos.

Os niveis medidos de compostos organoestanicos (di-n-butilestanho e tri-n-butilestanho) em
amostras de tecidos humanos e outros animais, estdo entre 3-100 nM.(Nielsen e Strand,2002).
Os butilestanhos tém sido detectados em sangue humano nas concentracfes de 64-155 ng/ml
as quais sdo suficientes para causar efeitos tdxicos imunologicos in vitro (Whalen et.al.,
1999). Takahashi (1999) relatou a presenca de residuos de butilestanho no figado de macacos
e outros mamiferos, bem como no figado humano, e foi sugerido que a utilizagcdo em produtos
de consumo podem representar uma rota importante de exposic¢do. Tem sido reportado que em
muitas espécies, incluindo mamiferos, os compostos organoestanicos tendem a se acumular

em certos érgdos como figado, rins e cérebro (Fait et al., 1994).
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1.4 Legislacao

A bioincrustacdo ¢ um fenémeno natural no qual diversos organismos (algas, bactérias,
fungos, mexilhdes) aderem a algum substrato submerso como, por exemplo, em cascos de
navios. A presenca desses organismos nos cascos de navio provoca danos estruturais e
prejuizos econdmicos uma vez a incrustacdo torna irregular a superficie dos cascos,
aumentando o arrasto e reduzindo a velocidade e consequentemente elevando a necessidade
de consumo de combustivel. A incrustagao de 10pum no casco de um navio pode significar um
aumento de 0,3 a 1% no consumo de combustivel (Champ e Lowenstein, 1987; Santalla,
2008)

A incrustacdo de organismos é um processo que pode ser controlado com a utilizacdo de tintas
contendo componentes anti-incrustantes. Nos primoérdios eram utilizadas substancias naturais
como a cera para revestir os cascos dos navios, que eram feitos de madeira. Fenicios e
Cartagineses utilizavam cobre para esse propésito (Almeida et al., 2007a) e em 1961, foi
desenvolvida a primeira tinta contendo um composto organoestanico como biocida. Devido a
sua grande efetividade contra e incrustacdo, 0 uso destas tintas aumentou consideravelmente
nas décadas seguintes (Tolosa et al., 1996). Até os anos 90, o consumo mundial destes
produtos aumentou de 1.500 para 50.000 toneladas por ano (Santalla, 2008).

Apesar do aumento drastico na utilizacdo destes compostos, principalmente aqueles contendo
tributilestanho (TBT), estes se mostraram altamente téxicos, afetando inclusive organismos
ndo-alvo, tais como peixes, bivalves, gastropodes, crustaceos e algas. Na Franca, em 1982,
ocorreu um decrescimo significativo na producdo de ostras da espécie Crassostrea gigas.
Esses animais apresentavam mal formacdo na concha e cerca de 80 a 100% de sua populacéo
era afetada. Baseando-se nos impactos do TBT sobre a produgdo dessas ostras a Franca foi
um dos primeiros paises a adotar agdes regulatérias envolvendo o uso de compostos

organoestanicos, seguido pela Inglaterra em 1985 (Alzieu, 2000).

A toxicidade destes compostos chamou a atengdo do Comité de Protecdo do Ambiente
Marinho (MEPC) da Organizagdo Maritima Internacional (IMO). Como resultado, em 1990, a
IMO adotou uma resolucdo recomendando aos governos a adotarem medidas para a
eliminagdo do uso de tintas anti-incrustantes a base de TBT. Em 1999, a IMO adotou uma
resolucdo referindo-se a proibigdo global da aplicacdo de compostos organoestanicos em
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embarcacOes a partir de 1° de janeiro de 2003, sendo o prazo limite para a circulagdo de
navios contendo esses compostos, aplicados em seus cascos, até 1° de janeiro de 2008 (Dos
Santos, 2008).

O Brasil assinou este documento em 13 de novembro de 2002 (NORMAM-23/DPC, 2007).
Em novembro de 2007, entrou em vigéncia no Brasil a Portaria 76 da Diretoria de Portos e
Costas, da Marinha do Brasil, que aprova as Normas da Autoridade Maritima para o Controle
de Sistemas Anti-incrustantes Danosos em Embarcagdes — NORMAM-23/DPC. Estas normas
tém o objetivo de estabelecer procedimentos para controlar o uso de sistemas anti-incrustantes
danosos ao meio ambiente marinho ou a salde humana e aplicam-se tanto a embarcacdes
brasileiras quanto a embarcagdes estrangeiras que atracarem no Brasil. Apesar de haver
legislacdo, a falta de fiscalizagdo efetiva € um dos obstaculos para se controlar a
contaminacdo do ambiente pelos organoestanicos (Castro et al., 2007).

No estado do Espirito Santo, que possui um extenso litoral, o Laboratério de Malacologia da
Universidade Federal do Espirito Santo, sob a coordenacdo da Dra. Mércia B. Costa, iniciou
estudos de biomonitoramento em alguns pontos do litoral capixaba. Foi observada uma
grande contaminacdo por organoestanicos incluindo a presenca de diversas fémeas de

gastrépodes com problemas reprodutivos (Costa et al.,2008).

1.5 Efeitos Biologicos

Os compostos organoestanicos afetam uma variedade de fatores bioquimicos e sistemas
fisioldgicos e seu modo de acdo varia de acordo com o composto, dose, a espécie em questdo
e a via de administracdo. No que diz respeito ao meio aquatico varios trabalhos demonstram
os efeitos toxicos desses compostos sobre o0s invertebrados, principalmente no
desenvolvimento sexual e reprodutivo dos moluscos (Ketata et al., 2008). O fenbmeno do
imposex , que consiste na sobreposicdo de caracteres sexuais masculinos em fémeas de
moluscos, € bastante estudado.Quando isso ocorre acarreta uma sindrome enddcrina que,
dependendo do grau de contaminacgdo, pode levar a diminuicdo consideravel nas populacdes
mais sensiveis (Costa et al., 2008).

Apesar de se saber da relagdo entre organoestanicos e imposex ainda ndo é conhecido o
mecanismo exato pelo qual ele ocorre (Lyssimachou et al., 2008). Alguns estudos relacionam

0 imposex com a inibicdo da enzima aromatase do citocromo P450 (Nakanishi, 2008). Esta
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enzima tem como fungdo a conversdo de testosterona eml7p-estradiol. A inibicdo desta
enzima, portanto, levaria a um aumento de testosterona nas fémeas com consequente
surgimento de caracteres sexuais masculinos como ducto deferente e pénis (Leung et al.,
2006). Este fenbmeno também ja foi observado em peixes (Shimasaki et al., 2003).

Entretanto, sugere-se que este mecanismo seja ainda mais complexo (Oberddster et al., 2005).

Triorganoestanicos apresentam caracteristicas de desreguladores enddcrinos (Snoeij et al.,
1987; Fent,1996). Sédo classificados como desreguladores enddcrinos 0s compostos exogenos
com potencial para interagir com sitios receptores de horménios ou alterar o sistema
endocrino, independentemente se atuam diretamente no sitio receptor ou ndo. Essa
interferéncia pode afetar a fungdo reprodutiva e metabdlica de animais e seres humanos (Bila
e Dezotti, 2007). A exposicdo aos compostos organoestanicos induz modificac@es fisioldgicas
como prejuizos no metabolismo e acdo dos horménios sexuais em roedores (Omura et al.,
2001; Grote al., 2004; Kishta et al., 2007) além da modificacdo na funcdo enddcrina de
mamiferos, como o pancreas, pituitaria, gdbnadas (masculina e feminina) e a tiredide quando
sdo expostas ao TBT (Wada et al., 1982; Oberddrster et al., 1998; Vos et al., 2000, Merlo et
al., 2016). Disfunc¢des reprodutivas, como alteracdo no ciclo estral de ratas e modificacdes na
morfofisiologia do ovério (Delgado Filho et al., 2011; Podratz et al., 2012; Graceli et al.,
2012), também foram associados a exposi¢do ao TBT.

Outro efeito desses compostos esta relacionado a uma desregulacdo metabdlica em modelos
de mamiferos, levando a um aumento da deposicdo lipidica, estimulando o tecido adiposo
branco com consequente modulacdo de fatores relacionados com o surgimento da obesidade
in vivo e in vitro (Grun e Blumberg, 2007; Casals-Casas et al., 2008; Grun e Blumberg, 2006).
Esses resultados sugerem que os compostos a base de estanho podem agir como fatores
“obesogénicos”, aumentando a incidéncia de obesidade ou outras desordens metabdlicas

relacionadas.

Além dos efeitos enddcrinos, a exposicdo ao TBT estd associada com o aumento da
concentracdo citosdlica de Ca®*. Estudos anteriores mostraram que 5 minutos foi tempo
suficiente para aumentar a [Ca®*]i de maneira concentracéo dependente de TBT em células
SH-SY5Y de neuroblastoma humano e o aumento de Ca* foi blogueado por dantrolene, um
antagonista de RyR2 (Isomura et al., 2013). O aumento da [Ca®*]i também foi j& evidente 5

minutos apos o tratamento com TBT em timdcitos de ratos isolados e este aumento foi
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seguido por uma geracdo dependente (dose e tempo) de EROs ao nivel mitocondrial (Gennari
et al., 2000).

Numerosos estudos indicam que 0s compostos organoestanicos possuem uma alta
especificidade de acdo e produzem efeitos neuro-, cito- e genotoxicos em VAarios sistemas e
entre esses efeitos pode-se citar a inibicdo da fosforilacdo oxidativa (Aldridge et al., 1977),
lesGes no sistema nervoso central (Magee et al., 1957) e depressao da imunidade dependentes
do timo (Miller et al.,1980). Além destes efeitos, 0s compostos organoestanicos também tém
se mostrado capazes de afetar o heme metabolismo, assim como o sistema cardiovascular
(Rosenburg et al., 1981; Nath, 2008).

1.6 Efeitos Vasculares

Solomon and Krishnamurty (1992) demonstraram que a incubacgdo de anéis de aorta de ratos
de ambos os géneros com TBT nas concentracdes 10° e 10"M por 1 h ndo interferiu na
contracdo e no relaxamento deste vaso. Em contrapartida, os experimentos de Mizuhashi et al.
(2000) com preparacéo de aorta demonstraram que o TBT (10°M) possui acdo bidirecional,

causando tanto contracdo como relaxamento da aorta de ratos.

O tratamento com TBT (500 ng / kg) durante 15 dias foi reportado pelo nosso grupo por
alterar parametros morfo-fisioldgicos de artérias de resisténcia mesentérica de terceira ordem.
Nesse estudo o TBT promoveu diminui¢do da luz e didmetros externos, diminuicdo da
distensibilidade , aumento da rigidez e da deposicdo de colageno nessas artérias de resisténcia.
A exposicdo ao TBT também aumentou a resposta contratil induzida pela fenilefrina nos
vasos estudados (Ribeiro Junior, 2016). O trabalho publicado por Rodrigues et al. (2014 )
mostrou que o tratamento por 15 dias com 100 ng/Kg de TBT reduziu a reatividade vascular a
fenilefrina, um agonista a-adrenérgico, em aneis isolados de aorta bem como levou ao
aumento da deposicdo de colageno entre as membranas elésticas da aorta e também elevou a
liberacdo de EROs.

Em estudo publicado por Dos Santos et al. (2012) , os autores mostraram que o0 tratamento
com TBT prejudicou a resposta vasodilatadora induzida pelo 17p-estradiol em artérias
coronarias de ratas. O efeito vasodilatador foi mediado tanto por um mecanismo direto no

masculo liso vascular quanto indireto, via endotélio, nos grupos controle e tratado com TBT.
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Os autores mostraram que a pressao de perfusdo coronariana basal foi maior nos grupos

tratados com TBT em coracdes isolados pela técnica de Langendorff.
1.7 Efeitos cardiacos

Poucos trabalhos mostram os efeitos do TBT sobre a contratilidade cardiaca. No entanto,
evidéncias indicam que os compostos organoestanicos podem inibir a atividade da Mg
ATPase e Ca®* ATPase em mitocondrias cardiacas (Mehrotra et al., 1985) interferindo assim
na sintese de ATP, além de diminuir a atividade da bomba de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) (Kodavanti et al., 1991) e a bomba de Na”K* (Cameron et al.,
1991). Estes estudos indicam que 0s compostos triorganoestanicos podem afetar o
bombeamento de Ca?* por meio da alteracdo na fosforilagdo de proteinas importantes
envolvidas no funcionamento cardiaco bem como podem interferir na producdo de ATP e,

portanto, podem interferir na funcéo cardiaca.

1.8 Acoplamento Excitacdo-Contracao Cardiaco

O mecanismo de acoplamento excitacdo-contracdo cardiaco (AECC) compreende o0s
processos de ativacdo elétrica dos midcitos que desencadeiam a contracdo do coracdo (figura
1). Sabe-se que o Ca**desempenha um papel fundamental no AECC. Durante o potencial de
acdo cardiaco, o Ca?* entra na célula através do canal tipo L e promove a chamada liberacéo
de Ca”* induzida por Ca** do reticulo sarcoplasmatico (RS) via receptor de rianodina (RyR2)
para amplificar a concentracdo de Ca**. O resultado do aumento [Ca®']i é a ativagdo da

contracdo cardiaca (Bers, 2002).

A base molecular da ativacdo de RyR2 por Ca** ndo estd completamente elucidada (Li e
Chen, 2001). Uma das hipéteses € que ocorre a interacdo entre as proteinas calsequestrina,
junctina e triadina na mediacéo dos efeitos do Ca’* sobre RyR2 (lkemoto et al., 1989; Donoso
et al., 1995; Zhang et al., 1997; Shin et al., 2000). Gyork et al, 2004 concluiram que a
calsequestrina serve com um sensor luminal de Ca** enquanto a junctina e a triadina s&o
necessarias para ligar fisicamente a calsequestrina a RyR2. Baixas concentragbes de Ca®*
inibem o complexo do canal RyR2 através de fortes interagdes com a junctina e triadina. Com
0 aumento da concentracdo de Ca’* essa inibicdo é gradualmente diminuida & medida que os
locais de ligacdo de Ca®* na calsequestrina se tornem cada vez mais ocupados com Ca*" e as
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interacdes entre a calsequestrina-junctina-triadina enfraquecem permitindo entéo atividade do

canal.

No interior da célula miocérdica, o Ca** se liga as proteinas contrateis para que ocorra a
contracdo. O Ca* se liga & troponina C (TnC) fazendo com que a tropomiosina deixe de
bloquear o sitio de ligacdo entre actina e miosina. A actina apresenta sitios ativos que sdo
capazes de interagir com a miosina e para acontecer essa interacdo a atividade ATPasica da
miosina € ativada, quebrando ATP em ADP e Pi e liberando energia necessaria para o
deslizamento dos miofilamentos, ocasionando a contracdo muscular. Entdo, a afinidade do
Ca’* & TnC é um dos fatores que modula a forca de contracdo miocardica (Vassallo et al.,
2008).

Existem duas formas principais de alterar a for¢a de contracdo: alterando a amplitude ou
duracdo do transiente de Ca’* e alterando a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®*. A
sensibilidade dos miofilamentos é aumentada dinamicamente pelo estiramento dos
miofilamentos resultando em uma maior forca de contracdo. Este mecanismo esté relacionado
em parte ao fato de o estiramento promover uma melhor interacdo entre os filamentos de
actina e miosina e é um importante mecanismo auto regulatério pelo qual o coracdo se ajusta

a alteracGes de enchimento ventricular (Lei de Frank Starling) (Starling e Visscher, 1927).
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Figura 1 Representacdo esquematica do transporte de Ca’" no acoplamento excitacdo contracio
cardiaco. SR: reticulo sarcoplasmético, ATP: ATPase, PLB: fosfolamban, NCX: trocador Na*/Ca®,
RyR: receptor de Rianodina, AP: potencial de acdo, I, : corrente de Ca’*. Bers, 2002.

Para que ocorra o relaxamento do mésculo cardiaco é necessério que o Ca** se desligue TnC e
seja removido para o0 meio extracelular e para o RS que é um local de armazenamento deste
fon. O transporte de Ca®* para fora do citoplasma envolve a participagdo SERCAZ2a, do
trocador Na*/Ca*" e da bomba de Ca”* do sarcolema. Alteragdes nos mecanismos de extrusdo
de Ca** também podem modificar a contratilidade j& que interferem na concentracio

intracelular deste ion (Bers, 2002).

A SERCAZ2a desempenha um papel central na contratilidade miocardica. Ela transporta
activamente Ca®* para o RS e regula a concentracdo de Ca’* citoslica. A proteina
fosfolamban (PLB) é um regulador da SERCA2a. Tem sido bem documentado que a
fosforilagdo do PLB na Ser-16 e Thr-17 pelas cinases PKA e CAMKII, respectivamente,
pode aumentar a atividade da SERCA2a. Portanto, o transporte de Ca®* pelo RS cardiaco tem
um papel chave no acoplamento excitac&o-contracdo do miocérdio, onde a liberacéo de Ca®*
do RS induz a contragdo e o re-acimulo de Ca®* pelo RS levando ao relaxamento (Bers,

2002).
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A liberagdo sincronizada de Ca’* pelo RS é fundamental para o funcionamento normal do

cardiomidcito a qual é cessada durante a diastole. No entanto, também ocorrem outros eventos
de liberacdo de calcio durante a diastole conhecidos como sparks de Ca?* e ondas de Ca*".

Os eventos de liberagdo espontanea de Ca®*, os sparks de Ca* sdo liberacdes diastdlicas de
Ca®* de aberturas estocésticas de agrupamentos de RyR2 individuais e na maioria dos casos,
sd0 totalmente independentes do influxo de Ca®* local. A liberagdo de Ca”* pelo RS pode ser
estudada por meio de agentes fluorescentes sensiveis ao Ca**, como o Fluo4 utilizando a
técnica de microscopia confocal (Niggli, 1999; Bers, 2002). O vazamento de Ca®* do RS é
importante porque pode levar a reducéo do Ca®* disponivel no RS para liberacdo durante a
sistole. Como consequéncia poderia haver disfuncéo sistélica e elevacéo da [Ca®*] i diastélico
contribuindo assim para a disfuncdo diastolica e ao aparecimento de arritmias. Além disso
esses eventos sdo energeticamente dispendiosos devido a necessidade de utilizar ATP extra

para recaptar o Ca’".

1.9 Espécies reativas de oxigénio e contratilidade miocardica

O coracdo apresenta uma alta demanda energética de modo que a continua producéo de ATP
pela mitocondria é importante para manter a contratilidade, os processos de metabolismo
basal bem como a homeostase i6nica (Lopaschuko et al., 2010). A producdo de ATP envolve
as etapas de glicdlise, ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa. A transferéncia de elétrons,
associada ao bombeamento de prétons, produz um gradiente eletroquimico na membrana
mitocondrial que promove a sintese de ATP e este processo requer a participacdo do oxigénio.
Portanto, existe uma importante relagdo entre funcdo mitocondrial e funcdo cardiaca. Além
disso, a reducdo do oxigénio durante o transporte de elétrons pela cadeia respiratoria
mitocondrial, constitui uma importante fonte das chamadas espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Blajszczak e Bonini, 2017)

As EROs sdo produzidas em condigdes fisiologicas em reacBes que envolvem tranferéncia de
elétrons. O anion superoxido (O,™) ,0 peroxido de hidrogénio (H,0;) e o radical hidroxila sdo
0s principais metabdlitos do oxigénio. A producdo de EROs no coragdo ou em outro tecido é
balanceada pela atividade de diversas enzimas antioxidantes. O estresse oxidativo ocorre
quando a producdo de EROS supera a capacidade do sistema antioxidante das células

(Mcmurray et al., 1993).
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A enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase)- participa da
cascata respiratoria celular e catalisa a reducdo de um elétron do oxigénio molecular
formando assim O, que é dismutado (convertido) em H,O, e O, em uma reacdo catalisada
pela superdxido dismutase (SOD) (Kondo et al., 2012), sendo que esta é uma importante via
antioxidante. O H,O, gerado, por sua vez, sofre atuacdo da catalase a qual atua produzindo
duas moléculas de agua e uma de oxigénio. Fatores hormonais, como por exemplo, a
angiotensina Il (Angio 11), podem gerar alteracdes na mobilidade de Ca®* e quadros
inflamatdrios, além da ativacdo da NADPH oxidase e consequentemente, induzir estresse
oxidativo (Lenarczyk et al., 2009; Nistala et al., 2009).

Muitos estudos vém demonstrando que a exposi¢do ao TBT induz ao aumento da geracéo de
EROs com subsequentes danos oxidativos em diversos sistemas fisiolégicos como o vascular,
neural, reprodutivo, imunolégico, células linfocitos-T e neuroblastoma em modelos in vivo e
in vitro (Ishihara et al. 2012; Katika et al., 2011; Kato et al., 2013; Isomura et al., 2013; Mitra
et al., 2014; Rodrigues et al., 2014; Nishimura et al., 2015; Ximenes, 2016)

As EROs sdo capazes de prejudicar a contratilidade através de diferentes mecanismos,
incluindo altera¢6es no processo de AECC. As EROs podem oxidar proteinas importantes que
regulam a contratilidade como RyR2. A ativagédo oxidativa de RyR2 pode ser importante em
termos de regulacdo da contracdo cardiaca bem como do relaxamento, uma vez que a
ativacdo de RyR2 influencia a concentracdo local de Ca®" citosélica. A exposicdo de
cardiomidcitos a OHe e H,0, é capaz de reduzir o transiente de Ca** e alterar a sensibilidade
ao Ca** disponivel (Gill et al., 1995).

No AECC as EROS tem um importante impacto em varias proteinas chave na regulacdo de
ions, como por exemplo, CaMKII, PKA ou PKC (figura 2). As EROs podem ser prejudiciais
quando produzidas em excesso devido a um desequilibrio no transporte de ions como Na' e
Ca®*, podendo resultar em sobrecarga destes fons, perda de Ca®* do RS e disfuncédo contratil
(Kohler et al., 2014).
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Figura 2 Influéncia das EROs no AECC por varias vias. Modificado de Kohler et al., 2014.
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Os trabalhos presentes na literatura demonstram que o TBT tem um importante potencial
citotoxico para diversos o0rgdos, incluindo interferéncia no desenvolvimento sexual e
reprodutivo, desregulagdo enddcrina, alteracdo na concentragdo citosolica de Ca®* e alteracdes
vasculares. ‘No entanto, sdo escassos 0s trabalhos que descrevem a acédo cardiotoxica do TBT.
Diante do exposto, o0 presente estudo visa analisar os efeitos da toxicidade aguda do TBT
sobre a contratilidade miocéardica.
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2. OBJETIVO
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2.1 Objetivo

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos agudos do tributilestanho (50 uM) sobre a
contratilidade cardiaca de ratas.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Protocolos experimentais

3.1.1 Avaliacéo do efeito agudo do TBT em musculo papilar

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus albinus) pesando entre 200 e 250 gramas.
Esses animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) e foram mantidos em gaiolas com livre acesso & gua e racao, sob controle da
temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os procedimentos foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Utilizacdo de Animais da UFES (27/2016 CEUA UFES).

Os animais foram anestesiados com injecéo intraperitoneal de ketamina (40 mg/Kg) e xilazina
(8 mg/Kg)e posteriormente foram submetidos a toracotomia, o coragdo foi removido e
perfundido retrogadamente através do coto adrtico com solucdo nutridora para permitir
adequada disseccdo dos musculos papilares da parede anterior e posterior do ventriculo
esquerdo (VE). Os musculos papilares foram fixados por argolas de modo gue a extremidade
superior foi conectada por anel e fio de aco inoxidavel a um transdutor de forca isométrica
(TSD125 - Byopac Systems, Inc; CA) e o anel da extremidade inferior do musculo conectado
a um gancho fixo na cuba de vidro contendo 20 ml de solucédo de Krebs-Henseleit gaseificada
com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,), contendo pH 7.4 a temperatura de 37° C.
O transdutor foi conectado a um microcomputador dotado do software AcgKnowledge®
3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, USA) 34 que permitia determinar os valores de forga de
contracdo isométrica. Paralelamente ao musculo, posicionam-se dois eletrodos de prata
acoplados a estimulador elétrico que liberam estimulos em onda quadrada de 5 milissegundos
de duracdo voltagem. Todos os musculos foram estimulados em frequéncia de 0,5 Hz. Apds o
periodo de estabilizacdo foram medidas a forca isométrica desenvolvida e o TBT foi
adicionado na cuba em concentracdes crescentes de  10°M até 10”M. O tempo de incubagéo

foi de 3 minutos entre uma dose e outra.
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3.1.2 Avaliacdo dos parametros cardiacos em coragdes isolados e perfundidos pela
técnica de Lagendorff

Os animais foram anestesiados com injecéo intraperitoneal de ketamina (40 mg/Kg) e xilazina
(8 mg/Kg). Depois de devidamente anestesiadas o coracdo foi retirado e perfundido
retrogadamente através da aorta com solucdo Krebs-Henseleit com o fluxo constante de 10
mL/min, de acordo com a técnica de Langendorff. A solucdo de Krebs-Henseleit (KH) é
composta por NaCl 120 mM, CaCl, 1,26 mM, KCI 5.4 mM, MgSQO, 2,5 mM, NaH,PO, 2
mM, NaHCO3 18 mM, Na,SO,4 1,2 mM, EDTA 0,03 mM e glicose 11 mM), tem pH (7.4) e
aeracdo mantidos pelo borbulhamento de mistura gasosa contendo 95% de oxigénio e 5% de
géas carbonico e temperatura controlada em 37 °C por meio de um banho-maria circulante.

A exposicdo aguda ao TBT foi feita adicionando-se TBT (50uM) na solugdo de Krebs-
Henseleit durante 5 minutos. O TBT estava previamente diluido em etanol 0.4%. Os animais
experimentais foram agrupados aleatoriamente em: coracdo nao exposto a solucdo contendo

TBT (Grupo Controle) e coragdo exposto por 5 minutos a solugdo de TBT (Grupo TBT).

A pressdo de perfusdo coronariana (PPC) foi medida por um transdutor de presséo (TSD
104A- Biopac conectado a um pré-amplificador Funbec MP-100) ligado ao sistema de
perfusdo. A PPC é o produto da resisténcia coronariana pelo fluxo coronariano. Como o fluxo
é mantido constante, mudancas na pressdo coronariana podem ser diretamente relacionadas a
alteracbes na resisténcia da circulacdo coronariana. Apés a perfusdo com TBT, o éatrio
esquerdo foi aberto e um baldo de latex preenchido com agua, conectado a um transdutor de
pressdo (TSD 104A- Biopac conectado a um pré-amplificador Funbec MP-100), foi
introduzido na cavidade ventricular esquerda para controle da pressdo diastolica (PD) e
mensuracdo da pressdo sistolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE) e de suas
derivadas temporais positiva e negativa (dP/dt+ e dP/dt -). O transdutor era mantido
conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac Systems: Inc; CA) e esses
registrados foram obtidos em computador pelo software Biopac Student Lab com taxa de

amostragem de 2000 amostras / segundo.
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3.1.3 Protocolo experimental durante a perfusao do coragéo isolado

As curvas de funcdo ventricular foram obtidas por meio da medida da pressdo PSIVE
enquanto se variava a PD de 0 a 30 mmHg em intervalos de 5 mmHg (figura 3). Para a
avaliacdo da resposta inotrépica ao Ca**, a PD era mantida em 10 mmHg e a PSIVE era
registrada enquanto o coracdo era perfundido com diferentes concentracdes de Ca?*: 0,62;
1,25; 1,87; 2,5 e 3,12 mM (figura 4). A resposta dos receptores B-adrenérgicos foi avaliada
mantendo-se a PD em 10 mmHg enquanto administrava-se uma unica dose de 100 pl de

Isoproterenol a 10 M.

Curva de Frank-'Starling

150.00

mmHg

Cilcio 1,25 mM Cilcio 0,62 mM

Figura 3 Registro representativo da curva de Frank Starling, onde foram medidas as
variacGes da pressdo sistolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE mmHg) nas
concentragdes de Ca®* de 0,62 e 1,25 mM para 0s aumentos crescentes da pressdo diastélica

do ventriculo esquerdo (PD) de 0 até 30 mmHg em intervalos de 5 mmHg.
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Figura 4 Registro representativo do efeito inotropico positivo em concentracfes crescentes de
Ca®* extracelular (0,62; 1,25; 1,87; 2,5 e 3,12 mM)

3.2. Avaliacéo do estresse oxidativo miocardico

3.2.1 Papel das EROs nos efeitos agudos do TBT sobre a contratilidade do musculo

cardiaco

Para avaliar a participacdo de EROs nos efeitos do TBT sobre a contratilidade miocéardica, 0s

coracOes foram perfundidos na presenca dos seguintes antioxidantes:
« Tiron (500 uM): varredor de anion superdxido (Oze)
* Tempol (100 uM): mimético da enzima superoxido dismutase

* Apocinina (100 pM): um inibidor seletivo da NADPH oxidase, uma das principais enzimas

formadoras de radicais livres

* Losartan (10uM): bloqueador do receptor AT1

3.2.2 Avaliaciio “in situ” do O, pela técnica de fluorescéncia com dihidroetidio

A fluorescéncia oxidativa ao dihidroetidio (DHE) foi utilizada para avaliar a producgdo de O+

in situ, e os procedimentos se seguiram como previamente descrito (Nunes et al., 2014). O
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DHE é um derivado do etidio que em contato com 0 O,+ oxida-se e posteriormente se liga ao
DNA das células emitindo fluorescéncia vermelha. Ao final de cada experimento com
coracOes isolados, tiras da parede livre do ventriculo esquerdo com aproximadamente 5 mm
de comprimento foram cortadas e imersas em solucdo nutridora de Krebs com tampdo -
HEPES na presenca de 20% de sacarose durante uma hora. O tecido foi armazenado em meio
de inclusdo para criostato a —80° C até o momento de realizacdo dos cortes. As sec¢des do
musculo cardiaco medindo 10 um de espessura foram obtidas com o auxilio de um criostato e
colocadas em laminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo com DHE. As
laminas foram mantidas em estufa a 37°C por uma hora para retirar o meio de inclusdo. A
seguir as seccdes foram incubadas com solucdo tampédo de Krebs-HEPES contendo DHE (2
puM) em camara imida e protegida da luz, a temperatura de 37°C por 30 min. Apds este
periodo as laminas foram montadas com meio de montagem (Erv-Mount, Easy Path) e a
laminula foi inserida sobre as amostras na lamina. As imagens das sec¢des de coracdo foram
detectadas com microscopio de fluorescéncia invertido (Leica DM 2500) usando filtro 568
nm, no aumento de 10x e fotografadas com a cdmera acoplada ao microscépio (Leica DFC
310 FX). A densidade de fluorescéncia média foi calculada usando o software Image J.
Também foi feita a medicdo da producdo in situ Oy in vitro em tiras de VE de
aproximadamente 5 mm de comprimento expostas por 15 minutos ao TBT (50 uM) e aos
antioxidantes Tiron (500 uM), Tempol (100 uM) e Losartan (10 uM ). O protocolo foi

semelhante ao descrito acima.

3.2.3 Medicao dos sparks, contetido e transiente de Ca’* do RS em cardiomidcitos

Ratos Wistar machos pesando 250 + 15 g com 2,2 meses de idade foram anestesiados com
isoflurano. Apds a toracotomia, 0s coracGes foram rapidamente retirados, montados em um
aparelho de Langendorff e perfundidos com solucdo contendo colagenase a 37 ° C. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
laboratdrio e foram aprovados pelo Comité Institucional de Cuidados e Uso Animal aprovado

pela Universidade da California em Davis.
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3.2.3.1 Cardiomiécitos Permeabilizados: analise dos Sparks de Ca**

As anélises dos sparks em cardiomidcitos ventriculares enzimaticamente dissociados,
foram realizadas em células permeabilizadas. As células foram plaqueadas em laminulas
revestidas com 5 uL de laminina (natural mouse laminina Invitrogen 1,20 mg/mL) durante 20
minutos. Os cardiomidcitos intactos foram suspensos em solucdo interna contendo (em mM)
aspartato de potéssio, 0,5 EGTA, 1,0 MgCl,, dextran 8 %, 1,0 ATP-2Na, 5,0 glutationa
redutase, 10,0 creatina fosfoquinase, CaCl, para alcancar Ca* livre 50 nM calculadas com
WIinMAXC 2.05, Stanford University) e 10 HEPES (pH ajustado para 7,2 com KOH 0.1 M) e
colocado na camara de vidro descartavel (volume final=50 pl ) durante 15 min. A membrana
celular foi permeabilizada pela adicdo de saponina 10 nM (Saponina from Quillaja Bark
Purified —Sigma) durante 30 s. Apos 30 s, a solucdo do banho foi trocada por uma solucao
interna sem saponina bem como 5 U/ml de creatina fosfoquinase, 8% de dextrano (peso
molecular = 40000) e 0,04 mM de sal de fluo4 pentapotéssio (F4-5) (Invitrogen), pH 7,2 com
KOH. As concentracdes livres de Ca’* e Mg?" desta solugdo foram de 50 nM e 1 mM,

respectivamente (calculadas com WinMAXC 2.05, Stanford University).

Os sparks de Ca** foram gravados com um microscdpio confocal de varredura a laser
no modo de varredura colocado paralelamente ao eixo longitudinal da célula em um plano
focal central (Radiance 2000 / MP, Bio-Rad; velocidade de digitalizacdo 332 linhas / S,
tamanho de pixeis = 0,12 um). O F4-5 foi excitado em 488 nm com laser de ion de argdnio, e
a fluorescéncia foi medida em comprimentos de onda > 515 nm. Todas as experiéncias foram
realizadas a temperatura ambiente de 25° C. A analise dos sparks foi feita na presenca de TBT

nas concentracdes de 10 e 10 'M.

3.2.3.2 Cardiomidcitos Intactos: medida do contetido de Ca?* do RS usando Cafeina 10

mM
Para determinacdo do estoque de Ca®* do RS os cardiomiécitos ventriculares foram
carregadas com o indicador de Ca®* por 20 minutos de incubacdo em solucdo de Tyrode
normal contendo 10 pmol de Fluo 4-AM (Invitrogen) a temperatura ambiente. As células
foram entdo plaqueadas em laminulas revestidas com 5 uL de laminina (natural mouse
laminina Invitrogen 1,20 mg/mL) durante 20 minutos com solucdo de Tyrode em mM: 140
NaCl, 4 KCI, 1.2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 glicose e 5 HEPES, pH ajustado para 7,4 com solugédo
de NaOH 0,1 M. Os cardiomidcitos foram estimulados eletricamente 7 vezes a 0,5 Hz. Em
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seguida, a estimulacdo elétrica era cessada e a célula era perfundida em uma solucéo de 10
mM de cafeina. Dessa imagem, era extraida a relacdo da variacdo da intensidade de
fluorescéncia maxima pela fluorescéncia basal (F/F0), sendo esse indice um indicador do
estoque intracelular de Ca®* do RS. As medidas foram realizadas na presenca de TBT nas
concentracdes de 10® e 10 7 M e também na presenca de Dantrolene 10 pM, um blogueador
de RyR2.

3.2.3.3 Analise do transiente de Ca®*

Para determinagéo do transiente de Ca** as células foram carregadas com o indicador de Ca?*
por 20 minutos de incubagcdo em solugdo de Tyrode contendo 10 umol de Fluo 4-AM
(Invitrogen) a temperatura ambiente. Os cardiomidcitos foram estimulados eletricamente 7
vezes a 0,5 Hz, 30 V usando um par de eletrodos de platina inseridos paralelo ao
cardiomiocito. As medidas do transiente foram realizadas na presenca de TBT nas
concentracdes de 10% e 10 7 M e também na presenca de ORM10962 (500 nM) um
bloqueador do trocador Na*/Ca®* (NCX).

3.3. Drogas e reagentes

Acido cloridrico — HCI (Merck)

Apocinina (Sigma)

Aspartato de potassio

Bicarbonato de sédio - NaHCO3; (Merck)

Cafeina (Sigma)

Cloreto de célcio dihidratado - CaCl,. 2H,0 (Merck)
Cloreto de magnésio Hexahidratado - MgCl,. 6H,0 (Merck)
Cloreto de potéassio - KCI (Merck)

Cloreto de sddio - NaCl (Vetec)

Creatina fosfoquinase (Sigma)

Dantrolene(Sigma)

Dihidroetidio (Sigma)

Dextran (Sigma)

Etanol absoluto (Sigma)

EDTA (Sigma)

Fluo 4 (Invitrogen)

Fluo 4 5K*(Invitrogen)

Fosfato de sodio monobasico - NaH,PO, (Merck)
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Glicose (Vetec)

Glutation redutase (Sigma)

HEPES (Sigma)

Hidroxido de Sodio (Merck)

KH,PO,4 (Merck)

Laminina (Invitrogen)

L-isoproterenol (Sigma)

ORM-10962 Bloqueador do trocador Na-Ca [2-(4-hydroxypiperidin-1-yl)-N-(6-((2-
phenylchroman-6-yl)oxy)pyridin-3-yl)acetamide] (Toronto Research Chemicals)
Tempol (Santa Cruz Biotechnology)

Tiron (Sigma)

Sacarose (Vetec)

Saponina (Sigma)

3.4 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como Média£tEPM e a significancia foi avaliada utilizando Teste t
Student monocaudal ou ANOVA duas vias com post hoc de Tukey, sendo que p<0,05 foi
considerado estatisticamente significante. Para a analise estatistica e construcdo dos graficos
foi utilizado o programa GraphPadPrism versao 6.01.

Os Sparks de calcio foram analisados usando o programa Spark Master. O conteido de Ca®*

do RS e o transiente foram analisados usando o programa ImageJ
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4. RESULTADOS
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4.1 Efeito Agudo do TBT sobre o Musculo Papilar

O efeito de concentracdes crescentes de TBT (10 a 10M) sobre a forca ativa desenvolvida
pelos musculos papilares esta ilustrado na figura 5. O TBT produziu uma intensa e rapida
resposta inotrépica negativa nos musculos papilares. Na concentracdo de 10 M n&o houve

mais resposta contratil nos masculos.

500 A
400
300 A

200 A

Forca (g/mg)

100 A

TBT [M]
Figura 5 Efeito de concentracdes crescentes de TBT (10° — 10%M) no desenvolvimento de

forca ativa nos musculos papilares isolados contraindo isometricamente. Cada condicdo foi

mantida por 3 minutos (n=5). Dados expressos como Média £ EPM.
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4.2 Efeito agudo do TBT 50 uM sobre o coracéo isolado

Os mecanismos que determinam o desempenho do coracdo isolado podem envolver a
regulacdo heterométrica (mecanismo de Frank Starling) e a regulagdo homeométrica como
ocorre pela ativacdo dos receptores 3 adrenérgicos. Esses parametros foram avaliados no

presente estudo em corag@es isolados usando a técnica de Lagendorff.

Para investigar os efeitos do TBT sobre a responsividade ao Ca?*, foi realizada uma curva
concentracdo-resposta frente a concentragdo crescente de Ca?* extracelular. A figura 6A
mostra uma menor resposta contratil dos coracdes perfundidos com TBT quando comparados
com o grupo Controle para concentracdes de Ca?* acima de 1,25 mM. Similarmente, também
houve reducéo na dP/dt+ (figura 6 B) embora a dP /dt- tenha sido reduzida apenas quando

analisada em termos percentuais (figura 6C).
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Figura 6 Resposta inotropica positiva frente ao aumento de Ca** extracelular de 0,62 até 3,12 mM. A:
Curva de Ca** dos grupos Controle (n=7) e TBT (50 uM, n=8) B: Valores percentuais da curva de
Ca®*; C: Primeira derivada positiva (dP/dt +) D: Valores percentuais da dP/dt + , E: Primeira derivada
negativa (dP/dt-) F: Valores percentuais da dP/dt- ;G: Registro representativo do grupo Controle e H:
Registro representativo do grupo TBT. Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 2 vias.* p<
0,05 vs Controle.
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Para avaliar se o efeito inotrépico negativo do TBT na resposta ao aumento extracelular de

Ca’* envolve a participacdo das EROs, os coracdes foram perfundidos com solugdo nutridora

contendo os antioxidantes: tiron, tempol e apocinina e o bloqueador do receptor de

angiotensina Il losartan. Como visualizado na figura 7 apenas o antioxidante tiron reverteu o

efeito inotropico negativo induzido pela perfusdo com TBT.
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Figura 7 Efeitos dos antioxidantes sobre a resposta inotrépica ao Ca*". A: Grupos Controle (n=7),
TBT (50 uM) (n=8) e TBT + Tiron (500 uM) (n=5) B: Grupos Controle, TBT e TBT + Tempol (100
uM) (n=5) C: Grupos Controle, TBT e TBT + Apocinina (30 uM) (n=4) e D: Grupo Controle, TBT e
TBT + Losartan (10 uM) (n=4). Dados expressos como Média £ EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05 vs

Controle, # p< 0,05 vs TBT.
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A figura 8 mostra a curva de fungdo ventricular com solucdo de Krebs contendo Ca?* 1,25

mM. A presenga do TBT determinou uma significativa redugdo da PSIVE frente ao aumento

da PD. A perfusdo conjunta de TBT com o antioxidante tiron reverteu essa resposta nas PD

menores ou igual a 10 mmHg evidenciando assim a participacdo das EROs nesta menor

resposta quando os coracOes sdo perfundidos com TBT. Entretanto, diferentemente do tiron,

0s outros antioxidantes ndo foram capazes de reverter a contratilidade.
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Figura 8 Curva de funcdo ventricular: Pressdo sistdlica isovolumétrica do ventriculo esquerdo
(PSIVE) e presséo diastélica (PD) em célcio 1,25 mM; A: Grupos Controle (n=7), TBT (50 uM) (n=8)
e TBT + Tiron (500 uM) (n=5) B: Grupos Controle, TBT e TBT + Tempol (100 uM) (n=5) C: Grupos
Controle, TBT e TBT + Apocinina (30 uM) (n=4) e D: Grupo Controle, TBT e TBT + Losartan (10
uM) (n=4). Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05 vs Controle ; # p< 0,05 vs

TBT.
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Na curva de funcfo ventricular com 0,62 mM de Ca®*, ndo ha alteragio na PSIVE nas

diastolicas menores que 10 mmHg dos grupos Controle e TBT (figura 9). Para as presses

diastdlicas maiores o grupo TBT passa a responder menos ao estiramento da camara cardiaca

esquerda. Para avaliar se essa reposta é mediada pelas EROs foram utilizados antioxidantes

que como ilustrado foram capazes de reverter a resposta inotropica frente ao aumento da PD.
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Figura 9 Curva de funcdo ventricular: Pressdo sistolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo
(PSIVE) e pressao diastélica (PD) em Ca® 0,62 mM; A: Grupos Controle (n=7), TBT (50 uM) (n=8)
e TBT + Tiron (500 uM) (n=4) B: Grupos Controle, TBT e TBT + Tempol (100 uM)(n=5) C: Grupos
Controle, TBT e TBT + Apocinina (30 uM)(n=4) e D: Grupo Controle, TBT e TBT + Losartan (10
uM) (n=4). Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05 vs Controle ; # p< 0,05 vs

TBT.
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A curva de funcdo ventricular é um pardmetro que reflete a funcionalidade da maquinaria
contrétil e embora a figura 8 e 9 demonstrem uma menor resposta absoluta da PSIVE frente
ao aumento da PD, o incremento relativo da PSIVE nas concentracdes de Ca®* de 1,25 e 0.62
mM foram preservadas na maioria dos valores de PD. Esse resultado demonstra que a
capacidade da maquinaria contratil responder ao estiramento muscular manteve-se preservada
apos a exposicdo ao TBT, o que sugere que o mecanismo de Frank Starling também esteja

preservado (figura 10).
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Figura 10 Curva de funcdo ventricular e valores percentuais: Pressdo sistolica isovolumétrica do
ventriculo esquerdo (PSIVE) e pressdo diastdlica (PD). A: em Ca”* 1,25 mM; B: valores percentuais
em Ca”* 1,25; C: em Ca** 0,62 mM e D: valores percentuais em Ca”* 0,62 mM dos Grupos Controle e
TBT (50 uM). Valores percentuais foram corrigidos em relagdo a PD=0 mmHg. Dados expressos

como Média £ EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05 vs Controle.
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O agonista B-adrenérgico isoproterenol foi utilizado para avaliar se o TBT agudo poderia
alterar a resposta miocardica as intervengdes inotrépicas. O efeito inotropico positivo ao
isoproterenol (100 pL, 10 M, em bolus) foi menor no grupo tratado com TBT (figura 11A).
O TBT também determinou reducdo da cinética de ativacdo e relaxamento frente a dose de
isoproterenol(figura 11 B e C).A presenca dos antioxidantes atenuou as alteracdes na resposta

R-adrenérgica porém ndo foi capaz de reverté-las.
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Figura 11 Efeitos da ativacdo B-adrenérgica por isoproterenol [Iso (100 pL, 10* M, in bolus)] no
sistema Lagendorff. A: Pressdo sistdlica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE); B:Primeira
derivada positiva (dP/dt +) e C primeira derivada negativa (dP/dt -) dos grupos Controle (n=7), TBT
(50 uM, n=8), TBT + Tiron (500 uM) (n=5), TBT + Tempol(100 uM) (n=5), TBT + Apocinina (30
uM)(n=4) and TBT + Losartan (10 uM) (n=5). Dados expressos como Média £ EPM. ANOVA 2

vias.* p<0,05 vs Controle
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Os tempos de ativacdo e relaxamento sdo os tempos despendidos, respectivamente, do inicio
da contracdo até o pico méximo da pressdo e do pico maximo até o periodo de relaxamento.
Em relacdo a esses parametros temporais da contracdo do musculo cardiaco, pode-se observar
na figura 12 que tanto o tempo de ativacdo como o tempo de relaxamento sao maiores para 0s
coragdes que foram expostos ao TBT assim como também é necessario um maior tempo para

a ativacdo B adrenérgica promovida pelo Isoproterenol.
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Figura 12 Avaliacdo dos parametros temporais da contracdo do musculo cardiaco. A: tempo de
ativacéo durante a curva de Ca®"; B: tempo de relaxamento 90 % durante a curva de Ca®"; C: Tempo
de ativacdo na dose de Isoproterenol (100 pL, 10“ M, in bolus) e D: tempo de relaxamento 90% na
dose de isoproterenol dos grupos Controle (n=7) e TBT (50 uM, n=8). Dados expressos como Média +
EPM. ANOVA 2 vias e Teste t (Isoproterenol)* p<0,05 vs Controle.
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Os resultados obtidos até agora mostram que o TBT altera significativamente a resposta ao
Ca®*, a curva de Frank Starling bem como a resposta R adrenérgica. Outro parametro que pode
ser avaliado é a pressao de perfusdo coronariana. Como mostrado na figura 13 a PPC basal

esta significativamente aumentada no grupo TBT. A presenca dos antioxidantes ndo reverteu

aumento da PPC.
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Figura 13 Valores basais de parametros coronarianos. Pressao de perfusdo coronariana (PPC)
dos grupos Controle (n=7), TBT (50uM, n=8), TBT + Tiron (500uM) (n=5),TBT +
Tempol(100 uM) (n=5), TBT + Apocinina (30 uM)(n=4) and TBT + Losartan (10 puM)
(n=5). Dados expressos como Média £ EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05 vs Controle
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4.3 Avaliagdo do estresse oxidativo miocardico

A producdo in situ de O,” ap6s os protocolos com o coracdo isolado esta representada na
figura 14. Como esperado, houve um aumento significativo do stress oxidativo nos coracgoes
que foram expostos ao TBT. A apocinina e o tiron ndo foram capazes de reverter esse

aumento ao passo que o tempol e o losartan diminuiram a produc&o in situ de O,” mostrando

assim a um possivel papel da angiotensina Il e da SOD desmutase na mediacdo das respostas
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Figura 14 Deteccdo in situ de &nion superoxido. Micrografias de fluorescéncia do coragdo
coradas com o corante sensivel ao O~ DHE (fluorescéncia vermelha) foram obtidas dos
grupos Controle (n=4), TBT (n=4), TBT + Tiron (500 uM) (n=4), TBT + Tempol(100 pM)
(n=4), TBT + Apocinina (30 uM)(n=4) e TBT + Losartan (10 uM) (n=4). Imagens foram
adquiridas em idénticas configuragdes. Dados expressos como Média + EPM.* p < 0.05 vs

Controle, #p <0.05vs TBT .
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Para confirmar a detecgdo in situ de O,” ap0s os protocolos com o coragéo isolado, foi feita
uma nova medicdo de produgdo de EROs em tiras de VE incubadas in vitro com TBT (50
uM) e com os antioxidantes por 15 minutos. Na figura 15 é possivel visualizar que o TBT
novamente aumentou a producéo in situ de O,” quando comparado com o grupo controle e

todos antioxidantes foram capazes de proteger esse aumento.
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Figura 15 Deteccéo in situ de anion superéxido in vitro ap6s 15 min de incubacdo com TBT(50 uM) e
antioxidantes. Micrografias de fluorescéncia do coracdo coradas com o corante sensivel ao O,s~ DHE
(fluorescéncia vermelha) foram obtidas dos grupos Controle (n=3), TBT (n=3), TBT + Tiron (500 uM)
(n=3), TBT + Tempol(100 uM) (n=3) e TBT + Losartan (10 pM) (n=3). Imagens foram adquiridas em
idénticas configuracdes. Dados expressos como Média + EPM.* p < 0.05 vs Controle, # p < 0.05 vs
TBT
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4.4 Spark de Ca?*

Os resultados referentes aos sparks de Ca®*estéo representados na figura 16. Observa-se que
a frequéncia dos sparks foi significativamente maior no grupo TBT 10'M apés 5 e 10
minutos de exposicédo a este composto. Concomitante, ocorreu uma diminuicdo da amplitude
ap6s 10 minutos de exposicdo ao TBT 10”'M sugerindo uma diminuicdo do estoque de Ca**
do RS. A figura 16 C mostra a representacdo dos sparks nos grupos Controle, TBT 10® e 10°

"M apés 5 minutos de exposicdo ao TBT.
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Figura 16 Analise dos sparks de Ca®* no cardiomiécito. A: frequéncia; B: amplitude e C:
representacao dos sparks de Ca®* ap6s 5 minutos dos grupos Controle (n=4), TBT 10'M (n=4) e TBT
10*M (n=4). Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05 vs Controle



A largura total dos sparks na metade da amplitude maxima (FWHM) foi significativamente

menor apds 10 minutos de exposicdo ao TBT 10 ’M (figura 17 A).
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Figura 17 A: FWHM e B: FDHM dos grupos Controle (n=4) e TBT 10'M (n=4). Dados expressos
como Média £ EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05
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Para avaliar o efeito do TBT sobre o transiente de Ca®* em cardiomiécitos isolados e intactos,
as células foram eletricamente estimuladas a 0,5 Hz via eletrodos extracelulares. O pico no
transiente de Ca* foi significativamente reduzido ap6s a exposicdo ao TBT 10'M indicando
prejuizo na cinética de Ca®* no RS. Na figura 18 A é possivel visualizar que o Ca** ndo é

completamente recaptado quando o estimulo é cessado.
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Figura 18 Transiente de Ca®* em cardiomiécitos intactos dos grupos Controle (n=15) e TBT 10" M
(n=3). A: Imagens confocais representativas do transiente de Ca* antes e depois da adigio de TBT e
B: Transiente de Ca**. Os dados de fluorescéncia foram normalizados como AF / F,, onde AF é a
intensidade de fluorescéncia e F, é a fluorescéncia média em repouso. Dados expressos como Média £
EPM. Teste t, *p<0,05 vs Controle.
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O contetido de Ca®* foi avaliado pela adicéo de cafeina em cardiomidcitos intactos. O TBT 10°
"M reduziu significativamente o contetido de Ca’* quando comparado ao grupo Controle
(figura 19 A). Para avaliar se o dantrolene, antagonista de RyR2, pode prevenir essa resposta,
foi adicionado dantrolene previamente a adicdo de TBT. A inibicdo de RyR2 preveniu a
diminuicdo do contetido de Ca?* na presenca do TBT (figura 19 C). As figuras 19 B e D,
ilustram o registro das analises dos contetidos de Ca?*.
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Figura 19 Conteudo de Ca”* em cardiomiécitos intactos de ratos. A: Pico de liberagdo de Ca**do RS
induzido por cafeina (10 mM) B: Representacdo da liberagdo de Ca®* do RS induzida por cafeina dos
grupos Controle (n=4) e TBT 10~ (n=3) C: Efeitos do dantrolene (10 pM) na liberacdo de Ca**
induzida por cafeina dos grupos Controle (n=2) e TBT 10" (n=2) e D: Representacdo dos efeitos do
dantrolene dos grupos Controle + Dantrolene e TBT 107+ Dantrolene. Os dados de fluorescéncia
foram normalizados como AF / Fy, onde AF ¢é a intensidade de fluorescéncia e F, € a fluorescéncia

média em repouso. Dados expressos como Média £ EPM. Teste t, *p<0,05 TBT vs Controle.
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Para avaliar o papel do trocador Na-/Ca”* no transiente de Ca** de cardiomidcitos intacto, foi
feito o bloqueio do trocador Na/Ca?* que indicou que houve reducdo do transiente nos
cardiomidcitos expostos ao TBT quando comparado ao grupo Controle (figura 20). Porém,
essa diminuicdo do transiente € semelhante a que foi observada na auséncia do bloqueador do

trocador.
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133333033339
I N

B 2.0 7

sy | T

AFIF,

*

AL =

T
CT TBT10°M TBT 10 M

Figura 20 Efeitos do bloqueio do trocador Na*'Ca®* no transiente de Ca®* de cardiomiécitos intactos.
A: Imagem representativa do transiente de Ca’* e B: Transiente de Ca”* dos grupos Controle + NCX
blocker (n=3) e TBT 10+ NCX blocker (n=3). Os dados de fluorescéncia foram normalizados como
AF / Fy, onde AF ¢ a intensidade de fluorescéncia e Fy é a fluorescéncia média em repouso. . Dados

expressos como Média + EPM. Teste t, * p<0,05 vs Controle.
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Um dos indicios de sobrecarga de Ca®* intracelular é o aumento da pressdo diastélica. A
figura 21 mostra que durante a curva de Ca®* nos coracdes isolados, a PD dos coragdes
expostos ao TBT tende a aumentar conforme se aumenta a concentragdo de Ca”" na solugéo

nutridora e é significativamente maior na Gltima concentracio da curva de calcio. E possivel

notar a instabilidade da PD no grupo TBT.
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Figura 21 Presséo diast6lica em corages isolados. A: durante a curva de Ca®* e B: antes e apds a

realizacdo de todos os protocolos dos grupos Controle (n=7) e TBT (50 u M, n=8) em coragdes
isolados pela técnica de Langendorff. Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 2 vias.* p<0,05

vs Controle.
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5. DISCUSSAO
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Neste estudo investigamos os efeitos agudos do TBT sobre a contratilidade miocardica em
coragdes isolados e em cardiomidcitos. Os principais resultados obtidos neste estudo apontam
que a exposicdo aguda ao TBT 50uM é responsavel por prejudicar a contratilidade do
ventriculo esquerdo e parece depender de um prejuizo na fungdo do RS. A perfusdo com TBT
50 uM durante 5 min foi capaz de aumentar a producdo de EROS que poderiam estar
envolvida na resposta inotrépica negativa deste organoestanho.

A funcdo cardiaca foi estudada em coragfes isolados expostos ao TBT (50 uM) durante 5
minutos e perfundidos de acordo com a técnica de Langendorff. Essa concentracdo foi
escolhida baseada no célculo do EC50 obtido da curva de concentracGes resposta ao TBT (10

% _102M) nos musculos papilares isolados contraindo isometricamente.

O efeito inotrépico negativo observado no grupo TBT poderia ser dependente de sua acao
sobre as proteinas contrateis. Avaliamos o efeito do TBT sobre a maquinaria contrétil, de
maneira indireta, por meio da analise da curva estiramento tensdo, a qual € dependente das
proteinas contrateis e também das proteinas regulatorias da contratilidade como a TnC e a
titina. A base do mecanismo de Frank Starling é o aumento da forca quando o musculo é
estirado. Os mecanismos celulares subjacentes a resposta de Frank Starling incluem um
aumento na sensibilidade ao miofilamento para Ca*" diminuicio do espacamento da rede de
miofilamentos conhecido como efeito Laticce, e aumento da cooperatividade do filamento
fino (Starling e Visscher, 1927). O incremento relativo da PSIVE nas concentracdes de Ca* de
1,25 e 0.62 mM foi preservado na maioria dos valores de PD. Esse resultado demonstra que a
capacidade da maquinaria contratil responder ao estiramento muscular manteve-se preservada
apos a exposicdo ao TBT, o que sugere que o mecanismo de Frank Starling também esteja
preservado. Como o mecanismo de Frank Starling depende grandemente da maquinaria
contratil, especialmente dos filamentos de titina, é possivel que o TBT esteja produzindo um
efeito inotropico negativo mais dependente de mecanismos homeométricos que envolvam o

movimento de Ca?* intracelular.

A regulacdo homeométrica foi analisada por meio da curva de concentragdes crescentes de
Ca’* e também pela resposta p-adrenérgica. A resposta inotrépica a este fon e também ao
isoproterenol foi significativamente reduzida quando comparada ao grupo controle em
coraces isolados, sustentando assim a hipotese de que a reducdo da contratilidade promovida
pelo TBT envolve principalmente o movimento de Ca** intracelular. Conhecidamente, os

compostos organoestanicos afetam o transporte de Ca’* em diferentes tipos celulares (Isomura
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et al., 2013, Gennari et al, 2000). Os resultados obtidos por Isomura et al. 2013, sugeriram
que o TBT 700 nM em células de neuroblastoma humano aumentam a concentragdo de Ca**
intracelular por liberar Ca** do RS causando o chamado estresse do RS o qual é caracterizado
pela perturbacéo na homeostase do Ca** intracelular. De modo semelhante, os nossos dados
em conjunto indicam que a alteracdo no movimento de Ca** est4 associada com prejuizo na
funcdo do RS provocado pela exposicdo ao TBT. Também € importante ressaltar que as EROs
parecem influenciar na menor reposta a0 Ca*" visto que a presenca do antioxidante tiron

reverteu parcialmente esta resposta.

A ativacao dos receptores B-adrenérgicos também é uma forma de avaliar a regulacdo
homeométrica cardiaca. Os resultados obtidos mostraram que o TBT reduziu
significativamente as respostas inotropicas e lusitropicas B-adrenérgicas. A ligacdo de
agonistas, tal como o isoproterenol, induz a formacéo de producéo de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) a partir de ATP através da acdo da enzima adenilato ciclase (Xiang, 2011).
Evidéncias indicam que compostos organoestanicos, como o trietilestanho e o trifenilestanho
inibem a adenilato ciclase em cérebro de ratos, reduzindo assim os niveis de AMPc (Leow et
al, 1979). Portanto, as alteracBes nas resposta  adrenérgicas encontradas no presente estudo
podem estar associadas com uma diminui¢do dos nives de AMPc. Adicionalmente, Cameron
et al 1991, sugeriu que os triorganoestanicos inibem a atividade da Na"K*-ATPase. Uma vez
que a Na'K'-ATPase esta envolvida no transporte ativo de catecolaminas, os
triorganoestanicos ndo so inibem o transporte de catecolaminas mas também, em certa
medida, afetam a ligacdo das catecolaminas aos seus receptores contribuindo assim para uma

menor resposta adrenérgica.

Além das alteracbes na resposta inotropica, o TBT também interferiu nos parametros
temporais da contracdo do musculo cardiaco, aumentando tanto o tempo de ativagdo quanto o
tempo de relaxamento. O transporte de Ca?* pelo RS cardiaco tem um papel chave no AECC,
onde a liberacéo de Ca?* do RS induz a contracéo e o re-actimulo de Ca®* pelo RS por meio da
atividade da SERCAZ2a leva ao relaxamento (Bers, 2002). Kodavanti et al. 1991 realizaram
experimentos para avaliar o efeito do TBT (ICs=2uM), e outros organoestanicos
(trietilestanho e trimetilestanho) na SERCA de ratos, bem como em proteinas do RS. Os
autores relataram que todos os composto testados inibiram a atividade da SERCA de uma
maneira concentragdo dependente, fato este que pode afetar o0 mecanismo de bombeamento de
Ca’ * para o RS. Se a recaptacdo de Ca’* no RS for prejudicada, entdo pode ocorrer uma
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sobrecarga de Ca? * no citosol e consequentemente os parametros temporais da contrac&o
serdo afetados. No nosso estudo, a liberacio e a recaptacdo de Ca’* pelo RS foi medida
através da analise do transiente de Ca®* em cardiomiécitos intactos que evidenciou uma queda
no pico do transiente de cardiomidcitos expostos ao TBT. Esses dados sugerem fortemente
que o TBT prejudica a liberacéo e a recaptacéo de Ca’* pelo RS podendo ent#o alterar todo

funcionamento normal da célula cardiaca.

No6s acreditamos que a reducdo do transiente de Ca”" também pode estar relacionada a
alteracdes do potencial de membrana promovido pelo TBT. Chikahisa e Oyama, 1992,
mostraram que o TBT na concentracdo de 10'M pode promover o influxo de Ca®*" em
timacitos e resultar em hiperpolarizacdo da membrana por ativar correntes de K dependentes
de Ca*" (lxca). O bloqueio dos canais para K dependentes de Ca®* com quinina impediu a
hiperpolarizagdo. Adicionalmente, como citado anteriormente o TBT pode inibir a atividade
da Na'K*-ATPase. Esses fatores em conjunto podem afetar o potencial de membrana dos

cardiomiocitos alterando assim a sua excitabilidade .

A exposicdo ao TBT aumentou a frequéncia e diminuiu a amplitude dos sparks. Esses dados
sdo consistentes com o fato de que o aumento da frequéncia dos sparks aumenta o efluxo de
Ca®* do RS ocasionando uma deplecdo dos estoques de Ca®* do RS. Considerando que o TBT
também pode estar inibindo a SERCAZ2a, prejudicando a recaptacdo de Ca®* , depletando
ainda mais os estoques do RS e levando ent&o a uma sobrecarga de Ca”* diastdlico no citosol.
O contetido de Ca?* do RS foi avaliado pela adicdo de cafeina 10 mM nos cardiomiécitos
intactos expostos ao TBT que confirma esta hipétese. A reducdo do contelido de Ca**foi
revertida na presenca de dantrolene, inibidor de RyR2. Esse resultado sugere que o efeito
inotropico negativo induzido pelo TBT deve depender, pelo menos em parte, de sua agédo
sobre RyR2 nos cardiomiocitos de ratos. O mecanismo pelo qual o TBT age no RyR2 precisa
ser melhor investigado, no entanto é possivel que os RyR2 possam ter sido oxidados pelos
radicais livres, o que os torna mais instaveis, levando ao aumento da frequéncia dos sparks e
consequentemente ao esvaziamento do RS. As EROs desempenham um papel importante
como segundos mensageiros na homeostase cardiaca e sdo capazes de oxidar RyR2. A
ativagdo oxidativa do RyR2 pode ser importante em termos de regulacdo da contragdo
cardiaca bem como do relaxamento, uma vez que a ativacdo de RyR2 influencia
sensivelmente a concentracdo local de Ca** citosélica (Kohler, 2013). Oda et al, 2015

mostraram que a oxidacdo de RyR2 promovida por H,O, reduz a afinidade da calmodulina e
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leva a mudancas conformacionais de RyR2. Sabendo-se que os eventos de liberacdo
espontaneas de Ca?* durante a diastole, os sparks de Ca?*, sdo provenientes da abertura dos
RyR2 quando a célula esta em repouso, a oxidacdo de RyR2 pelas EROs pode ser uma
possivel causa do aumento da frequéncia de sparks neste estudo, visto que demonstramos que

0 TBT aumentou a produgdo de EROs no musculo cardiaco.

Embora ndo tenhamos analisado por qual mecanismo o TBT atuaria inibindo a SERCA
evidéncias mostram que 0s organoestanicos podem interagir com os grupos tiol da SERCA
resultando na sua inibicdo (Sahib e Desaiah, 1987). Ndo podemos descartar também a
possibilidade de a inibicdo ser devido a inibicdo da sintese de ATP. O TBT vem sendo
identificado como um potente inibidor da ATP sintase na mitocondria. (Aldridge,1976;
Matsuno-Yagi e Hatefi, 1993; Von et al., 2004), uma vez que o transporte ativo de Ca 2*
através do RS é um processo que requer energia, 0 potente efeito inibitério do TBT na
producdo de ATP pode levar a diminuicdo/falta de disponibilidade de substrato para

translocacéo de Ca** e dessa forma assim inibir a SERCA.

Em ratos, a atividade da SERCA é responséavel por cerca de 90% da recaptagdo do Ca”" ap6s
a contragdo enquanto que o trocador Na/Ca> (7%) e a bomba de Ca** da membrana (1%)
possuem uma menor participacio na extrusdo de Ca®* (Bers, 2002). Como a recaptacdo de
Ca®* pela SERCA pode estar inibida, entdo supomos que a recaptacéo seria basicamente pela
atividade do trocador Na+/Ca». Para explorar esta possibilidade foi feito o blogqueio do
trocador Na/Ca> que reduziu o transiente de Ca®* nos cardiomiécitos de ambos os grupos.

Assim, parece que a funcéo do trocador Na*/Ca?* néo foi afetada pelo TBT.

Como j4 exposto, o TBT parece estar promovendo aumento do Ca** diastdlico possivelmente
devido ao aumento da frequéncia dos sparks e prejuizo na recaptacdo de Ca** pelo RS. A
sobrecarga de Ca®* no citosol pode resultar em aumento da pressdo diastdlica e,
consequentemente menos Ca?* estara disponivel para a sfstole gerando, portanto, diminuicéo
da forca de contracdo (Vassalle e Lin, 2004). Nossos achados mostraram elevacdo da pressdo
diastélica em coracOes isolados, principalmente quando o coragdo foi perfundido com
concentracdes maiores de Ca’*, sendo este, portanto, indicio que a exposicdo ao TBT

promove sobrecarga de Ca®* diastélico no coragéo.

Em geral os cardiomidcitos apresentam diferentes vias para aumentar [Ca]i , incluindo os

canais de Ca** na membrana celular e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) - e liberacdo de Ca**
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sensivel a RyR2. O estudo de Unno et al 2009, demonstrou que o TBT facilita a entrada de
Ca®* no citosol através de canais para Ca?* voltagem dependente do tipo L em células
neurais PC12. Alguns estudos, como o de Unno, mostram que a origem do aumento de Ca** ¢
extracelular (Chikahisa e Oyama, 1992). Por outro lado, outros autores demonstraram que a
retirada do Ca”* extracelular ndo afetou o aumento da [Ca’+]i (Viviani et al. 1995, Isomura et
al. 2013).

Muitos estudos vém demonstrando que a exposi¢do ao TBT induz ao aumento da geracdo de
EROs com subsequentes danos oxidativos em diversos sistemas como o vascular, neural,
reprodutivo, imunologico, células linfocitos-T e neuroblastoma em modelos in vivo e in vitro
(Ishihara et al., 2012; Katika et al., 2011; Kato et al., 2013; Isomura et al., 2013; Mitra et al.,
2014, Rodrigues et al., 2014, Nishimura et al., 2015, Ximenes, 2016). De modo semelhante,
nossos dados demonstraram um aumento da producdo de O, nos coracdes perfundidos com
TBT 50 uM quando comparado com o grupo Controle. O aumento de EROs pode ser
atribuido a interacdo direta de compostos organoestanicos com grupos -SH livres em
(Milaeva et al., 2006). No nosso estudo, quando o coracéo foi perfundido por TBT e Tempol,
o qual € um mimético da SOD, houve uma diminuicdo na detec¢do da producdo in situ de
O,". O Losartan que é um bloqueador dos receptores AT1 também foi capaz de reduzir a
producdo de EROs mostrando uma possivel ativacdo de receptores para angiotensina Il no
aumento da producédo de EROs.
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CONCLUSAO

A exposicdo aguda ao TBT 50 pM promoveu efeito inotrépico negativo no coragéo,
aumentou a producdo cardiaca de EROs, diminuiu o contetido de Ca** do RS e aumentou a
frequéncia espontanea dos sparks de Ca®*. Os resultados sugerem que o TBT atue sobre as
proteinas reguladoras do movimento de Ca®* desestabilizando o receptor de RyR2 e reduzindo
a atividade da bomba de Ca** do RS, SERCA2a, que parecem ser modulados, pelo menos em

parte, pelas EROs (figura 22).
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Figura 22 Hipotese dos possiveis mecanismos de a¢do envolvidos na cardiotoxidade do TBT
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