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Resumo

Com o advento da técnica de isolamento de células cardi-
acas por digestdo enzimatica, tornaram-se possiveis inu-
meros estudos sobre a atividade contratil cardiaca. Muito
se tem progredido no estudo do acoplamento excitagdo-
contragdo no coragdo sadio e doente. Contudo, na situacao
fisioldgica, as células do coracdo estdo submetidas a pres-
sdes da ordem de 100 mmHg durante parte do ciclo cardi-
aco, condigdo na qual se desconhece o comportamento dos
midcitos, provavelmente pela dificuldade de montagem
de preparagdo adequada. Com a possibilidade de medi-
¢do de encurtamento celular por meio da detec¢do de bor-
da de sinal de video, realizamos um estudo do efeito de
niveis diferentes de pressdo, na faixa fisiolégica, sobre a
atividade contratil de midcitos ventriculares isolados de
ratos adultos, usando para isto uma cdmara de perfusdo
desenvolvida no nosso laboratério. Os resultados indica-
ram que, para pressdes supra-atmosféricas de até 140
mmHg, o limiar estimulatério, amplitude do encurtamen-
to, tempo para encurtamento maximo e duragao total da
contragdo nédo foram afetados significativamente. Conclu-
imos que a pressdo hidrostética aplicada ndo deve subme-
ter os midcitos a qualquer tensdo, indicando que estes
aparentemente comportam-se como recipientes homogene-
amente preenchidos de fluido incompressivel.
Palavras-chaves: Atividade contratil, Coragdo, Encurta-
mento celular, Midcitos cardiacos isolados, Pressao
hidrostatica.

Abstract

With the advent of the techniques for cardiac cell isolation by
enzimatic digestion, a great number of studies concerning cardiac
contractile activity became feasible. Particularly, substantial
progress has been made in the understanding of excitation-
contraction coupling in both healthy and diseased heart.
Although under physiological conditions the heart chambers
experience pressures above 100 mmHg, information on the
behavior of isolated cardiac myocytes under supra-atmospheric
pressure is scarce in literature, probably due to the intrinsic
difficulties of this type of experiment. With the possibility of
measuring cell shortening by video image edge detection, we
were able to study contractile activity of isolated adult rat myocytes
at different levels of hydrostatic pressure, using a perfusion chamber
developed in our laboratory. Our results indicate that hydrostatic
pressure from 0 to 140 mm Hg did not affect significantly the
threshold for electrical stimulation, peak cell shortening and
contraction time-course. We conclude that, under this range of
supra-atmospheric pressure, cardiac cells behave as a closed
compartment homogeneously filled with incompressible fluid.
Keywords: Cell shortening, Contractile activity, Heart,
Hydrostatic pressure, Isolated cardiac myocytes.
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Extended Abstract

Introduction

With the advent of the techniques for cardiac cell isolation
by enzimatic digestion, a great number of studies
concerning cardiac contractile activity became feasible.
Particularly, substantial progress have been made in the
understanding of excitation-contraction coupling in both
healthy and diseased heart. Although under physiological
conditions the heart chambers experience pressures above
100 mm Hg, information on the behavior of isolated cardiac
myocytes under supra-atmospheric pressure is scarce in
literature, probably due to the intrinsic difficulties of this
type of experiment. With the possibility of measuring cell
shortening by video image edge detection, we were able to
study contractile activity of isolated adult rat myocytes at
different levels of hydrostatic pressure, using a perfusion
chamber developed in our laboratory. Our results indicate
that hydrostatic pressure from 0 to 140 mm Hg did not
affect significantly the threshold for electrical stimulation,
peak cell shortening and contraction time-course. We
conclude that, under this range of supra-atmospheric
pressure, cardiac cells behave as a closed compartment

homogeneously filled with incompressible fluid.

Materials and Methods

We used ventricular myocytes isolated by enzimatic
digestion (Bassani et al., 1992) from adult male Wistar rats.
Cells were plated on a plexiglas chamber designed for
pressurized condition (Fig. 1) and perfused with normal
Tyrode solution (mM): NaCl 140; KCl 6; MgCl, 1.5; HEPES
5; glicose 11.1 e CaCl, 1; pH 7.4 at 23 °C. Cell contractions
was monitored through the glass window which formed the
bottom of the chamber by a video camera set-up. Cell
shortening, which was measured with a video edge detector,
was expressed as percent of resting cell length (RCL). After
cells were equilibrated in Tyrode solution under electric
field stimulation by a pair of parallel platinum electrodes
(0.5 Hz, 2ms duration), stimulation threshold was
determined and voltage amplitude was set to 20% above
threshold level.

Pressure inside the chamber was monitored by using
an aneroid pressure-meter connected to the perfusion line.
Solution flow rate was set to 2 ml/min at a given pressure
by adjusting the input pressure (applied to the perfusion

line by a rubber bulb assembly) and output resistance.

Revista Brasileira de Engenharia Biomédica/v. 16/n. 3

Brazilian Journal of Biomedical Enginnering / v. 16 / n. 3

Before measuring contractions, solution flow was
interrupted, the desired pressure level (40, 80, 120 or 140
mm Hg) was applied, and, after contraction amplitude
stabilized, the output signal from the video edge detector
(at least 10 contractions) was acquired and stored in a 486
PC type computer. Application of supra-atmospheric
pressures was always preceded by contraction measurement
at zero mm Hg.

Statistical comparison of the stimulation threshold, as
well as of contraction parameters (i.e., peak shortening,
time to peak shortening and total contraction duration)
was performed by one-way analysis of variance (statistical
significance for P< 0.05).

Results

Figure 4 summarizes the main results obtained. Cell
contraction was not changed even when cells were under
pressure greater than 120 mm Hg. There were no changes
in either peak shortening (average of 8.4 + 0.4 % of RCL)
or in time course of the contractions. Supra-atmospheric
pressure also failed to affect the threshold for cell electrical

stimulation.

Discussion

Pressure overload of the heart, generating mechanical stress
on cardiac cells, is an important signal for cell hypertrophy
(Opie, 1998). However, our results suggest that pressure
application upon isolated cardiac myocytes has not resulted
in cell stretch. If cells had been submitted to stretch,
increase in contraction amplitude would have been
expected, since stretch has been shown to cause opening of
sacolemmal calcium channels and increase the amount of
calcium stored in the sarcoplasmic reticulum, which is the
main source of contraction-activating calcium in mammalian
heart (Bluhm & Lew, 1995; Crozatier, 1996).

If external pressure increase did not generate either
stretch or tension, it would be plausible to concluded that,
as a first order approximation, the isolated cardiac myocyte,
under the present experimental conditions, behaves as a
uniform compartment filled by homogeneously distributed,
incompressible fluid.

We cannot discard the possibility that late changes (e.g.,
in genetic expression) might occur, even though acute
responses were not present during the time-frame of our
experiments. This possibility is presently under

investigation in our laboratory.



Introducao

Em condigoes fisioldgicas e em repouso, o coragao
trabalha em um regime alternado de pressdo, que
varia, dentro da cAmara ventricular esquerda, de cerca
de 5 mm Hg na diastole para cerca de 120 mmHg na
sistole. Isto significa que as células ventriculares
experimentam pressdes supra-atmosféricas durante
todo o ciclo cardiaco.

Com o advento da técnica de isolamento de
midcitos ventriculares por digestdo enzimatica
(Powell et al., 1980; Silver et al., 1983; Farmer et al.,
1983; Capogrossi et al., 1986), tornaram-se possiveis
estudos de diversas naturezas, buscando conhecer
melhor os mecanismos envolvidos na contragao
muscular cardiaca. Com esta técnica pode-se, por
exemplo, estudar os principais mecanismos envolvi-
dos no processo de acoplamento excitagdo-contragéo
no musculo cardiaco (Bers, 1991), além de uma
infinidade de outros estudos envolvendo atividades
elétrica e contratil. Nao temos conhecimento, contudo,
de qualquer trabalho que tenha procurado utilizar,
como parte das condi¢des experimentais, a condigao
de pressurizacdo, visando estabelecer proximidade
com a situacdo fisiolégica. E possivel que as dificulda-
des inerentes ao isolamento de células, associadas a
relativa inacessibilidade das células em camaras
fechadas, tenham desencorajado o desenvolvimento
deste tipo de estudo.

E sabido que fatores fisicos como a forca da
gravidade, tensao, pressao e forca de cisalhamento afetam
o crescimento e remodelamento de tecidos biolégicos
em nivel celular (Ingber, 1997). O fato concreto é que
ainda ndo se sabe claramente como os eventos mecanicos
sdo transformados em sinais bioldgicos e qual seria a
entrada (estimulo fisico) realmente adequada, embora
esteja bem definido que crescimento celular, diferen-
ciagdo, secregdo e outras respostas biolégicas podem ser
afetadas pelo stress mecanico.

Com uso da técnica de medigado de encurtamento
por detecgdo de borda de sinal de video, j4 amplamen-
te utilizada ha varios anos em nosso laboratorio,
tornou-se possivel acesso a um parametro da ativi-
dade contratil, o encurtamento celular, de modo nao-
invasivo a célula. Nosso objetivo no presente trabalho
foi construir um dispositivo para medi¢do de
encurtamento celular em regime de pressdes proximas
a faixa fisioldgica e estudar o efeito de diferentes niveis
de pressao hidrostatica sobre o limiar estimulatério, a
amplitude das contragdes e o curso temporal do
encurtamento desenvolvido por midcitos ventricu-
lares isolados de rato.

hid, P
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Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos, pesando 300-
400 g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB)
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
Os animais foram alojados em gaiolas coletivas no
biotério do Centro de Engenharia Biomédica (CEB)
da UNICAMP, recebendo agua e ragdo ad libitum, e
ndo sofreram manipulacdo experimental até o dia do
sacrificio.

Solugdes Fisioldgicas

* Solucdo de Tyrode (mM): NaCl 140; KCl 6; MgCl,
1,5; HEPES 5; glicose 11,1 e CaCl, 1; pH 7,4 a 23 °C.

* Solugdo de Krebs-Henseleit modificada para isola-
mento de células (KH-I, mM): NaCl 131,4; KCI
4,6, KH,PO, 1,2; NaHCO, 8,6; MgSO, 2,4; glicose
11,1; pH 7,2 a 37° C, saturado com 95% O,, 5%
Cco,.

« Solugdo de Tyrode para isolamento de células (Tyr-
I, mM): NaCl 140; KCl 4,5; MgCl, 2,4; HEPES 10;
glicose 11,1; pH 7,2 a 37° C.

Isolamento de Células

As células ventriculares foram isoladas por digestdo
enzimatica conforme ja descrito previamente (Bassani
et al., 1992). De modo simplificado, o coragdo foi
perfundido a 37 °C em sistema de Langendorff com
solucdo KH-I por 5 min. Em seguida o coragédo foi
perfundido com a mesma solugao contendo 1 mg/ml
de colagenase I (Worthington Biochem.) por 12-15 min.
Procedeu-se, entdo, a perfusdo com a solugdo sem a
enzima por 2 min. Em seguida, os ventriculos foram
cortados em pequenos pedagos que foram agitados
em solugdo Tyr-I, para dissociagdo das células. A
suspensdo de células foi submetida a repetidas
lavagens, com aumento gradual da concentragdo
extracelular de calcio para 1 mM.

Camara de Perfusao

A Figura 1 ilustra a cdmara de perfusao pressurizavel,
desenvolvida. Além das vias de entrada e saida, tam-
bém podem ser observados rasgos para instalacdo de
eletrodos de platina, usados para estimula¢do por
campo elétrico. O fundo da cdmara é formado por
uma laminula, através da qual as células séo observa-
das com um microscépio invertido. A entrada e a sa-
ida de perfusao foram colocadas na parte superior da
camara para reduzir a turbuléncia préximo as células,
o que dificultaria a adesdo destas a laminula do fundo.
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Figura 1. A Camara de Perfusdo Pressurizdvel é compos-
ta por 3 pecas: Um corpo de acrilico de se¢do reta qua-
drada, com orificios para entrada e saida de solugdo,
orificios para entrada dos eletrodos de estimula¢do e
rasgo para assento dos O’rings e duas flanges cilindricas
cuja fungdo é prensar as laminulas de vidro contra os
O’rings de modo a fazer a vedacdo do sistema. Figure 1.
Pressurized perfusion chamber is composed of a plexiglass
body with solution inlet and outlet holes for stimulation
electrode positoning and a grouve for o’ring placement.

A pressurizagéo foi obtida pelo bombeamento de um
bulbo de borracha conectada a um recipiente vedado,
contendo a solucdo a ser perfundida. A ligacao deste
recipiente a entrada da cdmara foi feita com tubos de
silicone. Um mandmetro aneréide foi instalado entre
a camara e o recipiente para indicar o nivel de pressao.
Para garantir o nivel de pressdo em todo o sistema, o
fluxo foi interrompido e a pressao registrada durante
a interrupgdo. O fluxo de solugdo de Tyrode foi
mantido em torno de 2 ml/min.

Sistema de Monitoramento de Encurtamento Celular
A Figura 2 ilustra o sistema para medigdo de
encurtamento, usando a camara pressurizada
desenvolvida neste trabalho. As células foram
semeadas na camara, cujo fundo foi coberto c om uma
fina camada de coldgeno para melhorar a adesdo
celular. A camara foi montada no estdgio de um
microscépio invertido (vide a objetiva na Figura 2),
ao qual foi acoplada uma cdmera de video para captar
a imagem das células iluminadas por um LED (Light
Emitting Diode) vermelho. A imagem das células foi
alimentada a um aparelho de video-cassete, conectado
a um detetor de bordas de sinal de video (DBSV,
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construido no CEB-UNICAMP). A imagem, gravada
em video para documentacdo do experimento,
também podia ser observada em monitor de video.
As bordas de uma célula selecionada foram marcadas
ajustando-se os controles do DBSV e, a partir desta
condicédo, o equipamento podia acompanbhar (track) o
movimento das bordas das células. Um sinal pro-

I E Monitor
¢ \ m Detector de Borda
/ de Sinal de Video

S x

Placa
Video Cassete

Osciloscopio
Digital

N Conversora A/D
Microcomputador

'LED
\ Células

I
Estimulador R

Bidico oo §

Objetiva
40x
el 8

Camera CCD

Figura 2. Conjunto experimental usado para medicdo do
encurtamento em células cardiacas isoladas de rato. A ca-
mara de perfusado desenvolvida para trabalhar pressurizada
contém as células que se depositam no fundo formado
por uma laminula de vidro. As células sdo estimuladas
por um estimulador elétrico de tensdo conectado a ele-
trodos embutidos na cdmara de perfusdo. A iluminacdo é
feita por um LED de alta luminancia. A imagem da célula
captada pela cdmera de video, através da objetiva, é ali-
mentada a um monitor de video e a um aparelho de
video cassete para posterior utilizacdo. Simultaneamente,
o detector de bordas de sinal de video fornece uma saida
em tensdo proporcional ao encurtamento da célula em
estudo, sinal este que é imediatamente monitorado e
medido por meio de um osciloscopio digital e ao mesmo
tempo é alimentado ao computador para posterior ana-
lise de dados. Figure 2. Experimental setup for measuring
shortening in rat isolated cardiac myocytes. Cells are plated
is the glass coverslip forming the bottom of the pressurized
chamber. Myocytes are stimulated by an electrical
stimulator. lllumination is provided by a red LED. Cell image
is collected by a CCD camera connected to a VCR for off-
line signal processing. The output of the video-edge
detector is a voltage signal (monitored on the oscilloscope)
which amplitude is a proportional to the cell lenght.



porcional ao encurtamento do miécito (apenas na
borda direita) foi alimentado a partir do DBSV a um
computador, onde foi convertido de analégico para
digital e registrado para posterior processamento. Os
eletrodos embutidos na cdmara foram conectados a
um estimulador elétrico (construido no CEB -
UNICAMP), com o qual a estimulagéo foi efetuada.

Protocolos experimentais

Antes do inicio da estimulagdo elétrica, o comprimen-
to em repouso da célula a ser monitorada era obtido
(RL). Ap6s estabilizagdo da preparagao sob estimulacdo
(pulsos bipolares de tensdo, com amplitude de 1,2x
limiar, duragdo 2 ms e freqiiéncia de 0,5 Hz) sob uma
pressdo minima para estabelecimento de fluxo, a pres-
sdo era ajustada para 0 mmHg, o fluxo era interrom-
pido e, apés registro do encurtamento por 30 s, a
presséo era elevada para um nivel de teste. O proce-
dimento era repetido para os varios niveis de pres-
sdo, ou seja, pressdo nula (i.e., igual a atmosférica) era
aplicada antes de cada mudanga. A varia¢do dos
parametros medidos ao longo do experimento, sob
pressédo nula, foi corrigida linearmente, para eliminar
o efeito do fator tempo. Para cada nivel aplicado de
pressdo foram medidos: pico de encurtamento du-
rante a contracdo evocada por estimulo elétrico, tem-
po de pico, duracdo total da contragdo e limiar
estimulatério para indugdo da contracao.

Anilise Estatistica

Os dados foram comparados em diferentes niveis de
pressdo por meio de andlise de varidncia monofatorial.
O limite de significancia estatistica foi considerado
P<0,05.

Resultados

A Figura 3 ilustra registros de encurtamento celu-
lar sob dois niveis de pressdo hidrostatica. Como
pode ser observado, ndo houve altera¢do aparen-
te de encurtamento méaximo ou de qualquer
parametro do curso temporal da contragdo na
condicdo de 120 mmHg, comparada a condigédo
controle a 0 mmHg.

A Figura 4 (painel inferior direito) ilustra o efeito
da pressao sobre o limiar estimulatério. E interessante
notar que, mesmo para niveis elevados de pressao,
néo se observou efeito estatisticamente significante.
O limiar estimulatério, obtido para estimulos aplicados
na freqiiéncia de 0,5 Hz (duragdo de 5 ms), foi de
aproximadamente 20 V sob todos os diferentes niveis
de pressdo estudados.

P

Pressao hidrostatica e ati c itil de midcitos cardiacos isolados
W. Vicentin, PA.P Gomes, R.A. Bassani, J.W.M. Bassani

“E— S

Figura 3. Encurtamento de midcitos cardiacos isolados
de ratos adultos. A linha de base dos tracados represen-
ta o comprimento inicial dos miécitos. O encurtamen-
to, medido neste caso em uma das bordas da célula,
esta apresentado como porcentagem do comprimento
de repouso (RL). Figura 3. Twitches in isolated rat
cardiac myocytes. Cell shortening is expressed as percent
of the cell resting lenght.

Outros parametros analisados quantitativamente
foram a amplitude maxima de encurtamento (expres-
sa como porcentagem de RL), o tempo para encurta-
mento maximo (tempo de pico) e a duragdo total da
contragdo (estes dois tltimos expressos em ms). Estes
parametros podem dar indicagdes sobre varios aspec-
tos da atividade contratil. Em valor absoluto, o encur-
tamento unilateral maximo desenvolvido pelas células
sob 0 mmHg foi de 8,4 + 0,4 mm (RL médio de 100 +
5 um, N = 4). Nestas mesmas condig¢des, os valores
médios de tempo de pico e de duracédo total da
contragdo foram 325 + 7 s e 1057 + 48 s, respectivamen-
te. Curiosamente, nenhum destes parametros sofreu
qualquer alteragao significativa, como apresentado na
Figura 4(painéis superiores e inferior esquerdo).

Discusséao

Neste estudo, ndo observamos efeito significativo da
pressdo hidrostatica sobre o encurtamento celular de
midcitos ventriculares isolados. No minimo, este re-
sultado é surpreendente, ja que o regime de pressdo
ao qual o coragdo esta submetido é muito diferente
daquele em que os estudos da atividade contrétil de
células cardiacas sdo realizados. A questao que se apre-
senta é: qual a razao? E sabido que a arquitetura celular
de midcitos cardiacos é complexa. A organizagao geral
e interconectividade do citoesqueleto podem ser mo-
deladas por uma estrutura arquiteténica denominada
de tensegrity (Ingber, 1997), indicando um comporta-
mento geral ndo-linear com relagdo ao stress mecani-
co. Isto significa que pontos especificos do citoesqueleto
sofrem tensdo e podem ser usados como pontos de
transdugdo mecano-bioquimica para regulacdo da
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Figura 4. Efeito da pressdo hidrostatica sobre a atividade contratil (encurtamento) de miécitos ventriculares de ratos
adultos. Painéis superiores: amplitude e tempo de pico da contracdo. Painéis inferiores: duracdo total da contracdo e
limiar estimulatoério. Barras representam médias + EPM (N=4). Figure 4. Effect of hydrostatic pressure on isolated
adult rat cardiac myocyte shortening. Upper pannels: peak amplitude and time to peak contraction. Lower pannels:
total twitch duration and stimulatory threshold. Bars are means + SEM (n=4).

transcrigdo e sintese de proteinas, por exemplo, da-
quelas ligadas a hipertrofia gerada por sobrecarga do
coragdo por aumento da pressdo arterial (Opie, 1998).
Se o aumento de pressdo, como aquele imposto por
nos as células, definitivamente ndo gera nenhuma ten-
sdo é ainda uma questdo em aberto. Nao se pode des-
cartar a possibilidade de que a pressao da forma aplica-
da aos midcitos neste trabalho venha a produzir efei-
tos a médio/longo prazo por modificagdo da transcri-
¢do genética de proteinas envolvidas com a maquina-
ria contratil e/ou transporte de Ca*, como ja relatado
em cultura de midcitos cardiacos submetidas a stress
mecanico (Yamazaki et al., 1995).

A aplicacdo de pressdo hidrostatica, como no
dispositivo desenvolvido, é supostamente uniforme.
Todos os pontos da célula estariam sujeitos a mesma
pressdo. Neste caso, ndo deveria haver tensdo sobre
as paredes do midcito. Esta talvez seja a principal ra-
zao para explicar a auséncia de qualquer alteragdo
dos parametros da atividade contratil. O aumento de
tensdo poderia gerar modifica¢gdes de comprimento
celular e isto poderia alterar a resposta celular. Tem
sido descrito que o estiramento leva a aumento da
carga de Ca** do reticulo sarcoplasmatico (a principal
fonte do Ca*" ativador da contracdo em coragdes de
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mamiferos) em miocardio de coelho (Bluhm & Lew,
1995). Tem ainda sido observado que o estiramento
parece provocar diretamente abertura de canais de
Ca* do tipo L, presentes no sarcolema (Crozatier,
1996), que sdo responsaveis pela inducao de liberagao
de Ca* do reticulo sarcoplasmaético (Bers, 1991). Tan-
to o aumento do contetido de Ca* do reticulo
sarcoplasmaético, quanto da corrente transmembrana
de Ca*, resultam em amplificagdo do mecanismo de
acoplamento excitagdo-contra¢do, potencializando a
liberagdo de Ca?" do reticulo sarcoplasmatico (Bassani
etal., 1995). Deste modo, seria esperado que a indugéo
de estiramento da membrana dos miécitos por au-
mento de pressdo hidrostatica causasse aumento subs-
tancial da amplitude das contragdes. No entanto, isto
ndo foi observado no presente trabalho, o que torna
improvavel que a aplicagdo de pressdo supra-atmos-
férica tenha causado estiramento da célula.

Nao observamos também modificagdo do limiar
estimulatério, o que descarta a possibilidade de
compressdo da bicamada lipidica que forma a
membrana celular. Neste caso, tendo em vista a
espessura do dielétrico da membrana (100 A) e o alto
potencial através da membrana (~100 mV), gerando

consequentemente um campo elétrico de altissima



intensidade, pequenas modificagdes de espessura po-
deriam modificar fortemente o campo constante
através da bicamada e, consequentemente, o limiar
estimulatorio.

Em células cromafins, Heinemann et al. (1987) ndo
observaram alteracdes significativas da dinamica ou
chaveamento de canais idnicos (Na* ou Ca*") de mem-
brana, mesmo em condic¢ées altamente hiperbaricas.
Este dado poderia, em principio, ser condizente com
nossa observagao de limiar estimulatério semelhante
numa ampla faixa de pressdo, embora as células estu-
dadas pelos referidos pesquisadores venham de li-
nhagem neural e ndo muscular, como no caso do
presente trabalho.

E interessante notar que, nas condicdes estuda-
das, a célula muscular miocardica tende a comportar-
se como um recipiente preenchido uniformemente
de liquido incompressivel. A pressao gerada pelo co-
racado, diferentemente, exerce efeito sobre as células
por meio da geragdo de tensdo nas suas paredes (na
membrana) e esta tensdo, gerando sobrecarga meca-
nica, por sua vez, parece ser o sinal para desenca-
deamento de respostas adaptativas, como acontece
no caso da hipertrofia gerada por hipertenséo
(Yamazaki et al., 1995).
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