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The calcium paradox - What should we have to fear?

Paradoxo do cdlcio - o que temos a temer?
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Abstract

The calcium paradox was first mentioned in 1966 by
Zimmerman et al. Thereafter gained great interest from the
scientific community due to the fact of the absence of calcium
ions in heart muscle cells produce damage similar to ischemia-
reperfusion. Although not all known mechanisms involved in
cellular injury in the calcium paradox intercellular connection
maintained only by nexus seems to have a key role in cellular
fragmentation. The addition of small concentrations of calcium,
calcium channel blockers, and hyponatraemia hypothermia are
important to prevent any cellular damage during reperfusion
solutions with physiological concentration of calcium.

Descriptors: Heart Arrest, induced. Myocardial Ischemia.
Calcium.

INTRODUCAO

Na década de 1960 Zimmerman et al.l'? descreveram lise
macica de cardiomidcitos ap6s administragdo de cardioplegia
com solugdo sem calcio seguido por reperfusdo com solugéo
com concentragdo fisioldgica de calcio em coragdo isolado
de ratos. A esse evento foi chamado “paradoxo do calcio”.

Diferentemente do que seria esperado, a auséncia com-
pleta do célcio ndo provocou somente a parada cardiaca, mas
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Resumo

O paradoxo do cilcio foi pela primeira vez citado em 1966 por
Zimmerman et al. A partir dai, ganhou grande interesse por parte
da comunidade cientifica internacional devido ao fato da auséncia
do ion calcio produzir na célula muscular cardiaca dano semelhante
a lesdo de isquemia-reperfusio. Apesar de nio serem conhecidos
todos os mecanismos envolvidos no processo da lesdo celular no
paradoxo do célcio, a conexio intercelular mantida somente pelo
nexus parece ter papel chave na fragmentacio celular. A adi¢io
de pequenas concentragdes de calcio, bloqueadores de canal de
calcio, hiponatremia ou hipotermia sio importantes para evitar
que haja lesio celular no momento da reperfusio com solu¢des com
concentracio fisiologica de calcio.

Descritores: Parada Cardiaca Induzida. Isquemia Miocardica.
Cilcio.

também alterou as membranas celulares dos miocitos cardia-
cos, culminando na fase de reperfusdo com necrose dos mes-
mos, explicando o termo “paradoxo”!l.

Nos anos seguintes diversos pesquisadores estudaram
possiveis mecanismos fisioldgicos do paradoxo, culminan-
do com expressiva quantidade de trabalhos sobre o assun-
to, sendo muitos apresentados em 1983, no IX Congresso
Mundial da Sociedade de Pesquisa do Coragdo, realizado
em LondresBl.
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Abreviaturas, acronimos & simbolos

DNP Dinitrofenol

ADP Difosfato de adenosina
ATP Trifosfato de adenosina
VE Ventriculo esquerdo

Nesse evento foi compilado muito do que se sabia na épo-
ca a respeito da auséncia do célcio na solugdo cardioplégica,
da lesdo miocardica extensa a que essa solu¢do provoca e
formas alternativas para a elaboragdo de uma cardioplegia
hipocalcémica segural**l.

Apos quase 50 anos da descoberta desse paradoxo, este
trabalho objetiva discutir alguns efeitos lesivos do paradoxo
do calcio no coragdo, considerando-se sua importancia, me-
canismos moleculares, alteracdes celulares ultraestruturais,
acdo lesiva aditiva ou protetora quando colocado em associa-
¢do com outras solucdes e algumas formas de evita-lo.

Importincia do paradoxo do cilcio

Na década de 1980, o metabolismo do calcio no coragéo
foi bastante estudado. Nessa época, havia consenso sobre as
consequéncias da sucessdo de um meio sem célcio seguido
por outro repleto dele para a célula muscular cardiaca, que
internaliza rapidamente esse ion, levando a mesma a citolise
e o coragdo a insuficiéncia cardiaca. Esse fenomeno ¢ seme-
lhante a lesdo de reperfusiol”.

Outro aspecto fundamental ¢ o conhecimento sobre me-
canismos envolvidos, pois solu¢des cardioplégicas ndo de-
vem causar dano celular. Solugdes cardioplégicas hipocalcé-
micas sdo efetivas para induzir parada cardiaca®. Entretanto,
substancias que interrompam ou amenizem efeitos colaterais
indesejaveis devem estar presentes para evitar disfungao ven-
tricular apds circulagdo extracorporeal’..

Estudos sobre vias metabodlicas que promovem ou inter-
rompem o seu processot'%, assim como suas relagdes com
insuficiéncia cardiacal''?tém sido publicados, aos quais dis-
correremos brevemente a seguir.

Mecanismo causal

Diversas hipoteses foram formuladas para explicar o pa-
radoxo do célcio como aumento da permeabilidade do célcio
no sarcolema!'’], no glicocalix!'*! e separagao dos discos inter-
calarest'>!'’), porém nenhuma ainda esclareceu todo o meca-
nismo do paradoxo do calcio.

E possivel também que a hipercalcemia intracelular ndo
seja causa primaria do paradoxo do célcio. Seu aumento pode
ocorrer como consequéncia de dano no sarcolema acompa-
nhado da entrada de quantidade moderada de calcio para cé-
lulas estruturalmente alteradas!!”.

A auséncia isolada de calcio pode provocar lesao celular,
mas seu efeito deletério ¢ potencializado em meios com ano-
xia, cafeina, 2,4-dinitrofenol (DNF), baldo ventricular (dis-

tensdo mecanica), etc. Todas essas condigdes causam lesdes
ao miocardio mesmo na auséncia de célcio extracelular!!®-22],
Outro mecanismo aceito € que o calcio adentre a célula de
maneira massiva, provocando lesdo e morte celular?’l.

Alteracoes celulares estruturais

A primeira descri¢do de mudangas estruturais no mioci-
to perfundido em meio livre de célcio foi realizada por Muir
et al.l', que verificaram alteragdes em discos intercalares e
glicocalix de midcitos em coragdes isolados de ratos. Discos
intercalares sdo estruturas complexas divididas em varias regi-
oOes, sendo a maior delas ocupada pela fascia adherens. Esses
530 os locais de maior tensdo entre as células no momento da
contragdo miocardica. Jun¢des desmossomicas, chamadas de
macula adherens, estao presentes € servem para unir as células.
Nexus ou gap junctions sdo pontos focais de contato celular
intimo, sendo locais de sinalizac¢do elétrica entre as células®¥.

Muir et al.l' notaram que miocitos cardiacos subme-
tidos a perfusdo sem calcio apresentaram a partir de 30
minutos nitida separacdo nas regides da fascia adherens
e macula adherens, enquanto o nexus se mantinha intac-
to (Figura 1). Ashraf!'¥ ¢ Yates & Dhalla®! observaram
mudangcas similares em 10 a 15 minutos de exposi¢ao ao
mesmo meio. Periodos mais curtos, como 3 a 5 minutos.
geralmente ndo provocam separacao fisica na ultraestrutu-
ra dos discos intercalares!*.

3 ,_&4"”

Fig. 1 - Eletromicrografia de coragdo de rato apos 12 minutos em
perfusdo sem cdlcio em 37°C. Os discos intercalares estdo separados
nas regioes da fascia adherens (FA) mas ainda estdo interligadas
pelas jungées nexus (N). A ldmina externa do sarcolema (OL) ou
glicocalix esta destacado da membrana plasmatica dos miocitos.
Reproduzido de Ganote & Nayler, 1985/%/

O meio sem calcio aumenta a quantidade de sodio intra-
celular tanto em cultura de midcitos como no coragdo isola-
do. Passando para um meio rico em calcio, esse ion adentra
rapidamente as células via bomba antiporte Na*/Ca™, fun-
cionando ao contrario. As semelhangas terminam ai, pois ha
contragdo do midcito em cultura, mas nao citdlise, enquanto
que no coragdo isolado encontramos lise macica das células.
Esse fendmeno foi descrito como intolerancia ao calciol?6-28],
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A citdlise no momento que o miocito entra em contato
com solugao de reperfusdo rica em calcio ap6s sensibilizagdo
em meio sem esse ion ocorre porque essas células tém so-
mente discos intercalares conectando umas as outras, sendo
que durante a contracdo ha avulsdo dos mesmos com expo-
si¢do do meio intracelular de cada uma delas, explicando a
morte celular macica das mesmas!'®,

Outra mudanca que ocorre durante a perfusdo sem calcio
¢ o destacamento do glicocélix, que geralmente ¢ uma mu-
danga focal que ndo ¢ vista até¢ 10 a 15 minutos apds a infusdo
da solugdo sem célcio. Frank et al.[?>3% mostraram que apesar
da lamina externa do glicocélix se destacar, h4 uma membra-
na mais interna que fica aderida na membrana celular.

Ashaf et al.l'¥ e Frank et al.*! observaram agregacao e re-
arranjo andmalos das moléculas constituintes da membrana
celular quando colocadas em meio sem calcio, fazendo com
que haja dano celular irreversivel devido a permeabilidade
alterada de membrana. Os mecanismos moleculares dessas
alteracdes ainda ndo sao conhecidos.

Fase de reentrada de calcio na célula

Ap6s 10-15 minutos em meio desprovido de célcio, o mi-
ocito estd sensibilizado, sendo estabelecida a separagdo dos
discos intercalares entre as células®!. Os sarcomeros de cada
célula condensam em uma unica banda de contragdo. As fas-
cia adherens permanecem conectadas aos sarcoOmeros, mas
estdo completamente separadas das membranas das células
adjacentes. Regides de discos intercalares, localizadas entre
as zonas de fascia adherens se tornam fragmentadas, per-
mitem que mitocOndrias adentrem o espago intercelular®',
Ganote et al.'”! mencionam que a hipotermia evita a lise da
fascia adherens e, por conseguinte, a citdlise.

A contragdo do sarcomero e a necrose celular sdo idénti-
cas aquelas observadas em outros tipos de lesdo como necro-
se por catecolamina e lesdo isquemia/reperfusdo. Entretanto,
deve ser enfatizado que a ultraestrutura celular quando em
meio sem célcio difere de todas as anteriores pela separagdo
dos discos intercalares e presenca de uma unica banda central
de contragdo®,

Tracos de calcio

Rebeyka et al.’? constataram em modelo de circulagdo
extracorporea que coragdes de caes perfundidos com solugdo
cardioplégica gelada sem cdlcio apresentaram pior recupe-
racdo da funcdo ventricular e maior area de necrose do que
aqueles em que a solugdo tinha apenas 70umol/L de célcio,
mostrando que mesmo concentragdes pequenas de calcio sdo
suficientes para proteger o coracdo do paradoxo do célcio.

Glicocalix

A separagdo da lamina externa do glicocélix da mem-
brana celular do midcito ocorre apos exposi¢do da célula ao
meio pobre em célcio®. Frank et al.'¥ cogitaram que essa

separagao seria responsavel pelo aumento da permeabilidade
do célcio na membrana. Entretanto, Nayler et al.l'”? utilizando
2 mM de célcio no lugar do magnésio no periodo privado
de célcio demonstrou que apesar de ainda haver destacamen-
to do glicocdlix, ndo havia aumento da permeabilidade de
membrana ao célcio e Slade et al.?* também ja observaram
que midcitos colocados em meio tampao sem célcio também
perdem o glicocalix, sem, contudo, haver alteragdo do influ-
xo do ion célcio.

Com a utilizacdo da neuramidase ha separagdo completa
do glicocalix dos midcitos com aumento da permeabilida-
de celular ao célcio. Para explicar esse fenomeno, Ganote et
al.”®! postulam que nesse caso as glicoproteinas de membra-
na também seriam danificadas, perdendo o controle do fluxo
de calcio.

ATP

Ruigrok et al.?* demonstraram que a liberagdo macica
de enzimas que ocorre na fase de reperfusdo com calcio ¢é
dependente de energia. Essa conclusdo é baseada em experi-
mentos que consumiam o ATP intracelular do miécito com
perfusdo anoxica ou na inclusdo dessa célula em meio sem
glicose. As células cardiacas ndo liberavam enzimas na fase
de calcio normal apds 5 minutos de perfusao sem calcio de-
vido a deplegdo do ATPBE*,

Bloqueadores dos canais de calcio

Baker & Hearsel*! observaram que o efeito dos bloquea-
dores dos canais de calcio sdo melhor demonstrados quando
ha baixa concentragdo de calcio no extracelular na reperfu-
sdo. Nessas condigdes, a entrada do célcio acontece prefe-
rencialmente pelos canais lentos da membrana. A limitagao
dessa entrada permite a recuperacao da lesdo dos discos in-
tercalares e do sarcolema. Em solugdes com concentracao fi-
sioldgica de célcio na solucao de reperfusao, os bloqueadores
dos canais de calcio oferecem pouca protecdo para o para-
doxo, sugerindo que mais de uma via seja importante para a
entrada do célcio na célulal®®.

Sédio

Dhalla et al.?” mostraram que quando a concentragio de
sodio ¢ reduzida para 35mM na fase sem célcio, a magnitu-
de da injuria tecidual ¢ reduzida na fase de reperfusdo com
calcio. Isso ocorre devido a baixa concentracao do sddio, que
lentifica a entrada do calcio na membrana pela bomba anti-
porte Na*/Ca™, facilitando o reequilibrio idnico intracelular e
prevenindo a contratura que levaria a morte celular®”,

Durante o periodo sem célcio, a baixa concentracao de s6dio
reduz o gradiente transmembrana e retarda o efluxo de célcio e
o influxo de sodio. Isso retardaria tanto a retirada do célcio intra-
celular quanto a lesao celular provocada pela falta desse ion. No
periodo com calcio normal o sodio baixo também seria benéfi-
co, pois reduz o influxo de calcio via bomba antiporte Na*/Ca*,
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funcionando ao contrario. A eliminagao lenta de célcio quando
a célula esta sem ele e a internalizagdo mais lenta no periodo de
reperfusao da a célula condigdes de reestabelecer seu equilibrio
i6nico antes de qualquer lesdo estrutural®”.

Hipotermia

Hipotermia protege o midcito do paradoxo do calciol*33),
Ela previne a separagdo do disco intercalar e o destacamento
do glicocalix“. Além disso, reduz a troca Na*/Ca*?, podendo
diminuir a perda do ion Ca™? no momento da perfusio sem
calcio®!. A temperatura ideal encontrada para prote¢do mio-
cardica do paradoxo do calcio foi 22°CH2-44],

Lesao mecanica

Ganote et al.?” afirmam que quando coragdes isolados
de ratos sdo colocados em an6xia em meio com concentra-
cdo fisiologica de célcio, a distensdo do baldo volumétrico
em ventriculo esquerdo (VE) ocorre com pequeno aumento
enzimatico decorrente da lise celular, mas a distensdo de VE
¢ dificil. Quando o meio ¢ livre de célcio e normoxia, a dis-
tensdo € facil e também a liberacdo enzimatica é pequena.
Entretanto, quando temos anodxia e meio livre de calcio, ha
liberagdo macica de enzimas celulares.

Isso ocorre porque coragdes andxicos conseguem supor-
tar a tensdo de parede que o balao imprime devido aos dis-
cos intercalares estarem integros. A distensdo da cavidade
ocorre por meio de elongacdo dos sarcomeros, com lesao dos
mesmos. Em meio livre de calcio e normoxia, as fibras mus-
culares j& estdo relaxadas e a tensdo produzida pelo baldo
ndo ¢ suficiente para ocasionar avulsdo de disco intercalar
fragilizado. Mas, quando a andxia e meio sem calcio estdo
superpostos, a célula mantém a rigidez dos sarcomeros com
a fragilidade dos discos intercalares. A pressdo do baldo insu-
flado lesa diretamente essa regido, acarretando liberagdo de
enzimas intracelulares?”!.

Dinitrofenol

O dinitrofenol (DNP) ¢ um acido lipossoluvel fraco que
age como protondforo (translocador de préotons), entra na mi-
tocondria com carga positiva e sai com carga negativa, crian-
do transporte de elétrons para fora da mitocondria, evitando a
conversdo do ADP em ATP®], Também provoca contratura
ventricular rapida tanto em coracdes submetidos a meio livre
de calcio como naqueles com concentracdo normal desse ion.
No entanto, naqueles em meio sem calcio provoca lise celu-
lar maciga??(Figura 2).

Essa observagdo é consistente com a hipotese que con-

@
Fig. 2 - Eletromicrografia de coracdo de rato apos 5 minutos em
perfusdo sem cdlcio, seguido de 15 minutos com adi¢do de DNP ao
primeiro perfusato. Os sarcomeros aqui estdo contraidos, tracionando
a fascia adherens (FA) e provocando lesdo na membrana celular do
miocito na regido do nexus. O citosol esta exteriorizado na forma de
blebs (B) na regido intercelular. Reproduzido de Ganote & Nayler,
1985031

Cafeina

A cafeina provoca liberacao do célcio do sarcolema, mas
ndo na mitocondrial*®!. Assim, o calcio aumenta discretamen-
te no intracelular, porém, sem sobrecarga do mesmol!. A
contragdo persistente produzida pela cafeina ¢ dependente do
calcio, sendo que em sua auséncia hé sustentacio por apenas
20 a 30 segundos, seguida por relaxamento!!'®),

Coragdes perfundidos com solucdo com cafeina, mas
sem calcio a 22°C ndo manifestam aumento de enzimas, mas
aqueles que sdo mantidos a 37°C apresentam lesdo semelhan-
te a do paradoxo do calcio*®l.

Considerando que o aumento da concentra¢do de cdlcio
no intracelular ndo é expressivo, porque nao houve reperfu-
sdo com calcio, ¢ improvavel que a lesdo seja originaria de
intoxicag¢do por calcio, mas sim por acao direta da contragdo
ventricular no sarcolemat'l.

CONCLUSAO

Devemos temer o fendmeno conhecido como “paradoxo
do célcio”, pois lesa irreversivelmente a membrana do mié-
cito, provocando extrusdo do conteudo celular. Entretanto,
apesar de seus mecanismos biomoleculares ainda nao se-
rem completamente conhecidos, medidas como hipotermia,
hiponatremia e presenca de tracos de célcio na solugdo de
perfusdo diminuem o risco dessa lesdo, possibilitando a recu-
peracao da funcao ventricular apds parada cardiaca induzida.

Papéis & responsabilidades dos autores

tratura separa fisicamente as células, causando a lise celu- MABO Autor principal n '
lar naquelas em meio sem célcio. O DNP por si sO causa a ACB Ajuda no levantamento bibliogréfico e tradugdo artigos

30 d Jul ~ d rio adici i CAS Ajuda no levantamento bibliografico e tradugao dos artigos
contragao as células, ndo sendo necessario adicionar calcio PHHB Ajuda na corregio do manuscrito
ao meio. O célcio intracelular presente nas mitocondrias e JLLC Ajuda na corregio do manuscrito
sarcolema ndo seriam suficientes para gerar ambiente que si- GG Co-orientador
mule meio com célcio normal®??, DMB Orientador
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