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RESUMO

A contratilidade do miocardio ventricular do teledsteo matrinxa, Brycon amazonicus,
foi analisada com dados de experimentos prévios, realizados com preparagoes
isométricas multicelulares e protocolos de efeito do tempo e de relagdo forga-
frequéncia, com e sem exposi¢cado ao alcaldide rianodina, bloqueador dos canais de
liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS). Nesse estudo foram utilizadas
diferentes abordagens metodolégicas de tratamento de dados, como o estresse
isométrico (EI, mN.mm™), a partir do qual foi possivel identificar a sensibilidade do
miocardio a rianodina, com contribuicdo majoritaria do Ca?* proveniente do RS. A
utilizacao dos tempos para o pico de tensao e para metade do relaxamento (TPT e
THR, ms), se mostraram ineficazes para avaliar o desempenho da contracédo e
relaxamento no experimento do efeito do tempo. Novas abordagens na analise dos
dados, como a taxa de contragao e taxa inicial de relaxamento (TC e TIR, mN.mm’
25" demonstraram explicitamente o comprometimento do miocardio durante a
exposicao a rianodina. O efeito escada negativo, caracteristico da relagao forga-
frequéncia de teledsteos foi evidenciado pelo El. As taxas maximas de contracéo e
de relaxamento (TMC e TMR, mN.mm™.s”) e as taxas médias de contragdo e de
relaxamento (TMedC e TMedR, mN.mm?s') além de demonstrarem o
comprometimento da contratilidade durante exposicdo a rianodina, indicaram que
existe um menor comprometimento da tensdo durante elevagcdo da frequéncia,
quando comparados aos valores de TPT e THR. A TMedC e a TMedR apresentaram
resultados relacionados a uma frequéncia cardiaca com maior possibilidade de
ajustes do que a TMC e a TMR, provavelmente por considerarem o conjunto de
variagao das taxas instantaneas da contracdo e ndo somente um unico ponto da
curva. A capacidade de bombeamento cardiaco (CBC, mN.mm™.min™") mostrou que
a faixa 6tima de frequéncia para contragao isométrica € estreita e que o miocardio
da espécie deve estar trabalhando no limiar na condi¢éo de repouso. As analises da
integral da tens&o isométrica (ITl, mN.mm™.s), e da integral da tensdo isométrica por
minuto (ITIPM, mN.mm™.min) mostraram-se inapropriadas para a avaliacdo da
contratilidade cardiaca pelo modo como foram calculadas, uma vez que geraram
interpretacdes incoerentes, provavelmente por utilizarem informagdes da curva de
contragao irrelevantes para a preparagao isométrica. O indice de contratilidade (IC,
mN.mm™) criado nesse trabalho, sugere que o miocardio da espécie é mais sensivel
as elevagoes de frequéncia. Por outro lado, o indice de contratilidade por minuto
(ICPM, mN.mm?) mostrou que a faixa étima de frequéncias para a contracdo
cardiaca de B. amazonicus pode ser mais ampla, o que permitiria uma reserva de
desempenho, assim como observado para outros teledsteos. A expressao das
proteinas SERCA2a e fosfolambano (PLB) foram analisadas pela técnica de
Western Blot e sua expressao reforcaram os achados de funcionalidade do RS. A
analise comparativa dessas proteinas utilizando sequéncias de aminoacidos
disponiveis em bancos de dados publicos (GenBank e UniProt) revelou os niveis de
similaridade entre a SERCA2a e PLB de peixes e mamiferos, reforcando os achados
dos estudos com Western Blot. Em conjunto, os dados sugerem que o miocardio do
B. amazonicus, apresenta uma nitida dependéncia do RS em frequéncias
fisiolégicas e, apesar de exibir um claro padrao escada negativo, deve apresentar
uma reserva de desempenho para frequéncias suprafisiolégicas.

Palavras chaves: Integral da tensdo isométrica. Reticulo sarcoplasmatico.
SERCA2a. Fosfolambano. Western Blot. Analise de similaridade molecular.
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ABSTRACT

The ventricular myocardial contractility of the matrinxa teleost, Brycon amazonicus,
was analysed in previous experimentation with isometric multicellular preparations, in
time effect and force-frequency relationship experiments, with and without exposure
to the alkaloid ryanodine, a sarcoplasmic reticulum (SR) Ca?* release blocker. In this
study, different methodological approaches were used, such as isometric stress (El,
mN.mm™), that permitted to identify the sensitivity of the myocardium to ryanodine,
with the majority contribution of Ca?* from the SR. The use of time to peak tension
and time to half relaxation parameters (TPT and THR, ms) were ineffective to
evaluate the contraction and relaxation performances during time effect experiments.
New approaches such as contraction rates and initial relaxation rates (TC and TIR,
mN.mm™2.s™) demonstrated directly the impairment of the myocardium exposed to
ryanodine. The negative staircase effect, characteristic of the teleost’'s force-
frequency relationship was evidenced by El. The maximum rates of contraction and
maximum rates of relaxation (TMC and TMR, mN.mm™2.s™") and the average rates of
contraction and average rates of relaxation (TMedC and TMedR, mN.mm?2s™)
showed the impairment of the myocardium contractility exposed to ryanodine as well
as the low sensitivity of frequency increments on the contractility when considered
the values of TPT and THR. The TMedC and TMedR values indicated a greater
possibility of heart rate regulation than the TMC and TMR values, probably due to
these estimates consider the amount of instantaneous rate changes of contraction
wave on calculation instead of just one point on the curve. The cardiac pumping
capacity (CBC, mN.mm2.min”') showed that the optimal range of frequency for
isometric contraction is narrow and that the myocardium of the species should be
working on the limit at rest. The analyses of integral of isometric tension (ITI, mN.mm’
2.s), and integral of isometric tension per minute (ITIPM, mN.mm™2.min), showed that
these were unsuitable indexes for the assessment of cardiac contractility in the way
they were calculated, as inconsistent interpretations were generated, probably by
using information from the curve of contraction irrelevant to the isometric preparation.
The contractility index (IC, mN.mm™) created in this work, suggested that the
myocardium contractility of the species is more sensitive to increases in frequency.
On the other hand, the contractility index per minute (ICPM, mN.mm™) showed that
the optimum range of frequencies for the B. amazonicus myocardial contraction can
be much wider and could allow performance reserve, such as reported in other
studies of cardiac function in teleosts. The protein expression of SERCA2a and
phospholamban (PLB) were analysed by Western Blot technique and their
expression supported the findings of the SR functionality. The comparative analysis
of these proteins, using amino acid sequences available in public databases
(GenBank and UniProt), revealed levels of similarity between the SERCA2a and PLB
in fish and other vertebrates, strengthened the findings of studies with Western Blot
experiments. Taken to%ether, the results suggest that B. amazonicus myocardium is
dependent on SR Ca*" stores under physiological frequencies and, despite the
negative staircase pattern, must possess a performance reserve at supraphysiologic
frequencies.

Keywords: Integrated isometric tension. Sarcoplasmic reticulum. SERCAZ2a.
Phospholamban. Western Blot. Analysis of molecular similarity.
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1. INTRODUGAO

A constante dependéncia do trabalho cardiaco para a manutencgao da vida fez
o estudo do coragéo tornar-se prioridade para muitos pesquisadores, 0 que resultou
na elucidacao de detalhes da arquitetura morfofuncional cardiaca de mamiferos, ja
que € este o modelo mais relacionado ao coragdo humano e as doencas
relacionadas ao mesmo, tornando tais pesquisas viaveis pelo financiamento
conseguido com o apelo que envolve a saude humana. O avango no conhecimento
da fisiologia cardiaca de mamiferos, decorrente de pesquisas com modelos
experimentais tais como ratos, furbes, coelhos, cobaias e caes, permitiu grandes

avangos na medicina e na industria farmacéutica.

E de fundamental importancia a percepcdo de que apesar do modelo
experimental cardiaco de mamiferos apresentar grande plasticidade quanto ao
equilibrio entre os mecanismos intracelulares de manejo do ion calcio
(principalmente trocador Na*/Ca** e reticulo sarcoplasmatico), este ainda & um
modelo muito limitado quanto a plasticidade que o musculo cardiaco de vertebrados
pode exibir na sua ultraestrutura e fisiologia celular. O fato da histéria evolutiva dos
vertebrados basais (peixes, anfibios e répteis) ser no minimo 100 milhées de anos
mais antiga que a histéria evolutiva dos mamiferos deve implicar em uma
diversidade morfofisiolégica muito maior nos vertebrados basais, ja que estes foram
expostos durante muito mais tempo as pressdes ambientais dos diferentes
ecossistemas que ocupam. A esperada riqueza de adaptagcbes em todos os niveis
de organizacéao biolégica dos vertebrados basais (de moléculas a 6rgaos altamente
especializados) deve ser encarada como potencial de biodiversidade a ser
explorado, principalmente para os fisiologistas comparativos, para os quais a

adaptacao consiste na principal ferramenta de trabalho.

Para esta tese foram desenvolvidas e testadas abordagens que nao tém sido
convencionalmente utilizadas na fisiologia cardiaca comparada no Brasil. As
inovacdes propostas incluem: 1) analise da contratiidade baseadas em indices
matematicos mais soélidos do que os utilizados convencionalmente; e 2) analise da
expressao de proteinas do ciclo cardiaco a parir do ponto de vista da biologia

molecular.
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No presente estudo, uma analise mais refinada dos parametros utilizados
para a mensuracao da contratilidade cardiaca foi realizada. Além de metodologias
convencionais como os valores absolutos da tensdao isométrica e as taxas de
desenvolvimento de tensdo normalmente utilizadas na fisiologia cardiaca
comparada, uma revisdo e revisitagdo de metodologias classicas como as
aproximacdes matematicas para determinar o esforgco muscular propostas em 1963
por John H. Siegel e Edmund H. Sonnenblick foram realizadas com intuito de
resgatar uma informagao mecanica que deixou de ser explorada por, possivelmente,
dificuldades na integragao entre problemas fisicos e biolégicos que “apds anos de

pesquisa podem tornar-se uma bola de neve sem solugcao” (BASSANI, 2010).

Além da investigagado da contratilidade por meio da exploragdo da mecanica
classica, esta tese teve o objetivo de lancar um olhar diferente para os resultados
encontrados na fisiologia cardiaca comparada. E comum realizar aproximacées
farmacolégicas por meio de bloqueadores e estimuladores, que normalmente
revelam o funcionamento de mecanismos especificos. Com o avango da
farmacologia e da quimica, drogas de ultima geragao garantem com precisdo a agao
especifica de tais farmacos, no entanto, quando se trata de fisiologia comparada,
quando sao contrastados modelos filogeneticamente muito distantes, a diferenga na

composicao de proteinas podem nao permitir a especificidade desejada.

Essa problematica torna-se lugar comum no caso de pesquisas com fisiologia
comparada, onde milhdes de anos de evolugado podem separar as linhagens comuns
dos organismos que apresentam os mecanismos estudados em questéo, o que traz
a fisiologia comparada a necessidade de elaboragao de trabalhos minuciosamente
criteriosos, ja que muitas vezes trata-se da definighio de novos modelos
experimentais. Sob este ponto de vista, outro objetivo deste trabalho foi utilizar
metodologias que endossassem as aproximagdes farmacologicas e o olhar

escolhido para essa atestacao foi o da biologia molecular e da bioinformatica.
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1.1. CONSIDERAGCOES GERAIS

O atual conhecimento acerca da fisiologia cardiaca de espécies de
vertebrados basais é extremamente escasso se considerarmos uma analise
amostral frente ao numero total de espécies. Das aproximadamente 40 mil espécies
de vertebrados existentes, a grande maioria sdo de vertebrados basais (cerca de
36.200 espécies). Esse elevado percentual dentre os vertebrados é plenamente

justificavel se tivermos em mente a sua longa historia evolutiva.

As primeiras espécies de peixes surgiram nos primordios do periodo
Ordoviciano e a segunda classe mais antiga de vertebrados, os anfibios, surgiram
somente 200 milhdes de anos mais tarde, no final do periodo Devoniano e
apresentam atualmente cerca de 4600 espécies viventes. Os répteis surgiram 50
milhdes de anos apds os anfibios e hoje contam com aproximadamente 7000
especies viventes conhecidas. Assim, nestes mais de 450 milhdes de anos de
historia evolutiva, os vertebrados basais ocuparam todos os corpos d'agua do
planeta, ambientes de transicdo aquatico-aeroterrestre, inclusive ambientes
desérticos, e desenvolveram adaptagdes que os fazem evolutivamente bem

sucedidos em todos os ambientes por eles ocupados (HICKMAN et al., 2001).

E imprescindivel entender a fisiologia de uma maior quantidade de
vertebrados, pois, s6 desta maneira poderemos explorar economicamente, e de uma
maneira sustentavel, a riqueza genética existente nestas comunidades e defender a
conservagao das areas em que habitam os organismos estudados de uma forma

mais eficaz.

1.2. FISIOLOGIA CARDIACA COMPARATIVA

Os vertebrados sado dependentes do funcionamento continuo da bomba
cardiaca e qualquer alteracdo nesta funcdo ameacga diretamente sua sobrevivéncia,
ja que o trabalho cardiaco propulsiona o0 sangue que supre os tecidos com os
nutrientes e o oxigénio necessarios para seu funcionamento, esta envolvido na
retirada de catabdlitos e ainda € utilizado como veiculo para moduladores humorais
e nervosos. Desta forma, é de se esperar que a evolugao dos vertebrados deva ter

envolvido mudangas adaptativas no musculo cardiaco (GESSER; POUPA, 1983).
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Ja estd bem estabelecido na fisiologia comparativa que o coragdao dos
animais ectotérmicos enfrenta mudangas muito maiores do que os de animais
endotérmicos, no que diz respeito ao conteudo extracelular de gases, ao equilibrio
acido-base e de temperatura (DRIEDZIC; GESSER, 1994). Tal variacdo ocorre
devido as flutuagdes impostas pelo ambiente, habito e a organizagdo do sistema
cardiovascular destes animais. O débito cardiaco, resultado da frequéncia e da forca
de contragao, regula o fluxo sanguineo ejetado. Desta forma, frequéncia e forca de
contragdo devem ser regulados a fim de que haja um fluxo apropriado para a
execucao do trabalho de todos os tecidos nas mais variadas condigdes impostas
pelo ambiente (TIBBITS et al., 1992), ainda mais se tratando de animais
ectotérmicos, onde a homeostase deve ser alcangcada durante flutuagdes

metabdlicas resultantes de variagdes ambientais.

A diferenca de pressdo associada ao fluxo € o que esta envolvido no
funcionamento de qualquer bomba e pode ser representado pelo trabalho cardiaco,
determinado pelo produto do volume ventricular sistélico e pressao aodrtica meédia
(pb6s-carga) contra a qual o sangue é ejetado pelo ventriculo (TOTA; GATUSO,
1996). Mais uma vez temos nos vertebrados basais um exemplo claro da
plasticidade que o coracdo desses animais pode exibir. Teledsteos podem
apresentar bombas cardiacas que movem um volume relativamente pequeno contra
alta presséao arterial (pés-carga) ou que movem um grande volume contra pequena
pressao arterial. Pode-se notar pela Figura 1 que o atum € um exemplo de teledsteo
cujo coragao trabalha com alta pressao e propulsiona a cada ciclo um pequeno
volume de sangue, caracteristica esta associada a mioarquitetura do coragao destes
animais, com grande quantidade de camada compacta (TOTA; GATUSO, 1996), ao
habito de vida migratério com natacao rapida de alta performance e a capacidade
para endotermia regional e a capacidade aerébica elevada (GRAHAM; DICKSON,
2004). No outro extremo dos teledsteos exemplificados temos o Icefish (Chionodraco
hamatus), que apresenta um elevado volume sistélico propulsionado contra uma
baixa pressao arterial (TOTA; GATUSO, 1996).
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Figura 1. Pds-carga, volume sistdlico, trabalho cardiaco e frequéncia cardiaca em peixes. Painel
superior: valores para pos-carga (diferenga entre a média da pressao aodrtica ventral e a pressao no
seio venoso) e o volume sistdlico. As colunas abertas significam pdés-carga in vitro basal ou in vivo em
repouso, colunas sélidas negras significam volume sistélico in vitro basal ou in vivo em repouso.
Painel central: Valores correspondentes de trabalho cardiaco. Painel inferior: valores correspondentes
de frequéncia cardiaca. No painel superior também s&o apresentados os aumentos de pds-carga
(acima das colunas abertas) e de volume sistélico (acima das colunas sélidas) em condigbes de
trabalho cardiaco maximo. Na maioria das espécies do lado esquerdo do grafico (7 espécies do lado
esquerdo) ha uma elevagao na pds-carga sem alteragdo do volume sistélico, enquanto nas espécies
ao lado direito um aumento no volume sistélico sem alteragdo na pds-carga. Valores basais para o
ventriculo esquerdo de rato e para ra foram incluidos para comparacgoes.
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A implicacdo dessas caracteristicas incide diretamente sobre a maneira
adotada por cada espécie para modular o débito cardiaco. Ao tomar-se como
exemplo o rato, nota-se que 0 mesmo apresenta caracteristicas de pods-carga e
volume sistélico semelhante ao atum e que ambos apresentam alta frequéncia de
contragdo. A frequéncia cardiaca elevada implica em um menor tempo de
enchimento ventricular que, consequentemente, pode gerar uma redugao do volume
sistélico (CURI; PROCOPIO, 2009). Muitos teledsteos apresentam reducdo da forga
de contracdo em funcdo da elevagao da frequéncia, a reducdo da contratilidade
nessas condi¢des limita a 0 aumento do volume de ejegao, e este pode ser o0 motivo
de muitos peixes variarem o volume de ejecao para atender a demanda cardiaca
(FARRELL; JONES, 1992).

No outro extremo estd o “icefish”, que possui um comportamento
hemodinamico comparavel ao da ra e muitos outros teleésteos (Figura 1), com
volume sistélico elevado e pds-carga relativamente reduzida. Nesse caso, a baixa
frequéncia apresentada deve ser um reflexo da baixa capacidade contratil
(observada pela pequena pds-carga), os dados da literatura sugerem que nesses
organismos os limites para a modulacdo da forga contratii ou frequéncia de
contragdo para a regulagdo do débito cardiaco devam ser estreitos (TOTA;
GATUSO, 1996).

A contracao fisiolégica gera tanto a forca isométrica (pressao ventricular)
quanto o rapido encurtamento (ejecdo do sangue), havendo duas maneiras de
mudar o componente “forga da contracdo cardiaca”. pela alteragcdo da amplitude
elou duragdo do transiente de Ca* citosdlico e pela alteracdo da sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca®* (BERS, 2002). A sensibilidade ao Ca** pode ser regulada pela
alteracdo do comprimento da fibra pelo mecanismo de Frank-Starling, onde a
interacdo actina-miosina aumenta com o estiramento. O transiente de Ca®* esta por
sua vez relacionado a sua cinética e as rotas que podem ser tomadas pelo ion no

ciclo de contragao e relaxamento (BERS, 2002).

Ha diversas técnicas para o estudo da capacidade contratii de musculos,
como a preparagao isomeétrica e a preparagao work loop. Na técnica work loop, o
musculo é submetido a mudangas sinusoidais do comprimento, o que permite a
mensuracgao do trabalho e da poténcia (LAYLAND; KENTISH, 2000). Na preparagao

6
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isométrica € possivel isolar da contragdo as mudangas no comprimento da fibra e
estudar exclusivamente o componente da forca relacionado a contratilidade
(transiente de Ca®*). Neste caso, a contratilidade descreve a forga de contragdo num
determinado comprimento da fibra (SHIELS et al., 2002).

Levando-se em consideragao a capacidade contratil, esta € reduzida com a
elevagao da frequéncia na maioria dos teledsteos, o que € denominado de efeito
escada negativo (SHIELS et al, 2002). As baixas frequéncias de trabalho
apresentadas pelo miocardio de teledsteos deve estar relacionada a sua habilidade

contratil e as necessidades hemodinamicas do seu sistema circulatorio.

1.3. ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO

As células cardiacas apresentam jungcdes comunicantes (jungdes GAP),
estruturas descritas por Unwin e Zampighi em 1980, formados pela ligacdo entre
dois semi-canais, 0s conexons, que conectam as membranas de duas células
vizinhas (SALAMEH; DHEIN, 2011). Cada conexon €& formado por por seis
subunidades as conexinas, cada conexina apresenta quatro dominios
transmembrana (M1-M4) dois loops extracelulares e, intracelularmente apresenta um
loop e os terminais amina (N) e acido carboxilico (C), a juncdo dos conexons
determina a estrutura dodecamérica da jungdo GAP. O poro central de 12 A de
diametro permite a livre passagem de ions, caracterizando sua agao nao seletiva
(SALAMEH; DHEIN, 2011). Tal propriedade permite que a despolarizagao iniciada
nas células marcapasso seja difundida por toda a massa cardiaca, com o
consequente recrutamento de todas as fibras, de forma que o coragdo atue
funcionalmente como um sincicio multinucleado (YUE, 1987). Como todos os
midcitos sao recrutados a cada ciclo cardiaco, a modulagao da intensidade da forga
de contragao incide no recrutamento de mais ou menos miofibrilas contrateis pela
disponibilidade do fon calcio (Ca**), assim, a geracdo de forca, e em parte a
velocidade da frequéncia cardiaca, dependem da quantidade de Ca*" que interage
com as proteinas contrateis, bem como, do tempo em que o Ca?* permanece

disponivel no citosol para esta interagcéao (YUE, 1987).
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O conjunto de processos que ocorrem desde a despolarizagcdo da membrana
do midcito até a interacdo das proteinas contrateis € denominado de acoplamento
excitagao-contragcao (acoplamento E-C) (VORNANEN et al., 2002). O entendimento
dos mecanismos envolvidos no acoplamento E-C nos fornecem subsidios para
explicar a estratégia utilizada, por uma determinada espécie, para manter um débito

cardiaco apropriado as suas necessidades.

O potencial de acao (PA) da célula muscular é iniciado com a abertura dos
canais de Na*, decorrente da alteracdo elétrica local, devido & passagem de ions
positivos (Na*) pelas jungdes comunicantes com um midcito adjacente, cujo PA ja
tenha sido inicializado. A positivagédo local muda o potencial elétrico de ions proximo
a juncdo comunicante, o que resulta na abertura de canais de Na* e Ca®'
dependentes de voltagem na sarcolema. Esses canais possuem um dominio
intracelular com aminoacidos positivos, o que pode promover mudangas na sua

conformagao com a alteragao do potencial elétrico (BERS, 2000).

Os canais de Na® dependentes de voltagem apresentam trés estados
possiveis: fechado ativado, aberto ou fechado inativado, com o segmento
transmembrana S4 funcionando como um sensor do potencial de membrana
(MANNUZZU et al., 1996, YANG et al., 1996), sao os responsaveis pela periodo de
rapida despolarizacéo do potencial de agdo. Existem dois tipos de canais de Ca**
dependentes de voltagem no coragao, os canais do tipo T e do tipo L. Os canais do
tipo L exercem um papel central na contragdo cardiaca, sendo responsaveis pelo
influxo de Ca®* e pelas caracteristicas elétricas deste tecido, como o platd
carateristico do potencial de agao cardiaco. Os canais do tipo L sdo polipeptidios

heterotetraméricos complexos, compostos de subunidades « 1, a2/, B e, em alguns

tecidos, y, atualmente s&o conhecidos 10 genes para a subunidade a1, tais
isoformas sao utilizadas para o agrupamento desses canais em diferentes classes
(CHATTIPAKORN et al., 2011). Hd uma série de evidéncias da expressdo dos
canais de Ca®' do tipo T durante o desenvolvimento embrionario, no entanto,
ocorrem em apenas alguns tecidos especializados na vida adulta, como os nodos
sinoatrial e atrioventricular do marca-passo cardiaco ou em células secretoras
(LORY et al., 2006). O influxo de Ca** nos midcitos na fase final do PA é decorrente
dos canais L, enquanto que canais T contribuem para a fase inicial do PA em fibras

atriais e do sistema de Purkinje. Ambos canais, T e L, abrem e fecham rapidamente,
8
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mas ndo tdo rapidamente quanto os canais de Na’, a consequéncia disso & a
manutencdo de um potencial de membrana positivo prolongado, o que € bastante

caracteristico no PA ventricular cardiaco (BERS, 2000).

Outro importante componente do acoplamento E-C cardiaco é o trocador
Na*/Ca?* (NCX), um sistema de contra-transporte reversivel com estequiometria de
3 Na* para 1 Ca**, com consequente corrente de 1 carga positiva na direcdo do
transporte de Na*, portanto ao se referir & corrente do trocador NCX (Inaca) esta €
referida no mesmo sentido da corrente de Na®, o sentido do fluxo de carga. A
diregdo e amplitude do transporte do NCX dependem do potencial de membrana
bem como das concentragdes intra e extracelulares de Na* e Ca®** (BERS, 2000).
Simplificadamente, altas concentracdes de Ca** citosdlico favorecem seu efluxo
(modo normal - influxo da Inaca), €nquanto potenciais de membrana positivos e altas
concentracdes de Na* intracelular favorecem o influxo de Ca* (modo reverso -
efluxo da Inaca) (BERS, 2002).

O Ca* que promove a interagdo actino-miosinica (Ca** ativador) pode ser
proveniente de diferentes fontes: o meio extracelular ou as reservas internas. O Ca**
ativador de origem extracelular pode invadir o citosol através dos canais tipo L e do
trocador NCX no modo reverso. O Ca®* de origem intracelular pode ser proveniente
do reticulo sarcoplasmatico (RS) e da mitocdndria. O Ca®* ciclado pela mitocdndria
pode entrar na organela por um transportador uniporter de Ca**, o que representa
apenas 1% do transiente de Ca®** sob condicdes fisiolégicas. Em condicdes
fisioldgicas essa pequena quantidade de Ca®" precisa ser retirada da mitocéndria, o
que ocorre por um trocador Na‘*/Ca?* mais lento que o NCX sarcolemal (BERS,
2008). Apesar da ciclagem do Ca*" pela mitocdndria ter pouca importancia para o
Ca?* ativador, ele pode ativar a F{FoATPase e desidrogenases mitocondriais
(piruvato desigrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase, isocitrato desidrogenase
dependente de NAD), tornando-se um importante mecanismo de retroalimentacao

para o suprimento energético de acordo com a demanda (BERS, 2008).

O RS é um compartimento membranoso completamente intracelular, que nao
€ continuo a sarcolema, sua principal fungcdo nos musculos é sequestrar e liberar o
Ca** no citosol. O volume do RS varia nos diferentes tipos celulares e entre espécies
(BERS, 2000; DI MAIO; BLOCK, 2008). Exceto pelas regides de jungao entre o RS e
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a sarcolema, a membrana do RS é bastante homogénea contendo principalmente a
Ca?* ATPase do RS (SERCA —Sarcoplasmic-Endoplasmic Reticulum ATPase)
(BERS, 2000). Na regiao de juncao entre o RS e a sarcolema localizam-se os canais
de liberacdo de Ca** do RS, que por exibirem alta afinidade pela rianodina, um
alcaléide neutro da planta Ryania speciosa, foram denominados receptores de
rianodina (RyR) (BERS, 2000).

Cada juncéo entre a sarcolema (superficie do tubulo T) e o RS apresentam 10
a 25 canais tipo L e 100 a 200 RyR agrupados em um couplon. Quando ocorre a
abertura dos canais tipo L, a [Ca®']; se eleva na fenda da jungdo para 10 a 20 M, o
que ativa os RyR a liberarem o Ca?* do RS. A abertura de um Unico canal pode
disparar a liberagdo do RS, mas durante o PA muitos canais se abrem, criando uma
margem segura para o acoplamento, elevando a [Ca?"] local para 200 a 400 uM que

se difunde para o citosol e ativa as proteinas contrateis (BERS, 2008).

Tanto proteina quinase A (PKA) quanto proteina quinase dependente de Ca®*
e calmodulina 1l (CAMKII) regulam o influxo de Ca®* e a liberacdo pelos RyRs
(BERS, 2008). Essas quinases fosforilam diferentes sitios nessas proteinas, com
ativacdo predominante da Ic, pela PKA e dos RyRs pela CAMKII, ambas sé&o

acionadas pela estimulagao adrenérgica (BERS, 2008).

A origem do Ca®" implica em importantes diferengas na producdo de forca, ja
que pode influenciar a quantidade de Ca** livre que é liberado no citosol a cada ciclo
cardiaco, bem como pode influenciar no tempo que o Ca®* permanece livre no

citosol promovendo a interagéo actino-miosinica.

FABIATO (1983) propb6s que, em mamiferos, o influxo transarcolemal de
célcio, através do NCX e de canais de Ca®" tipo L dispare a liberagdo de uma
quantidade ainda maior deste ion do RS, através dos RyRs (BERS, 1991;
VANGHELUWE, et al., 2006), mecanismo denominado liberagao de calcio induzida
pelo calcio. Apesar do fato da magnitude do influxo de calcio através dos canais
lentos da sarcolema ser variavel entre as espécies de mamiferos, a maioria dos
estudos indica que este é insuficiente em magnitude para suportar a contracéo
(BERS, 1991; CHAPMAN, 1983). Assim, o Ca?* liberado do RS constitui-se na fonte

principal deste ion para a contragao no coragao dos mamiferos (WIER, 1990).
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A SERCA2a é a Ca** ATPase do RS cardiaco, com peso molecular de 110
kDa e, juntamente com o NCX, constituem os principais mecanismos de remocao do
Ca?* citosolico (BERS, 2008). Num estado de equilibrio, ou seja, quando é
alcangado o relaxamento apds uma dada contracdo, a quantidade de Ca** tomada
pelo RS deve ser igual a quantidade de Ca?* liberada por ele e a quantidade de Ca**

que entra pela Ic, € NCX deve ser igual ao efluxo celular (BERS, 2008).

A SERCAZ2a é continuamente inibida pelo fosfolambano (PLB), uma pequena
proteina com 16 kDa. Assim como os canais L e os RyRs, a atividade da SERCA2a
€ modulada pela estimulacdo adrenérgica via PKA e CaMKIl. A PKA estimula
predominantemente a atividade enzimatica da SERCA2a, aumentando a captagao
de Ca®" pelo RS, enquanto a CAMKII age predominantemente sobre o PLB,
impedindo sua atividade inibitéria sobre a SERCA2a (BERS, 2008).

A interacdo actino-miosinica que resulta no encurtamento celular é a base
para a teoria dos filamentos deslizantes, onde, a elevacdo da [Ca®'] ativa a
contracdo pela ligagdo do Ca®* com a troponina C, parte do complexo regulatério da
actina. Esse complexo regulatorio € composto pela troponina |, que recobre o sitio
de ligacao da miosina na actina e a troponina T, que ancora todo o complexo na
proteina filamentosa tropomiosina, que por sua vez, se ancora nas fendas entre as
actinas F que compde o filamento fino. A ligagdo do Ca®" a troponina C promove
interacdo mais forte da troponina C com a troponina |, que move-se mais
profundamente na fenda das actinas F, ficando mais préximas a troponina T. Essa
mudanca de conformacgao estrutural libera na actina o sitio de ligagdo com a
miosina, promovendo a formagcao das “pontes cruzadas” (VANGHELUWE, et al.,
2006; BERS, 2008). Com a ligacao entre actina e miosina ocorre a liberacdo da
energia da quebra do ATP, pela atividade ATPasica da cabega da miosina,
resultando na mudanga conformacional da cabeca da miosina que se dobra,
puxando a actina na sua diregado, resultando na contragédo e encurtamento dos
sarcomeros (GUYTON; HALL, 2006; OFFER; RANATUNGA, 2010).

Ha aproximadamente uma década foram identificados problemas
termodinamicos no modelo dos filamentos deslizantes com pontes cruzadas e outro
modelo para a interacdo das proteinas contrateis tem sido proposto, desde entéo
(MITSUI; OHSHIMA, 2008). O modelo proposto por Toshio Mitsui em 1999 é
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caracterizado por dois diferentes estados de ligagdo entre a actina e a miosina,
resultando em um acoplamento da hidrélise de um ATP para cada ciclo de interagéo.
Este modelo € apoiado por muitos dados experimentais, que demonstram a
distancia entre os feixes e actina e miosina e a quantidade de energia utilizada no
processo contratil, dados ndo compativeis com o modelo dos filamentos deslizantes
e pontes cruzadas de A. F. Huxley de 1957 (HUXLEY, 2000; MITSUI; OHSHIMA,
2008). O novo modelo recebe o nome de “polaron”, nome dado ao movimento de um
eletron em uma cadeia cristalina, onde o eletron tem diferentes niveis de associacao
com os atomos durante seu trajeto (MITSUI; OHSHIMA, 2008).

Hé duas classes de canais de K' relevantes para o acoplamento E-C: a)
canais de K* dependentes de voltagem, que sdo importantes por repolarizarem a
membrana com fluxo na direcao extracelular, retornando os valores do potencial de
membrana ao repouso; b) canais de K" retificadores, geradores de correntes do ion
na diregao intracelular, que sdo geralmente dependentes de ligantes e contribuem
para impedir o efluxo excessivo de K" durante a repolarizacéo (BERS, 2000). Como
os canais de K" retificadores reduzem a velocidade de repolarizacéo, também s&o

importantes para a formagao do platd caracteristico do PA cardiaco.

1.4. O ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO EM VERTEBRADOS BASAIS

O sistema cardiovascular dos vertebrados basais tem demonstrado uma
imensa plasticidade funcional, que nada mais é do que o reflexo da grande
variedade estrutural que se apresenta no miocardio dos animais desse grupo.
Histologicamente, ha uma grande variagdo entre constituicdo e distribuicdo das
camadas compacta e esponjosa do miocardio e, consequente, desenvolvimento da
circulagcao coronariana e do endotélio endocardico (TOTA et al., 1983; DRIEDZIC,
1992; TOTA; GATTUSO, 1996). Quanto a organizagdo ultra-estrutural, ¢
fundamental salientar as diferencas nas compartimentalizagées intracelulares para o
manejo do calcio durante o acoplamento excitagdo contracdo, como ocorréncia de
variaveis niveis de desenvolvimento do reticulo sarcoplasmatico (RS), auséncia de
tubulos T e miécitos de tamanho reduzido (TIBBITS et al., 1992; VORNANEN et al.,
2002).
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A plasticidade ultra-estrutural nos miocitos cardiacos de teledsteos implica em
variadas formas de manejo do ion calcio, fundamental para determinar a fonte do
Ca?* ativador. A base de tal diferenca entre os modelos apresentados pelo miocardio
ventricular dos teledsteos reside na relagao entre a utilizagao do calcio extracelular e
as possiveis reservas internas (mais proeminentemente o RS). Tais diferengas
podem ser observadas, por exemplo, por meio do efeito da rianodina, um alcaléide
bloqueador dos canais de Ca®** do RS. A Figura 2 mostra o efeito da rianodina no
desenvolvimento de tensdo em preparagdes multicelulares de varias espécies de

vertebrados, inclusive mamiferos.

A fisiologia cardiaca de peixes vem, ao longo de sua histéria, elucidando a
funcdo cardiaca com o uso de técnicas de microscopia, bioquimicas e de biologia
molecular, além das medidas funcionais de desempenho muscular. TIBBITS et al.
(1992) e VORNANEN (1997) descreveram caracteristicas da ultra-estrutura dos
miodcitos cardiacos de espécies que nao apresentam funcionalidade do reticulo
sarcoplasmatico (Carassius carassius) ou que apresentam tal funcionalidade em
condigdes que normalmente ndo sdo encontradas na natureza (Onchorryncus
mykiss), ciclando o calcio fundamentalmente através da sarcolema a cada ciclo
cardiaco, nao dependendo dessa forma das reservas intracelulares. Estudos sobre
os atuns e outras espécies da familia Scombridae ja demonstram nao s6 um grande
desenvolvimento do RS como o alto nivel de atividade da Ca?** ATPase do RS
(SERCAZ2a) relacionada com a importancia da ciclagem intracelular desse ion
(SHIELS; FARRELL, 2000; SHIELS et al., 1999; LANDEIRA-FERNANDEZ et al.,
2004).

A variabilidade na utilizagéo de diferentes fontes de Ca* para o ciclo cardiaco
€ elevada também entre os teledsteos tropicais, sendo que ocorrem espécies ativas
e completamente dependentes do Ca** extracelular, como o emboré, Bathygobius
Ssoporator e a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e espécies que apresentam
diferentes niveis de atividade e que possivelmente utilizam os estoques de Ca** do
RS de maneira rotineira, como o pacu, Piaractus mesopotamicus, o curimbata,
Prochilodus lineatus, a traira, Hoplias malabaricus e o matrinxa, Brycon amazonicus,
entre outros (RANTIN et al, 1998; COSTA et al., 2000; ANELLI et al., 2004;
RIVAROLI et al., 2006; OLLE, 2007).
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Figura 2. Efeito da rianodina sobre a forca de contracdo (% dos valores controle) das tiras
ventriculares de varias espécies de vertebrados.
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Fonte: Adaptado de RIVAROLI, 2002.

A tilapia do Nilo é um teledsteo tropical que apresenta grande resisténcia a
variagcbes de temperatura e exibe um alto nivel de atividade fisica com seu
comportamento territorialista. Em experimentos de contragao pos pausa, COSTA et
al. (2000) estimaram que praticamente 98% do Ca?®" ativador deva ser de origem
extracelular (Figura 2). O teledsteo neotropical matrinxa, Brycon amazonicus, € uma
espécie migratoéria e reofilica, o que o faz um auténtico exemplar de peixe atlético. O
matrinxa, por sua vez, apresenta dependéncia do Ca* ativador proveniente do RS,
sendo que o miocardio ventricular da espécie exibiu sensibilidade a rianodina, com
respostas inotropicas negativas em faixas de frequéncia de contragao
correspondentes ao que € apresentado pela espécie in vivo (condi¢des fisioldgicas)
quando teve seus estoques de RS bloqueados pela rianodina, o que denota a
utilizagdo rotineira do Ca** do RS (OLLE, 2007).

A relagao forga frequéncia negativa no coracao de peixes esta provavelmente
relacionada a uma reducdo do influxo de Ca®* dependente da frequéncia, o que
resulta em uma redugado da liberacdo de Ca** (SHIELS et al., 2002). A reducdo do

influxo de Ca®" pode afetar diretamente a [Ca?']i em animais que ndo utilizam
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reservas internas e pode reduzir a [Ca*']i pelo mecanismo de liberacdo de calcio
induzida pelo calcio em animais que utilizam o RS para ciclar o Ca®* rotineiramente.
A grande perda de forga em altas frequéncias esta provavelmente relacionada a
restituicdo mecanica incompleta entre as contragdes, que pode levar a elevagdes

2+]i

nas [Ca“’] diastdlicas e na tensao de repouso (SHIELS et al., 2002).

A ampla plasticidade da fungdo cardiaca exibida pelos vertebrados basais
deve ser encarada como um sério desafio a ser desvendado em cada espécie. Tal
plasticidade impde restricbes a generalizagdbes em estudos da funcdo cardiaca
desses animais, devendo-se levar em consideragcdo a utilizagdo de diferentes
técnicas que possam cobrir maior espectro de aspectos relevantes aos mecanismos
relacionados ao acoplamento E-C e o0 seu contexto na biologia do organismo em

questao.

1.5. MECANICA DA CONTRAGCAO

Ha aproximadamente um século, fisiologistas ja procuravam entender a
capacidade de trabalho cardiaco e para isso muitos foram os indices utilizados.
Knowlton e Starling em 1912 utilizaram preparacgdes isoladas de coragéo de caes e
mediram o trabalho cardiaco pela pressao arterial, multiplicando o volume de sangue
ejetado durante um dado periodo de tempo pela pressdo naquele determinado
periodo. Paterson, Piper e Starling em 1914 questionaram, em seu artigo classico
“The regulation of the heart beat”, as propriedades contrateis do coragao e afirmaram
que somente através de uma acurada analise mecanica da contratilidade cardiaca
poderiam encontrar a solugao para seus questionamentos. Em 1918 foi publicada a
aula de Starling: “The Linacre Lecture on the Law of the Heart”, mais tarde conhecida
como Lei de Frank-Starling (BRAUNWALD et al., 1960).

As propriedades mecanicas de contragdo cardiaca foram cada vez mais
elucidadas e tornaram-se referéncia para o estudo de condi¢gdes patogénicas, como
o trabalho de Braunwald et al. em 1960, que estudaram pacientes com estenose
mitral, fibrilac&do atrial e suas relagdes com a contragao ventricular (BRAUNWALD et
al., 1960). Frank e Levinson em 1968 elaboraram um indice para avaliar o

desempenho contratil cardiaco em humanos, ressaltando sua importancia para
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diferenciar as alteragdes que ocorressem em fungdo do comprimento da fibra
daquelas relacionadas a capacidade contratil, sendo de grande valor para
identificacdo de pacientes com desenvolvimento de disfungdo, antes que ocorresse
a insuficiéncia cardiaca (FRANK; LEVINSON, 1968).

Para o desenvolvimento deste indice, Frank e Levinson basearam-se nos
trabalhos de HILL (1938) e GIBBS et al. (1967), que trabalharam com preparagoes
isométricas e isotdnicas de musculo papilar ventricular de coelho em “Thermopiles”,
aparelho capaz de utilizar a energia térmica emitida durante o relaxamento e a
contracdo, juntamente com as medidas de tensdo, para determinar o trabalho
muscular. Frank e Levinson basearam-se também nos trabalhos de ABBOTT;
MOMMAERTS (1958) e SONNENBLICK (1962 a, b), que usaram papilares

ventriculares e relagdes entre desenvolvimento de forgca e velocidade de contracao.

Em 1963 Siegel e Sonnenblick realizaram um trabalho investigativo utilizando
preparagdes isométricas, procurando estabelecer uma relagdo entre tensédo e tempo
como indice para a contratilidade miocardica. Nesse trabalho, os pesquisadores
utilizaram preparacgoes in situ de coragao canino e analisaram a fase isovolumétrica
(isométrica) de contracdo. A partir dos registros isométricos, foram calculadas as
derivadas da tensdo pelo tempo e a integral da tensdo isométrica para a fase
crescente de contracao isométrica (Figura 3) (SIEGEL; SONNENBLICK, 1963).

Em 1972 Peterson e Lesch utilizaram preparacdes de papilar de coelho para
estudar a sintese e transporte de aminoacidos enquanto a musculatura estava
submetida a um regime de contragao isométrica (PETERSON; LESCH, 1972). Para
isso, utilizaram a tensdo isométrica padronizada pela area da secgao transversal
(AST), determinando a unidade de mN.mm™. Tal padronizacdo assume que a tens&o
desenvolvida pela fibora é um estresse mecanico. Mais atualmente,
SCHLOTTHAUER et al. (1998) utilizaram a forgca maxima normalizada pela AST
(mN.mm™?) em seus registros isométricos de tiras cardiacas de pacientes com
insuficiéncia cardiaca, além do tempo para o pico de tensao e tempo de relaxamento

como parametros de estudo da contratilidade.

A fisiologia comparada que se dedicou a estudos de outros grupos de
animais, mais especificamente dos vertebrados basais, usou algumas das

metodologias derivadas das exploragdes das propriedades contrateis acima citadas.
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Figura 3. Registros sobrepostos de contragdo isométrica do musculo papilar. Numeros de 1 a 4
indicam o aumento da tensdo de repouso e a correspondente tensdo desenvolvida. dp/dt = taxa
maxima de desenvolvimento de tensido isométrica (linhas pontilhadas). IIT = Integral da tensao
isométrica sistolica (area sombreada).
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Fonte: Adaptado de SIEGEL; SONNENBLICK, 1963.

Um indice comumente utilizado é aquele derivado da tensao ou forga maxima
desenvolvida. Em 1978 Gesser e Poupa utilizaram a porcentagem da forca maxima
desenvolvida em funcdo dos valores iniciais para estudar o efeito da acidose
hipercapnica em vertebrados de respiracdo aérea e aquatica (GESSER;
JORGENSEN,1982). A mesma metodologia foi utilizada para avaliar a contratilidade
de diversos teledsteos e elasmobranquios (DRIEDZIC; GESSER,1988).

Pelouch e Vornanen em 1996 utilizaram a forga maxima desenvolvida, o
tempo para o pico de tensao (time to peak tension - TPT) e o tempo para a metade
do relaxamento (time to half relaxation — THR) e adicionalmente as taxas maxima de
desenvolvimento de forca e maxima de relaxamento (porcentagem dos valores
controle), para estudar as propriedades contrateis do coragdo da carpa cruciana
(Carassius carassius) (PELOUCH; VORNANEN,1996).

Em 1997 Shiels e Farrell utilizaram preparagdes de trabéculas ventriculares
de truta arco-iris e calcularam o pico de tensdo e a exemplo de Peterson e Lesch em

1972, normalizaram esse valor pela area de secgao transversal chegando ao
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estresse mecanico (mMN.mm™?), além desse parametro foi utilizado no trabalho a
razao entre o pico de tensado, TPT e THR para aproximagdes das taxas de contracéo
e relaxamento (SHIELS; FARRELL, 1997).

Aho e Vornanen utilizaram em 1999 a tensdo maxima desenvolvida para
comparagoes de tiras ventriculares de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
padronizando as preparagdes em fungcdo da massa da tira, chegando a uma unidade
de mN.mg™" (AHO; VORNANEN, 1999).

Para estudar a relagdo entre a disponibilidade de Ca®*, a temperatura e
contratiidade dos midcitos cardiacos de truta arco-iris, COYNE et al. (2000)
utilizaram o pico de forca normalizado pela area de secgdo transversal (mN.mm™),
além de uma relagdo entre as variagcbes de forga ao longo do experimento em
funcao da forca maxima desenvolvida, chegando a uma fragdo de mudanca na forga

(F/Fmax) como indice de avaliagao.

SHIELS et al. (1999) e SHIELS; FARRELL (2000), ao estudarem a
importancia do RS no atrio de atum (Yellowfinn tuna) e em trabéculas ventriculares
isoladas de cavala (Scomber japonicus), além de usarem o pico de tensao
normalizado pela AST (mN.mm™), utilizaram TPT, THR e a derivada da forca pelo
tempo (df/dt) para calcular a taxa de contracdo e relaxamento. O trabalho nao
explica como foram feitos os calculos. No entanto, como s&o apresentados dados
unicos para cada curva de contragao e relaxamento, espera-se que se trate da maior
taxa de contragcdo e maior taxa de relaxamento, ou seja, os maiores e menores

valores obtidos da derivada da tensao isométrica pelo tempo.

Em 2002, Tiitu e Vornanen utilizaram a forca maxima desenvolvida
(normalizada pela contragao inicial), TPT, THR e a taxa maxima de relaxamento
(dF/dtmin) para estudar a contratilidade cardiaca do “burbot” (Lota lota) (TIITU;
VORNANEN, 2002)

RANTIN et al. (1998), COSTA et al. (2000), GESSER (2002) e ANELLI et al.
(2004), realizaram comparagbes entre a porcentagem de alteragdo da tensao
maxima produzida (% dos valores iniciais) e os valores de TPT e THR para estudar a
contratilidade do amboré de pocas de maré (Bathygobius soporator), da tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus), da truta arco-iris (O. mykiss) e do pacu (Piaractus
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mesopotamicus), respectivamente. E interessante notar que, apesar da importancia
e relevancia dos resultados apresentados nesses trabalhos, o desconhecimento dos
valores absolutos de tensdo n&o permite que sejam realizadas comparagdes diretas
destes com outros trabalhos publicados contemporaneamente a eles ou mais

recentes.

RIVAROLI et al. (2006), ROCHA et al. (2006 e 2007) e COSTA et al. (2004,
2005, 2008 e 2009) utilizaram os valores absolutos normalizados pela AST
(mN.mm™), além dos parametros do tempo com o TPT e THR, ao estudarem a
contratilidade do miocardio ventricular da traira, do curimbata, do mugum
(Synbranchus marmoratus), da pirambdia (Lepidosiren paradoxa), de girinos de ra-
touro (Rana catesbeiana), do jeju (Hoplerythrinus unitaeniatus) e do acara
(Geophagus brasilienses). Similarmente, ao estudar os efeitos do neguvon®
(inseticida organofosforado trichlorfon) na contratilidade ventricular da tilapia do Nilo,
THOMAZ et al. (2009) utilizaram a forga de contracdo normalizada pela AST
(mN.mm™), TPT, THR, calcularam a CPC e ainda fizeram aproximacdes da taxa de
contracao e relaxamento através do estudo da razado do TPT e THR pela forga de
contracao (de acordo com CELICHOWSKI; BICHLER, 2002).

Como pbdde ser percebido ao longo da histéria, o estudo da contragao
isométrica do musculo cardiaco apresentou muitas diferentes solugbes para a
andlise do principal componente nesse tipo de preparacdo, a contratilidade. E
interessante notar que muitas simplificacbes foram feitas por diversos pesquisadores
as quais, apesar de servirem ao propoésito de suas pesquisas, tornaram-se pobres
no conteudo de informacéo que a técnica permite obter. As analises mais refinadas,
que integraram a nogao de eficiéncia e valores absolutos permitem o conhecimento
mais profundo da contratilidade, o que permite realizagcdo de conclusdes mais

solidas, ja que a base de dados que suporta as hipoteses é mais coesa.

1.6. ANALISE BIOMOLECULAR

A constituicdo dos anticorpos e seus fragmentos, com varias regides de alcas
(loops) hipervariaveis, gera proteinas ligantes que sao expressas pelos linfocitos a

partir de sua ampla biblioteca génica de motivos (UMETSU et al., 2010). Todos os
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anticorpos apresentam formato em Y, constituidos de duas cadeias pesadas (= 440
aminoacidos) e duas cadeias leves (= 220 aminoacidos) idénticas entre si. As
cadeias leves no “bragco” do anticorpo estao ligadas cada uma as cadeias pesadas
por pontes dissulfeto. Em uma das extremidades estdo seis loops altamente
variaveis, chamados de regido de determinacdo de complementariedade
(complementarity-determining regions, CDRs). Os CDRs é que formam os sitios de
ligacao aos antigenos (LODISH et al., 2003). Na extremidade oposta da “cauda” esta
a regiao Fc, responsavel pela interagcdo do anticorpo com células ou outros
anticorpos (ALBERTS et al., 2004).

A especificidade dos anticorpos pode ser tdo grande que pode haver a
distingao entre proteinas que diferem em um uUnico aminoacido. Esta especificidade
€ explorada em experimentos para identificacdo de proteinas, como no imunobloting,
técnica também conhecida como Western Bloting (LODISH et al., 2003), onde
manchas (blots) sdo impressas em uma membrana segundo a quantidade de
ligacbes antigeno-anticorpo. As regides do anticorpo responsaveis por tal
especificidade sao as CDRs (complementary determining regions) e as regides
reconhecidas dos antigenos podem ser constituidas por menos de 25 aminoacidos,

sendo denominadas epitopos ou determinantes antigénicos (ALBERTS et al., 2004).

A ligacdo da CDR a um epitopo é reversivel, sendo mediada pela soma das
varias forgas nao-covalentes, como pontes de hidrogénio, forgas hidrofébicas de Van
der Waals e interagdes idnicas. A afinidade de um anticorpo por um antigeno

descreve o grau de ligagao entre o CDR e o epitopo (ALBERTS et al., 2004).

Em estudos de imunobloting é interessante notar que apesar de um anticorpo
poder ser especifico para uma determinada proteina, variagbes relacionadas a
ligacdo CDR-epitopo podem nao alterar a especificidade, mas podem influenciar na

afinidade da ligagao e, consequentemente, a resolucao e intensidade do “blot”
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1.7. EVOLUCAO MOLECULAR

Nos ultimos anos, os recentes avangos da biologia molecular permitem o uso
cada vez mais frequente de técnicas moleculares para a investigagao da variagcao
morfoldgica, fisioldgica e comportamental entre as espécies (BARTON et al., 2007).
Neste contexto, é possivel hoje identificar mudancas evolutivas pela analise direta
de sequéncias de acidos nucleicos (DNA ou RNA) ou proteinas. A evolugao
caracterizada ao nivel molecular permite estabelecer, por exemplo, as relagdes
filogenéticas entre organismos de forma objetiva e menos tendenciosa ja que os
mesmos meétodos experimentais e modelos evolutivos podem ser testados para

grupos de seres vivos tao diferentes quanto bactérias, plantas e animais.

O acumulo de dados moleculares demonstra que diferentes genes, ou
diferentes partes do mesmo gene, frequentemente evoluem a diferentes taxas. Estas
diferengas estao relacionadas a fungao do gene e os efeitos combinados da selecéo
natural e da deriva genética, forcas evolutivas consideradas preponderantes ao nivel
molecular (KIMURA, 1983). A deriva genética pode ser definida como a flutuagao
aleatéria na frequéncia alélica de genes; ela apresenta um efeito maior em
populagdes menores, que sofreram, por exemplo, um gargalo populacional ou um
efeito fundador. A selecéo natural € uma forga que age tanto em grandes quanto em
pequenas populacbes e ¢é responsavel pelas adaptagbes que permitem a
sobrevivéncia daqueles individuos que possuem maior valor adaptativo (i.e.,

sobrevivem mais e deixam maior numero de descendentes) (BARTON et al., 2007).

Os sitios ativos, regides das proteinas relacionadas as atividades
desempenhadas pelas mesmas, encontram-se frequentemente sob forte presséo
seletiva e costumam ser altamente conservados (LUND et al., 2005). Sitios ativos
podem ocupar diferentes dominios na estrutura tridimensional das proteinas. Em
proteinas multifuncionais, como a SERCA2a (110 kDa), por exemplo, sitios ativos
costumam estar espacados por regides mais variaveis, que podem apresentar
composicao de aminoacidos diferentes. Proteinas podem ainda apresentar sitios
ativos compostos por um unico segmento de aminoacidos ou por varios seguimentos
que se combinam para formar o sitio ativo (Figura 4), Devido a essas caracteristicas,

a simples comparagdo da sequencia de aminoacidos que compde uma proteina
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pode dizer pouco a respeito de sua fungcédo, sendo necessario conhecer a estrutura

para realizar tais comparacgdes.

O PLB, por outro lado, apresenta uma dimensado reduzida (25 kDa) e
consequentemente deve apresentar fragmentos de seu gene evoluindo a baixas

taxas, ja que devem estar relacionados a fungao da proteina.

Figura 4. Representagao esquematica do sitio ativo (vermelho) de proteinas que pode ser composto
por diversos seguimentos da sequéncia primaria que se aproximam quando a proteina encontra-se
na forma tridimensional (A) ou consistir de um unico trecho de aminoacidos da sequencia primaria
(B). Em ambos os casos, as sequéncias que compde o sitio ativo tendem a ser conservadas em
diferentes espécies.

Fonte: Adaptado de BARTON et al., 2007.

Ao realizar o estudo comparativo de proteinas em organismos tao
filogeneticamente distantes é necessario tomar o cuidado com as variagbes que
podem ocorrer decorrente dos processos evolutivos. A biologia molecular pode
fornecer os subsidios necessarios para o suporte de tais estudos, tal suporte pode
ter diversas origens, como os dados obtidos na bancada através de experimentos
com gendmica e protedOmica ou ainda pela bioinformatica, explorando a enorme

quantidade de informacgao de genes e proteinas depositada em bancos de dados.

Por tudo o que foi exposto, a proposta do presente trabalho foi avaliar a
contratilidade do miocardio ventricular do B. amazonicus, confrontando diferentes
metodologias de analise matematica para uma interpretagdo mais coesa da fungao
cardiaca. A expressdo de proteinas relacionadas ao manejo do Ca®* no ciclo
cardiaco pretendeu validar e compreender os resultados obtidos com os estudos de
contracdo isomeétrica. A analise molecular das proteinas estudadas emergiu como
uma necessidade a validagao das comparagdes, mediante a hipotese de seu alto

grau de conservacgao.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos gerais o teste da validade de indices
utilizados na analise da contratilidade isométrica através do estudo da fungao
cardiaca do matrinxa, Brycon amazonicus, bem como a analise da expressao das
proteinas SERCA2a e fosfolambano, pecas fundamentais em midcitos que utilizam
os estoques de Ca** do RS no ciclo de contragdo e relaxamento. A validade dos
estudos de Western Blot foi investigada pela similaridade entre as proteinas

homdlogas.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Testar a validade da utilizacdo dos tempos absolutos da contracéo
isométrica (TPT e THR) como indice de contratilidade em
contraposi¢cao a utilizacdo de indices que integrem ambas as
grandezas forca e tempo, como taxas de contragao e relaxamento;

- Avaliar se a utilizagdo do indice de tensdo maxima desenvolvida
(estresse isométrico) para a construgcao de outros indices ¢é valida;

- Calcular a quantidade total de tensdo desenvolvida na contragao
isométrica e avaliar seu significado e a validade da sua utilizagao;

- Elaborar e avaliar um indice para estudo da contratilidade baseado no
significado fisiolégico de cada parametro da contragao isométrica;

- Verificar a presenca das proteinas SERCA2a e fosfolambano pela
técnica de Western Blot no miocardio ventricular do B. amazonicus;

- Estudar, pela evolugdo molecular, a validade do estudo do Western
Blot com anticorpos desenvolvidos em organismos filogeneticamente

distantes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ESPECIE ESTUDADA

A espécie Brycon amazonicus, conhecida popularmente como matrinxa, esta
taxonomicamente incluida dentro da classe Actinopterygii, ordem Characiformes e
familia Characidae (Figura 5). Enquanto as mais de 40 espécies do género Brycon
encontram-se amplamente distribuidas na regidao biogeografica Neotropical (LIMA,
2003), Brycon amazonicus possui distribuicao restrita a bacia Amazénica (HOWES,
1982). A espécie é morfologicamente e citogeneticamente muito similar a B.
cephalus, tendo sido confundida com a mesma até a recente revisao feita por LIMA
(2003).

Figura 5. llustracdo de um exemplar de B. amazonicus e sua classificagao taxonémica.

Classe: Osteichthyes
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Sub-Familia: Bryconinae . 2
Género: Brycon ;
Espécie: Brycon amazonicus {Spix & Agassiz, 1829)

Fonte: FROESE; PAULY (1990-2008).

A espécie ocupa habitats diversificados ao longo do seu ciclo de vida (e.g.
rios, lagos e florestas inundadas) e apresenta comportamento reprodutivo migratério
e habito alimentar onivoro (GOMES; URBINATI, 2005). E considerada ainda uma
espécie ecologicamente importante por ser dispersora de frutas e sementes de
especies vegetais dos igarapés amazonicos. A pesca exploratoria desta espécie
acontece principalmente no Brasil, Coldbmbia e Venezuela. Devido ao seu habito
onivoro e rapido crescimento, o matrinxa € considerado uma espécie interessante do
ponto de vista da aquicultura, sendo apreciado tanto para o consumo humano e
como para pesca esportiva (LOPERA-BARRERO, 2009). Do ponto de vista da
conservagao, embora a espécie seja superexplorada em algumas partes da sua

distribuicdo, a mesma encontra-se classificada como “least concern” na lista
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vermelha de espécies ameagadas da IUCN (International Union for Conservation of
Nature) (REIS; LIMA, 2007). Programas de criacdo em cativeiro desta espécie para
repovoamento das populagdes naturais estdo sendo desenvolvidos principalmente

no Brasil e na Venezuela.

3.2. PREPARACOES EXPERIMENTAIS IN VITRO

Vinte (20) exemplares de Brycon amazonicus, foram cedidos pela piscicultura
Aguas Claras, localizada na cidade de Mococa, (S&o Paulo), & aproximadamente
150 Km de Sao Carlos. Apds a coleta, os peixes foram acondicionados em tanques
com capacidade de 150 L e imediatamente transportados ao Laboratério de
Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa (LBZC) do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Federal de Sao Carlos, onde os experimentos foram
conduzidos. Durante o transporte os peixes receberam borbulhamento de oxigénio
(O2) em intervalos de 1 hora para manter a tensdao de oxigénio adequada para a

sobrevivéncia dos espécimes.

No LBZC, os espécimes foram mantidos por um periodo minimo de 4
semanas em tanques de 1000 L para aclimatacao, tais tanques possuem aeragao
constante e fazem parte de um sistema com circulagao fechada e continua onde a
agua é reciclada, sendo para isso, filtrada (filtro fisico e biolégico) e aquecida
(controle de temperatura de 25 +1 °C). Quando necessario, o sistema recebe
suprimento externo de agua declorinada. Durante o periodo de aclimatagcdo os
animais receberam racdo comercial prépria para peixes, ad libitum, uma vez por dia
e foram mantidos em fotoperiodo natural com ciclo claro/escuro de

aproximadamente 12 horas.

As preparacgdes para os experimentos in vitro foram efetuadas de acordo com
os procedimentos inicialmente propostos por Gesser (1977), com as modificagdes
detalhadas a seguir. Os calculos para os resultados dos experimentos in vitro foram
realizados a partir dos dados obtidos conjuntamente com C.D. Olle (2007), com sua

permissao.

Os animais foram eutanasiados por meio de seccdo da medula espinhal e

pesados. O método de seccao da medula esta de acordo com aqueles aceitos sob
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restricdo pela resolugdo n° 714, de 20 de junho de 2002 do Conselho Nacional de
Medicina Veterinaria. E aceita sob restricdo pois, a utilizacdo de anestésicos pode
interferir na fungao cardiaca e, para promover a perda de consciéncia com o minimo
de sofrimento é necessario experiéncia na manipulagcao dos animais e na realizagao

do método de eutanasia.

Foi feita uma incisdo longitudinal na porg¢ao ventral do animal e o coracgéo,
localizado entre as nadadeiras peitorais foi retirado e colocado imediatamente em
solucao fisioldgica fria propria para peixes teleésteos (NaCl 125 mM, KCI 2,5 mM,
MgSQO4 0,94 mM, NaH,PO4 1 mM, NaHCO3; 30 mM, CaCl, 1,5 mM, CgH1206 10 mM).
Quando necessario, o pH da solugao foi ajustado para 7,4 com NaOH ou H,SO4. A
solugao fisioldgica recebeu borbulhamento constante de mistura carbogénica (98%
02 e 2% COy), que além de suprir a solugdo com o oxigénio necessario para 0s

processos de respiragcao celular, também atua para no equilibrio do pH com o CO..

O coragao dos teledsteos é constituido de quatro camaras em série: seio
venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso (Figura 6). E importante ressaltar a
morfologia cardiaca de peixes, pois as células marca-passo, localizadas, em sua
maioria, no tecido atrial, devem ser removidas completamente durante a preparacao
das tiras, pois sao capazes de disparar contracbes espontaneas, que podem
prejudicar o controle da frequéncia de estimulagao, necessario para a realizagao dos

protocolos experimentais.
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Figura 6. Anatomia do coragao de peixes teledsteos.

Atrio Seio venoso

Bulbo
arterioso

Fonte: Adaptado de FARRELL; JONES, 1992.

Ventriculo

A partir do ventriculo foram obtidas tiras musculares, com espessura de
aproximadamente de 1 a 2 mm, com massa média de 4,20 + 0,45 mg (MEDIA + erro
padrdo médio, E.P.M.) e comprimento médio de 3,8 + 0,14 mm (MEDIA + E.P.M.). O
cuidado com a espessura da tira foi proposto por Jordi Altimiras e Hans Gesser, em
estudos com truta-arco-iris, onde foi demonstrado que tiras ventriculares com
espessuras menores ou iguais a 1 mm nao apresentam problemas difusionais até a
regido mais profunda da tira, prevenindo a ocorréncia de um nucleo hipdxico na
preparagao e uma consequente perda da forgca contratil ao longo do experimento
(SHIELS et al., 2002).

As extremidades de cada tira ventricular foram fixadas, por pressao, entre os
elos de pequenas argolas circulares de aco inox. Uma das extremidades da tira foi
presa a um gancho de ago inox construido no interior do banho e a outra, por meio
de um fio de aco inox foi fixada a um transdutor de forgca isométrica Letica (LETICA

Scientific Instruments, Spain; Figura 7).
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Figura 7. Esquema do banho de solugao
fisiolégica. Tira ventricular fixada por pressao (1);
argola circular de ago inox (2); eletrodos de
estimulagdo (3); transdutor de forgca (4);
borbulhamento de mistura carbogénica (5);
entrada de agua em temperatura controlada (6);
cubeta termostatizada (7).

Fonte: RIVAROLI, L.

No banho, eletrodos de platina acoplados a estimuladores elétricos AVS 100D
(Solugao Integrada Ltda., Brasil) geraram pulsos elétricos quadrados com 8 ms de
duracao e uma voltagem 50% superior aquela correspondente ao limiar da resposta
mecanica. Essa padronizacado da estimulacao elétrica se faz necessaria, pois apesar
da utilizacdo de uma quantidade minima de descarga, esta possibilita o
desenvolvimento da forca de contragdo maxima a diferentes taxas de estimulagao e
ainda previne danos teciduais, 0 que poderia comprometer os resultados do

experimento.

ApoOs a fixagdo ao transdutor de forgca, as tiras foram levemente estiradas e
seguiu-se o periodo de estabilizacdo, onde as tiras foram estimuladas a 0,2 Hz por

aproximadamente 30 minutos passando a exibir contragdes uniformes.

Apos atingir a uniformidade das contragdes, as preparacdes foram estiradas
gradativamente, utilizando-se um micromanipulador. Aumentou-se a distancia entre
o transdutor de forca e o gancho de fixacdo no interior da cubeta até que uma
relagdo maxima entre o comprimento da preparagao e o pico de tensao pudesse ser
obtida com uma estimulacdo basal constante de 0,2 Hz. Este estiramento foi
efetuado para que fosse alcangado um comprimento do sarcomeros que permita a
ocorréncia do maior numero possivel de interagdes actino-miosinicas, além de tentar
diminuir o impacto da orientacdo celular indefinida da preparacdo (HARTMUND;

GESSER, 1996) e criar um referencial de relaxamento maximo, o qual sera atribuido
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a esse valor minimo de tensdo de estiramento, ou, denominado ainda como tensao

de repouso (RT).

Para o registro da tensdo nos experimentos in vitro, o sinal do transdutor de
forca foi enviado a um amplificador de sinais AECAD 0408 (Soft&Solutions/Solugao
Integrada Ltda. Sao Paulo, SP). O sinal amplificado foi enviado a um terminal de
computador onde o programa KitCad (Soft&Solutions/Solugao Integrada - Ltda., S&ao
Paulo, SP) permitiu a visualizagao e gravagao da variacao de tensdo. Os valores de
tensdo foram plotados pelo programa em fungdo do tempo, de forma que, os
resultados experimentais puderam ser visualizados como um sistema cartesiano de
coordenadas, onde o eixo das ordenadas (Y) foi representado pelos valores de
tensao obtidos pelo sistema e as abcissas (X) pelos valores do tempo decorrido
durante aquele dado registro (Figura 8). A cada registro realizado, o programa
KitCad gerou dois tipos de arquivos distintos: um arquivo contendo as anotagdes das
manipulacdes experimentais realizadas, que apresentava extensdo “.log”, e um
arquivo de texto, com extensao “.das”, com as coordenadas “valor da tensao” e
“valor do tempo” organizadas com separadores “tabulacédo” e “linha”.

Figura 8. Plotagem dos valores de tensdo de arquivos “.das” no Microsoft Excel®, ja normalizados

pela AST. Os graficos exemplificam curvas em diferentes frequéncias de estimulagao, 0,2 e 1,0 Hz.
As curvas foram plotadas na mesma escala.
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Fonte: RIVAROLI, L.
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3.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. EFEITO DO TEMPO

As preparagdes ventriculares foram estimuladas a 0,2 Hz ininterruptamente
por 40 minutos a 25 °C, temperatura em que a espécie é observada no ambiente e
na qual foi mantida no periodo de aclimatacdo no laboratério. Esse protocolo
pretendeu avaliar a ocorréncia de uma deterioragdo da capacidade de geragido de
tensdo no decorrer do periodo experimental. No caso da identificagdo de tal
deterioracdo os protocolos experimentais seguintes deveriam ocorrer dentro dos
limites de tempo para ndo haver comprometimento dos resultados, caso contrario,
seria necessario a contabilizacdo da queda de tensdo, tendo como referéncia o

protocolo do efeito do tempo.

3.3.2. RELACAO FORGCA-FREQUENCIA

O mesmo procedimento experimental anteriormente descrito foi adotado,
porém, apoés o registro de contragao a 0,2 Hz, a taxa de estimulagao foi aumentada
gradativamente em 0,2 Hz. Em cada nova taxa de estimulagdo, apos alcancgar a
uniformidade foram realizados novos registros. A frequéncia foi elevada até atingir
uma taxa de estimulagdo maxima com registros regulares. Foi a considerada
frequéncia maxima quando pelo menos 60% das preparagdes apresentaram

contracdes regulares.

Este protocolo além de permitir a investigagdo da producédo de forgca em
diferentes frequéncias de trabalho, permite realizar medidas de possiveis variagdes
no desempenho dos midcitos por meio de parametros dependentes do tempo, taxas

de contragao, relaxamento e quantidade de tensao produzida.
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3.3.3. PARTICIPACAO DO RETICULO SARCOPLASMATICO NO CICLO
CARDIACO

Para testar a participacdo das reservas intracelulares de Ca?*, mais
especificamente para testar a participagdo do reticulo sarcoplasmatico, no
acoplamento excitagado-contracédo, adicionou-se 10 yM de rianodina ao banho de
solucao fisioldégica 30 minutos anteriores ao aumento de frequéncia. Esse alcaldide
que pode bloquear a saida do Ca** pelos canais de rianodina do RS, ou ainda,
manté-los em condicdo de subcondutancia, impede a utilizagdo das reservas de
Ca®* do RS durante o ciclo cardiaco. Varios estudos, com musculatura cardiaca de
peixe ou mamifero, demonstraram a eficiéncia da concentracdo de 10 uM de
rianodina para reduzir a importancia funcional do RS no acoplamento E-C
(DRIEDZIC; GESSER, 1988; TIBBITS et al., 1992; HOVE-MADSEN, 1992; KEEN et
al., 1994; HARTMUND; GESSER, 1996; VORNANEN, 1996; BERS, 2001).

3.4. TRATAMENTO DOS DADOS

Para padronizagao entre as diferentes preparacgdes, os valores obtidos foram
normalizados em funcdo da area de seccdo transversal (AST, mm?) de cada tira
ventricular utilizada. Para o calculo da AST foram utilizados os valores de massa (g)
e comprimento (mm), considerando para tal uma densidade muscular de 1,06 g.cm™
(LAYLAND et al., 1995). Com a padronizacédo da tensdao em funcdo da AST, sao
levadas em consideracao dois importantes fatores no processo de geracdo de
tensdo: a massa muscular, que corresponde diretamente ao numero de midcitos
presentes e o comprimento da preparagao, que esta relacionado a distribuicdo dos

midcitos ao longo do eixo em que € gerada tenséo.

O estresse isométrico (EI, mN.mm™) foi entdo calculado pela diferenca entre
os valores de tensdo maxima (Fcmax) € tensao de repouso (RT) dividido pela

respectiva AST:
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FCmax - RT
El= AST

onde:

Fcmax = valores de tensdo maxima da onda de contragao (mN);
RT = tensao de repouso (mN);

AST = area de secgao transversal (mm?).

O tempo para o pico de tensao (TPT), correspondente ao intervalo de tempo
entre o inicio da geracao de tensdo e a tensao maxima desenvolvida (FCmax) foi
medido para avaliar o desempenho da contracao. A partir do El e TPT foi calculada

a taxa de contragdo TC (mMN.mm™.s™), resultado da diviséo do El pelo TPT:

El

~TPT
onde:

El = estresse isométrico (mN.mm™);
TPT = tempo para o pico de tenséo (s)

Esse calculo permitiu observar como foi o desenvolvimento de tensdao ao

longo do processo de contragao.

Foi medido também o intervalo de tempo necessario para reduzir a Fcnax pela
metade, tempo para metade do relaxamento (THR). Além do THR ser utilizado para
caracterizar a funcao cardiaca, foi utilizado também para o calculo da taxa inicial de
relaxamento (TIR), ja que corresponde a metade inicial do processo. Para o calculo
da TIR (mMN.mm?s") foi utilizada a metade do valor do El dividido pelo

correspondente THR:

onde:
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El = estresse isométrico (mN.mm™);
THR = tempo para metade do relaxamento a partir do pico de tensao (s)

O produto do estresse isométrico pela frequéncia de estimulagao foi calculado
para estudo da capacidade de bombeamento cardiaco (CBC, mN.mm2.min™") de
acordo com MATIKAINEN; VORNANEN (1992):

CBC = EIn x (fHn x 60)
onde:
Eln = estresse isométrico em uma dada frequéncia n de estimulagdo (mN.mm™);
fHn = frequéncia n de estimulagao (Hz).

As coordenadas de tensdo e tempo contidas nos arquivos “.das” foram
utilizadas para o calculo da curva da derivada da tensao isométrica pelo tempo
(dTI/dT(n), mN.mm™2.s™"), cada ponto da curva representa a taxa instantanea de

desenvolvimento de tensao:

dTl1 TIn+1—-TIn

i R e g n

onde:

TIn+1 = tensdo isométrica em um dado ponto n+1 da curva (mN.mm3);
TIn = tens&o isométrica em um dado ponto n da curva (mN.mm™);
Tn+1 = tempo decorrido em um dado ponto n+1 da curva;

Tn = tempo decorrido em um dado ponto n da curva.

Para estudar as capacidades de contracédo e relaxamento ventricular, foram
utilizadas as taxas maximas de contragao e de relaxamento (TMC e TMR, mN.mm’
2.s™") e taxas média de contracéo e relaxamento (TMedC e TMedR, mN.mm™2.s™). Os

valores de TMC e TMR correspondem aos valores extremos da derivada da derivada
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da tensdo isométrica pelo tempo na fase de contragdo e relaxamento
respectivamente. Os valores de TMedC e TMedR foram obtidos com o calculo da
média entre os valores da derivada da tensdo isométrica pelo tempo na fase de

contragao e relaxamento, respectivamente (Figura 9):

TMedc = ==2dT
n

yrar ATl
TMedR = == dT

onde:

dTI/dT(n) = taxa instantanea de desenvolvimento de tensdo (MN.mm?2.s™);
TPT = Tempo para o pico de tensao;

THR = Tempo para metade do relaxamento.

As coordenadas de tensao foram também utilizadas para o calculo da integral
da tensdo isométrica pelo tempo, ITI ([EIdT, mN.mm?2s), que representa a
quantidade total de tensdo desenvolvida durante a onda de contragao e relaxamento
(Figura 9):

f TIdT = z (TI)X[(Tn + 1) — (Tn)]

onde:
TIn = tens&o isométrica em um dado ponto n da curva (mN.mm™);
Tn+1 = tempo decorrido em um dado ponto n+1 da curva (s);

Tn = tempo decorrido em um dado ponto n da curva (s).
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A Integral da tensao isométrica pelo tempo (ITl) foi calculada pelo método da
somatdria dos retangulos, correspondente a area entre a curva de tensao isométrica
e o valor de tensao de repouso dentro de um intervalo de tempo. Para permitir
comparagdes com a CBC, foi considerado a ITl para o total de contragdes no
periodo de 1 minuto, sendo denominada integral da tensao isométrica por minuto -
ITIPM (mN.mm™2.min):

ITIPM = ITInX(fHnx60)
onde:

ITIn = Integral da tensao isométrica pelo tempo em uma dada frequéncia n de

estimulacdo (MN.mm™2.s);
fHn = frequéncia n de estimulagao (Hz).

E interessante notar que os indices anteriores contam apenas com um
fragmento pontual da informagdo da onda de tensao desenvolvida durante os
experimentos isométricos (EI, CBC), ou ainda, contam com a tensdo desenvolvida
numa fase da onda, que nao representa o trabalho pulsatil do coragcdo na fase de
relaxamento, quando valvulas impediriam o refluxo e o ventriculo estaria na fase de

relaxamento, anterior ao enchimento diastodlico.
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Figura 9. Parametros da contratilidade analisados. No grafico superior os valores minimos indicam a
tensao de repouso (RT), a tensdo maxima ao longo da onda de contragdo determina o estresse
isométrico (El), a area entre a curva de tensdo e a RT representa a integral da onda de contragao
(JEIdT). No grafico inferior temos a derivada da curva de tensdo, onde sdo indicadas as taxas
maximas de contragdo e relaxamento (TMC e TMR, respectivamente), Sdo indicados também os
pontos utilizados para o calculo da TMedC, na fase da onda de contragdo que corresponde a
contragdo (a esquerda da linha pontilhada) e os pontos para o calculo da TMedR, na fase
correspondente ao relaxamento (a direita da linha pontilhada).
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Fonte: RIVAROLI, L.

Para explorar a capacidade de bombeamento foi criado um novo parametro
para o estudo do desempenho cardiaco, o indice de contratilidade (IC, (mN.mm™).
Para tanto, foi levado em consideracdo uma correlagao direta da amplitude maxima

da onda de contracdo (El), uma correlacdo inversa do tempo para o
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desenvolvimento dessa tensao (TPT) e a quantidade de tensdo desenvolvida até

essa dada amplitude maxima de contragdo ((JTIdT, mN.mm™.s), assim:

TPT El
IC = TIdt X (—
fo Tpp)

Onde:

fOTPTTIdt = Integral da tensdo isométrica até o tempo para o pico de tensao

(mN.mm™.s);
El = estresse isométrico (mN.mm™);
TPT = tempo para o pico de tensao (s).

Para permitir comparagées com o CBC e ITIPM, foi realizado o calculo do IC

por minuto (ICPM — (mN.mm™) em cada frequéncia de estimulacéo:

ICPM = ICnX(fHnx60)
onde:

ICn = indice de contratilidade em uma unica contracdo numa dada frequéncia n de

estimulagdo (MN2.mm™);

fHn = frequéncia n de estimulagao (Hz).

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como médias + E.P.M. (erro padrao da
média). Com os valores obtidos a partir de um mesmo protocolo experimental foi
realizada uma analise de varidncia de uma via (ANOVA), e posterior comparagao
dos dados de um mesmo protocolo experimental (matriz completa de dados),
usando o teste de Dunnet de comparagdes multiplas. Caso a matriz de dados nao

tenha sido completada (e.g. quando algumas preparagbes experimentais nao
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atingiram a frequéncia maxima de estimulagcédo) o teste-T de Student pareado foi
utilizado para comparacgdes entre valores de um mesmo protocolo. Além disso, as
diferengas entre as comparagdes de valores obtidos em diferentes protocolos foram

avaliadas com o teste-T de Student ndo pareado

O método de Kolmogorov e Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade
das amostras e o Teste F foi utilizado verificar homogeneidade das variancias.
Adicionalmente, a correcdo Welch foi feita, quando as amostras de diferentes
protocolos ndo apresentaram variancias semelhantes. Todos os testes estatisticos
foram realizados utilizando o programa GraphPad Instat versdo 3.00 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Foram consideradas somente as diferengcas ao
nivel de 5% de significancia (P < 0,05).

3.6. WESTERN BLOT

Para a realizagdo dos experimentos de expressao protéica, 10 espécimes de
B. amazonicus foram eutanasiados no LBZC do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da UFSCar e seus coragdes foram removidos e os ventriculos
imediatamente isolados. Esses foram lavados com solugao fisiolégica fria (descrita
anteriormente), colocados em microtubos de 2 mL e estocados em ultrafreezer a -70
°C. Para o transporte dos tecidos até o Laboratorio de Fisiologia Vascular do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB), da
Universidade de Sao Paulo, o mesmo foi acondicionado em uma caixa térmica
(isopor) com volume de 3 L, contendo gelo seco (cedido gentiimente pela empresa
Tecumseh do Brasil, Sdo Carlos, SP), sendo em seguida novamente armazenados

em ultrafreezer a -70 °C.

3.6.1. HOMOGENEIZAGAO DO MUSCULO CARDIACO

Os ventriculos congelados (-70 °C) de B. amazonicus e de ratos Wistar
(Rattus norvegicus), utilizados como controle positivo, foram pesados, para serem
homogeneizados. Para homogeneizagao procurou-se respeitar uma relagdo de 1 mg

de tecido para 1 pL de tampao. Para a elaboragdo do homogenato de ventriculo de
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peixe foi utilizado aproximadamente 500 mg de tecido em 500 uL de tampao, como a
massa de cada ventriculo de B. amazonicus era reduzida (= 120mg), foi necessario
utilizar um pool de ventriculos da espécie em questao para atingir as proporgdes de
massa de tecido por volume de tampao desejados. Para o ventriculo de rato foi

utilizada a porgéo apical do ventriculo esquerdo em 400 uL de tampéao.

Foram feitos dois procedimentos distintos de homogeneizagcdo: um para a
preparagao de amostras com o a fracdo celular total e outro para amostras com a
fracdo microssomal. Para as amostras da fracado celular total foi utilizado o tampéao
de extragdo (vanadato sédico 1 mM; SDS 1%; Tris-HCI 10 mM pH 7,4) e para as
amostras da fracdo microssomal foi utilizado um tampao hiperosmaético, adequado
para a posterior ultracentrifugacao (Sacarose 250 mM, Tris 50 mM, EDTA 1 mM pH
7,4).

Os ventriculos de B amazonicus foram seccionados em pequenos fragmentos
e inseridos gradativamente no tubo para homogeneizagao por pistdo de vidro. Foi
utilizado tampéao gelado e o tubo contendo a amostra foi mantido no gelo durante
todo o procedimento. O homogenato de ventriculo do rato Wistar foi obtido com a
utilizagdo do homogeneizador Polytron® (ruptura do tecido por corte com laminas e
cavitagao), sendo mantido no gelo durante todo o procedimento, sendo neste caso,

executada a velocidade maxima em 3 pulsos de aproximadamente 10 s.

O homogenato obtido com o uso de ambos os tampdes de extragao foi vertido
em microtubos e centrifugados a uma forga de 10000 G por 40 min a 4 °C para
remover células intactas, fragmentos celulares e fragdes ricas em particulas de
origem nuclear, citoesquelética e mitocondrial (NECKAR et al., 2005). Em seguida, o

sobrenadante foi colhido e o precipitado descartado.

Nas amostras utilizadas para obtencdo da fragcdo microssomal, o
sobrenadante foi levado a ultra-centrifugagdo com for¢ga de 100000 G a 4 °C por 60
min. Apés a ultra-centrifugacdo o sobrenadante, que representa a fragao citosélica,
foi descartado, as vesiculas microssomais que constituem a fragdo com maior
densidade (apds a separagao prévia) encontraram-se no precipitado na forma de
uma densa massa ao fundo do tubo, denominado pellet. Os pellets de cada tubo
foram ressuspendidos em um volume reduzido (100 a 150 pL) de tampao Tris-EDTA
(Tris 50 mM; EDTA 1 mM; pH 7,4).

39



RIVAROLI, L. Avalia¢do da fungdo cardiaca de matrinxa (Brycon amazonicus)

3.6.2. QUANTIFICAGAO DE PROTEINA

A quantificagao de proteinas foi realizada baseado no método de BRADFORD
(1976), utilizando o kit para medida de proteinas da Bio-Rad. Esse método envolve
adicdo de um corante acido a uma solucao de proteinas e a subsequente medida da
intensidade de reacdo na amostra com um espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 595 nm. Cada amostra foi diluida em tampéao Tris-EDTA na proporcao de
1:100 (1 yL amostra e 99 uL tampao Tris-EDTA). Foram utilizados 10 yL da amostra
diluida em cada pog¢o da placa de Elisa e a esse volume acrescentou-se 200 pL de
Bradford.

A quantificacdo das proteinas foi realizada utilizando-se placa Elisa e uma
escala gradual de concentragbes de proteina, para construcdo de uma curva padrao,
utilizada como referéncia para a quantificagdo das amostras. Para esta curva de
proteinas foi utilizada uma solugao de albumina do soro bovino (BSA - Bovine Serum
Albumin), na concentragdo conhecida de 1mg.mL". A BSA foi adicionada em
quantidades crescentes nos pogos da placa Elisa (0, 2, 4, 6, 8 e 10 pL), sendo
completados para 10 yL com tampao Tris-EDTA. A cada pocgo foi acrescentado 200
ML de Bradford para reagdo com as proteinas e posterior leitura no

espectrofotdmetro.

Nesse procedimento o reagente de Bradford foi o ultimo a ser adicionado na
placa de Elisa, que em seguida permaneceu por um periodo de 10 minutos no
escuro antes da leitura no espectrofotometro. Este procedimento foi adotado para
que ocorresse a reagao do corante com as proteinas da solugéo e para prevenir a

degradacéao do corante pela acéo da luz.

3.6.3. ELETROFORESE

Apos a quantificacdo de proteina das amostras, foi determinado o volume a
ser depositado em cada poco do gel de acordo com a quantidade de proteina
desejada em cada corrida. A cada pogo foi adicionado, além da amostra, igual
volume de tampao de Laemmli (uréia 3g; SDS 500 mg; DTT 600 mg; Tris 1 M pH 8,0

500 uL; alguns cristais de azul de bromofenol e agua destilada g.s.p. 10 mL).
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A um dos pocos foi adicionado o marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein Prestained Standards, Dual Color — Bio-Rad), resultando em bandas de
diferentes pesos moleculares (10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 e 250 kDa)

coradas para o referencial da corrida das amostras.

Para a construgcao do gel stacking, foram utilizados pentes para 10 pogos,
com espessura de 1,5 mm, permitindo a utilizagdo de amostras com volume de até

50 uL (volume da amostra + volume do tampao de Laemmli).

Para elaboracdo do gel Resolving levou-se em conta o peso molecular da
proteina a ser analisada, que deve atravessar a malha do gel enquanto migra ao
longo do gradiente elétrico (Tabela 1). No caso da SERCA2a, uma proteina com
1043 aminoacidos e peso molecular de 110 KDa, foi confeccionado um gel 7,5% de
poliacrilamida (mesma densidade de geles utilizada na literatura para analisar a
expressdo da SERCA2 de outros teledsteos, no caso, atum e cavala; Landeira-
Fernandez et al., 2004) . Para o Fosfolambano, uma proteina com 52 aminoacidos e

peso molecular de 25 kDa, foi confeccionado um gel de 10% de poliacrilamida.

Tabela 1. Composicdo do Gel Resolving de poliacrilamida, com densidades diferentes (7,5 e 10%)
para a eletroforese de cada proteina estudada (SERCA2a e Fosfolambano, respectivamente). As
quantidades na tabela sao referentes a confecgao de 2 géis de 1,5mm de espessura no sistema Mini-
Protean da Bio-Rad. Buffer 1: Tris 18,17 g; SDS 10% 4 mL; H,O destilada q.s.p. 100 mL e pH final
8,8.

(7,5%) (10%)

H.O 8,22 ml 7,16 mi
Buffer 1 4,26 ml 4,26 ml
Acrilamida 40% 3,16 ml 4,21 ml
Glicerol 50% 1,15 ml 1,15 ml
APS 10% 63,76 L 63,76 uL
TEMED 5,62 uL 5,62 uL
Volume total 16,86 ml 17,91 ml

Fonte: RIVAROLI, L.
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O gel foi depositado entre as laminas de vidro do kit Mini-Protean da Bio-Rad,
com cuidado para nao formar bolhas. Foi deixado polimerizar por aproximadamente

50 minutos.

Ap0s a polimerizagao do Gel Resolving, foi preparado o Gel Stacking, onde se
encontram os pogos para deposicdo das amostras. Apos a preparagao do Gel
Stacking (7,5%: H,O 3,75 mL; Buffer 2 1,4 mL; acrilamida 40% 420 uL; APS 10%
55,5 uL; TEMED 3 pL; quantidades indicadas para a confecgao de 2 géis de 1,5 mm
de espessura no sistema Mini-Protean da Bio-Rad — Buffer 2: Tris 6 g; SDS 10% 4
mL; H,O destilada qg.s.p. 100 mL e pH final 6,8.) o mesmo foi depositado entre as
laminas de vidro do Kit Mini-Protean sobre o Gel Resolving. Imediatamente apds a
deposicao do Gel Stacking, os pentes para a formagao dos pogos de corrida foram

inseridos.

ApoOs a polimerizagao do Gel Stacking (aproximadamente 1 hora), os pentes
foram retirados e as laminas de vidro foram presas na cuba de corrida, com as
laminas de vidro menores voltadas para o centro da cuba. Foi adicionado tampao de
corrida (Tris 3g; Glicina 14,4 g; SDS 10% 10 mL; agua destilada q.s.p 1 L) entre os
dois géis até que o nivel ultrapassasse os jogos de laminas, deixando os géis

prontos para a deposi¢ao das amostras.

As amostras foram descongeladas e depositadas em microtubos em volume
adequado a quantidade de proteinas para corrida. A cada microtubo foi
acrescentado igual volume de Tampao de Laemmli e em seguida aquecidos a 100
°C durante 5 min sendo imediatamente depois inseridas no gel Stacking com uma
seringa de Hamilton. Para o estudo da SERCA2a as amostras correspondentes as
fracdes total de membranas e fragdes microssomais foram arranjadas de maneira

intercalada no gel de poliacrilamida (Figura 10).
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Figura 10. Arranjo das amostras e suas respectivas quantidades de proteina no gel de poliacrilamida
em microgramas. MPM: marcador de peso molecular; Ba: Brycon amazonicus; Rn: Ratus norvegicus;
Total: Fragao total de membranas; Microssomal: Fragdo microssomal. Os nimeros acima indicam a
quantidade de proteinas em g carregada em cada pogo.

— Gel Resolving

Fonte: RIVAROLI, L.

Para a analise da expressdo do fosfolambano foram utilizadas apenas
amostras relativas a fragcao microssomal do ventriculo do teledsteo, sendo realizadas
corridas contendo 50 e 150 ug de proteina. Para o estudo da expressdo do
fosfolambano foi utilizado volume correspondente a 25 ug de proteina da fragao

microssomal do R norvegicus, como controle positivo.

ApOs inserir as amostras nos géis, o volume da cuba foi completado com o
tampao de corrida. Os eletrodos foram ligados a fonte com voltagem constante de
80 volts por aproximadamente 3 horas e meia, em temperatura ambiente. A corrida
foi finalizada quando as proteinas de baixo peso molecular das amostras avaliadas,

apos percorrerem o gel, cairam pela extremidade inferior no tampao da cuba.

3.6.4. TRANSFERENCIA

As proteinas separadas ao longo do gel pela eletroforese vertical foram
transferidas por eletroforese para membranas de fluoreto de polividileno (PVDF) com
dimensdes de 5,5 x 8 cm. Antes da transferéncia, as membranas foram ativadas por

20 segundos em metanol, sendo posteriormente lavadas com agua destilada,
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permanecendo no tampao de transferéncia (Tris 3,08 g; Glicina 14,26 g; Metanol

20%; SDS 0,05%; agua destilada g.s.p. 1 L) por mais 20 minutos.

Os géis foram retirados da cuba de eletroforese, sendo o gel Stacking
removido com cuidado e descartado. O gel Resolving contendo as proteinas, foi
inserido no sanduiche de transferéncia. Os géis e membranas de PVDF ficaram
prensados entre esponjas e papéis de Whatman nos plasticos de transferéncia
(Figura 11).

Figura 11. Esquema da posigao do gel de poliacrilamida, apds a eletroforese vertical, e da membrana
de PVDF no sanduiche de transferéncia para a eletroforese.

Plastico de Transferéncia

TRANSFERENCIA
esponja
papel Whatman ;pm
gel apos eletroforese
membrana

PVDF esponja
1
T papel Whatman

idenn;?izgzm
Fonte: RIVAROLI, L.
Na cuba de eletroforese foram colocados os sanduiches de transferéncia
juntamente com gelo e o tampao de transferéncia. O sistema foi levado a geladeira a

4 °C e ligado a fonte, com corrente constante de 230 mA durante aproximadamente

10 horas.
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3.6.5. INCUBAGAO COM ANTICORPOS

Apos a transferéncia as membranas foram colocadas em solugao
bloqueadora (leite desnatado 2g e 40 mL de Tampéao de lavagem contendo NaCl
100 mM; Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; Tween-20 0,1%; H,O destilada g.s.p. 1 L) em

temperatura ambiente e agitagao constante por 90 minutos.

Para o estudo da expressdo da SERCA2a, as membranas foram incubadas
com o anticorpo primario anti-SERCA (Cdédigo sc-8095, da empresa Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A.). O sc-8095 é um anticorpo policlonal de cabra, formado
contra um peptideo mapeado na extremidade N-terminal da proteina SERCAZ2a de
origem humana. Para a incubagdo foi utilizada uma concentragdo 0,5 ug.mL™" de
anticorpo primario em solugcdo bloqueadora. A incubagdo ocorreu sob agitagao

constante e refrigeragdo (4 °C) por aproximadamente 8 horas (foda a noite).

ApoOs a incubagcdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas
com tampao de lavagem por 30 minutos, havendo renovagao do tampao de lavagem

a cada 10 minutos.

ApoOs a lavagem as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario.
Foi utilizado foi o anticorpo secundario anti-cabra IgG-HRP (Cddigo sc-2354, da
empresa Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.). O sc-2354 ¢é procedente de
camundongo, formado contra imunoglobulina G de cabra (anti-cabra) e conjugado
com peroxidase de rabanete, foi utilizado em concentragéo de 0,2ug.mL™" de solugdo
bloqueadora. A incubagdo com o anticorpo secundario ocorreu sob agitacao

constante e temperatura ambiente por 2 horas.

ApoOs a incubagcdo com o anticorpo secundario, as membranas foram lavadas
com tampao de lavagem por 30 minutos, renovando o tampao de lavagem a cada 10
minutos. Apds a lavagem as membranas estavam prontas para a deteccdo da

SERCA2a por quimioluminescéncia.

Para o estudo da expressao do fosfolambano as membranas foram incubadas
com o anticorpo purificado de camundongo anti-fosfolambano (clone A1) (Cddigo
#05-205, Upstate Chemicon, U.S.A.). O anti-fosfolambano (clone A1) € um anticorpo
monoclonal de camundongo formado contra o reticulo sarcoplasmatico bovino. Para

a incubacao foi utilizada uma concentragdo de 0,15 pyg.mL™", sob agitagdo constante
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e refrigeragéo (4 °C) por aproximadamente 8 horas (toda noite). Apds a incubagao

do anticorpo primario, as membranas foram lavadas como descrito anteriormente.

O anticorpo secundario utilizado para a analise do fosfolambano foi de origem
caprina, formado contra imunoglobulina G de camundongo conjugada com
peroxidase de rabanete (Cédigo #12-349, Upstate Chemicon, U.S.A.). Para a
incubacgao foi utilizado em concentragdo de 0,33ug.mL™ de solugdo bloqueadora. A
incubagdo com o anticorpo secundario ocorreu sob agitacdo constante e

temperatura ambiente por 2 horas.

As membranas foram lavadas apds a incubagdo com o anticorpo secundario
como descrito anteriormente para em seguida detecgcdo do fosfolambano por

quimioluminescéncia.

3.6.6. REVELACAO DAS MEMBRANAS

Para identificar as proteinas associadas aos anticorpos, foi utilizado o sistema
ECL-Plus da GE Healthcare (Amersham Biosciences), que consiste em substrato
lumigen PS-3 acridan o qual é convertido pela peroxidase conjugada no anticorpo
secundario em um intermediario de ester de acridinium, este intermediario reage por

sua vez com o peroxido em condi¢des alcalinas e emite luminescéncia.

As membranas apds a incubagao com os anticorpos foram colocadas em um
cassete para revelacado autoradiografica e sobre as membranas foi espalhado 1 mL

da solugao ECL-Plus. Apds cinco minutos o excesso de ECL-Plus foi retirado.

As membranas tratadas com o ECL-Plus foram levadas no cassete ao
laboratério de revelagdo onde ocorreu a exposi¢cao ao filme radiografico (Hyperfilm,
da GE Healthcare, Amersham Biosciences) para detectar a luminescéncia
correspondente aos complexos antigeno-anticorpo formados no processo. A
luminescéncia esta diretamente relacionada com a quantidade de proteinas na
membrana, o que significou diferentes tempos de exposi¢gdo da membrana ao filme

radiografico para uma melhor obtengao da imagem.

ApOs a exposicdo as membranas, o filme foi colocado em revelador
autorradiografico por cinco minutos e em fixador por mais cinco minutos. Os filmes
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foram lavados em agua corrente para retirar os reagentes e apds a secagem foram

marcados e armazenados em arquivo através do uso de um scanner.

3.7. ANALISE MOLECULAR

Com o intuito de explicar os resultados obtidos com a técnica de Western Blot
para as proteinas SERCA2a e fosfolambano, foram realizadas analises
comparativas utilizando sequéncias de aminoacidos das proteinas estudadas em
peixes € em organismos pertencentes a outras Ordens (mamiferos, aves, anfibios)
obtidas em bancos publicos tais como o] GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e o UniProt (http://www.uniprot.org/). Os

resultados dessas comparagdes foram obtidos apdés o alinhamento multiplo das
sequencias da SERCA2a e do fosfolambano utilizando o programa Clustaw W
(THOMPSON et al., 1994). O Clustal W é baseado na construgdo de dendogramas a
partir de uma matriz com o score de similaridade do pareamento entre todas as
sequéncias, o multiplo alinhamento é alcancado com o alinhamento dos clusters
criados na etapa anterior, em grupos cada vez mais amplos, seguindo a hierarquia
da arvore construida (HIGGINS; SHARP, 1988 e LUND et al., 2005 )

Analises subsequentes incluiram a realizacdo de reconstrucdes filogenéticas
baseadas nos modelos de Neighbor-Joining e Maxima Verossimilhanca (NEI,
KUMAR, 2000) e a busca por dominios e sitios ativos envolvidos com as fungdes de
ambas as proteinas. O método Neighbor-Joining, considera as sequéncias como um
todo e calcula a probabilidade de sua ocorréncia (KUMAR, et al., 2008), o método da
maxima verossimilhanga testa a probabilidade de ocorréncia de mutagbdes sobre
uma sequéncia e reconstroi o possivel ancestral em cada né da arvore predita e
através dos provaveis eventos mutacionais, prevé o comprimento dos ramos (LESK,
2008).

47



RIVAROLI, L. Avalia¢do da fungdo cardiaca de matrinxa (Brycon amazonicus)

4. RESULTADOS

A exposicdo das preparagdes ao tempo experimental ndo demonstraram
deterioracdo da capacidade de desenvolvimento de tensdo, como pode ser
observado pela curva do Estresse Isométrico (El, painel superior da Figura 8),
mantendo uma média de 3,66 mN.mm™ de tensido ao longo de 40 minutos. Os
parametros dependentes do tempo, o TPT e o THR também n&o mostraram
alteracao significativa ao longo do periodo experimental de 40 minutos, mantendo
média de 675,01 e 450,14 ms respectivamente (painéis intermediario e inferior da
Figura 12).

Assim como no grupo controle, ndao foi observada alteragcdo do El ao longo
dos 40 minutos de experimentagdo, sendo que a meédia de tensdo ao longo do
experimento foi 1,79 mN.mm™, em todos os tempos experimentais a tensdo foi
significativamente inferior ao grupo controle (Figura 12). Os valores do TPT néo
apresentaram diferengas para os valores observados no grupo controle e
mantiveram-se estaveis com média de 607,04 ms. Os valores de THR também
mantiveram-se estaveis durante os 40 minutos de procedimento experimental, no
entanto foram significativamente superiores aos valores do grupo controle em todos

os pontos medidos, apresentando uma média de 613,83 ms.

A partir dos valores de EI, TPT e THR foram calculados as Taxas de
Contracado (TC) e as Taxas Iniciais de Relaxamento (TIR, Figura 13). No grupo
controle tanto TC e TIR demonstraram estabilidade ao longo do tempo de exposi¢cao
experimental, nao sendo identificadas diferencas significativas, apresentando

valores médios de 5,48 e 4,11 mN.mm?2.s™.

Os valores de TC e TIR para o grupo exposto a Rianodina ndo demonstraram
alteragbes ao longo do procedimento experimental, apresentando médias de 3,02 e
1,57 mN.mm?s”, respectivamente. Ambas as taxas apresentaram reducdo
significativa em relagdo aos valores do grupo Controle, excetuando-se a TC no
periodo experimental inicial (O minuto), onde nao foram identificadas diferencas

significativas (Figura 13).
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Figura 12. Efeito do tempo de exposigcao experimental nas condigbes controle e em exposi¢ao a 10
MM de Rianodina. Os valores do Estresse Isométrico (El) estdo representados no painel superior e os
parametros dependentes do tempo, TPT e THR, respectivamente nos painéis intermediario e inferior.
Valores Médios + E.P.M.. Asteriscos indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo controle (P
< 0,05).
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Figura 13. Efeito do tempo de exposigcao experimental nas condigbes controle e em exposi¢ao a 10
MM de Rianodina. Os valores de Taxa de Contragao (TC) estao representados no painel superior e as
Taxas Iniciais de Relaxamento (TIR) no painel inferior. Valores Médios + E.P.M.. Asteriscos indicam
diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
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O ventriculo do B. amazonicus apresenta um comportamento de efeito
escada negativo com redugado do desenvolvimento de tensdo como aumento da
frequéncia de estimulagdo, apresentando valores iniciais de tens&o de 3,26 mN.mm™
com reducdes significativas do El a partir da frequéncia de 0,6 Hz (2,29 mN.mm?)
chegando a 0,53 mN.mm™ na frequéncia maxima de estimulacdo de 1,8 Hz (Figura
14).

O grupo tratado com Rianodina também apresentou 0 mesmo comportamento
de efeito escada negativo (Figura 14), no entanto, como os valores foram
significativamente inferiores aos do grupo controle (exceto a 1,6 Hz), a inclinagcéo

observada foi mais suave, com valores de El iniciais de 0,96 mN.mm'Z, com
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reducgdes significativas a partir de 0,6 Hz (0,67 mN.mm™), chegando a valores

minimos de 0,31 mN.mm™2 a 1,6 Hz.

Uma aproximagdo matematica para estimar a contribuigdo do RS do
miocardio ventricular do B. amazonicus foi realizada com a subtracado dos valores de
El obtidos no grupo exposto a Rianodina dos valores obtidos para o grupo Controle
(Figura 14).

Figura 14. Efeito da elevagdo da frequéncia de estimulagdo no El dos grupos experimentais nas
condigdes controle e em exposigcdo a 10 uyM de rianodina. Valores Médios = E.P.M.. Simbolos
fechados representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais e o asteriscos indicam
diferencgas significativas em relagao ao grupo controle (P < 0,05). A subtragido dos valores médios do

grupo Rianodina do valores médios do grupo Controle, em cada frequéncia testada, gerou a curva
“Contribuigao RS”.
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Fonte: RIVAROLI, L.

Assim como o El, o TPT também foi reduzido ao longo dos incrementos de
frequéncia de estimulagcdo (Figura 15 — painel superior), apresentando valores
iniciais de 585 ms, e reducgao significativa a partir de 0,4 Hz (487 ms), chegando a
valores minimos de 228 ms a 1,8 Hz de estimulagdo. O grupo exposto a Rianodina
apresentou valores semelhantes de TPT, com redug¢ao dos valores de acordo com o
aumento da frequéncia de estimulacdo, ndo houve diferenca significativa em
nenhuma frequéncia estimulatéria, com excecédo da frequéncia de 1,0 Hz, onde o
TPT do grupo Rianodina foi ligeiramente inferior ao do grupo controle (350 e 312 ms,
respectivamente. O TPT do grupo controle apresentou valores iniciais de 544 ms,

atingindo valores minimos de 244 ms a 1,6 Hz.
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Figura 15. Efeito da elevagao da frequéncia de estimulagdo no TPT e THR dos grupos experimentais
nas condi¢gdes controle e em exposicdo a 10 uM de Rianodina. Valores Médios + E.P.M.. Simbolos
fechados representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais e o asteriscos indicam
diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
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O THR apresentou comportamento semelhante ao do TPT em relagdo a
elevagao da frequéncia de estimulagédo, ocorrendo diminuicdo de seus valores ao
longo do experimento. No grupo controle o THR apresentou valores iniciais de 509
ms, com reducoes significativas a 0,4 Hz (493 ms), chegando aos valores minimos
(168 ms) na frequéncia maxima de estimulagcdo. Apesar do comportamento de
reducao do THR, o grupo exposto a rianodina apresentou valores significativamente

superiores aos valores do grupo controle no intervalo experimental compreendido
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entre as frequéncias estimulatérias 0,2 e 1,0 Hz. Os valores iniciais do THR para o
grupo foram de 735 ms, com redugdes significativas (657 ms) a 0,4 Hz e valores

minimos na frequéncia maxima de estimulagao, 204 ms a 1,6 Hz.

Apesar da tendéncia ao aumento na tensdo de repouso, a elevagdo na
frequéncia de estimulacdo nao provocou alteragdes significativas na linha de base
ao longo do procedimento experimental, tanto no grupo controle quanto no exposto a

rianodina (Figura 16).

Figura 16. Tensdo de Repouso (RT) durante elevagbes da frequéncia de estimulagdo nas
preparagdes do grupo controle e do grupo exposto a rianodina (10 uM). Valores Médios + E.P.M..
Asteriscos indicam diferengas significativas em relagéo ao grupo controle (P < 0,05).
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Fonte: RIVAROLI, L.

No grupo tratado com rianodina, foi observada uma RT significativamente

inferior a do grupo controle em todas as frequéncias de estimulacao (Tabela 2).
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Tabela 2. Tensao de repouso (RT) durante elevagdes da frequéncia de estimulagdo nas preparagdes
do grupo controle e do grupo exposto a rianodina (10 uM). Valores Médios + E.P.M.

Frequéncia de

Tensio de Repouso (RT — mN.mm?)

Estimulacao (Hz) Controle Rianodina
0.2 3.8 £ 0.61 1.8+0.41
0.4 3.8 +0.63 1.9+0.39
0.6 4.0+0.66 2.0+0.39
0.8 4.2 +0.67 2.1+£0.40
1.0 46 +0.65 2.3+0.40
1.2 4.7 £0.65 2.4 +0.41
1.4 5.1+0.68 2.6 £0.52
1.6 5.2 +0.69 2.6 £0.55
1.8 48 +1.00 -

Fonte: RIVAROLI, L.

No grupo controle a faixa de frequéncia em que a CBC é mais elevada, esta
entre 0,8 e 1,0 Hz (respectivamente 89,17 + 14,6 e 89,83 + 14,7 mN.mm™Z.min™,
Figura 17). Nas frequéncia anteriores e posteriores a esta faixa ndo houve diferenca
significativa para a os valores de CBC iniciais. Com exce¢ao a ultima frequéncia de
estimulacdo, o grupo exposto a rianodina apresentou valores de CBC
significativamente menores que os valores do grupo controle, quanto ao
comportamento da curva da CBC, ocorreu uma elevagao dos valores dependente da
frequéncia, com diferencas significativas em relacdo aos valores iniciais (11,5 + 1,4
mN.mmZmin") a partir da frequéncia de 0,6 Hz (24,1 + 3,1 mN.mm?2min™),

chegando aos valores maximos de 29,4 + 5,7 mN.mm™2.min™" & 1,6 Hz.
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Figura 17. Efeito da elevagao da frequéncia de estimulagdo na CBC dos grupos experimentais nas
condigdes controle e em exposigcdo a 10 yM de rianodina. Valores Médios = E.P.M.. Simbolos
fechados representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais e o asteriscos indicam
diferencgas significativas em relagao ao grupo controle (P < 0,05). A subtragido dos valores médios do
grupo Rianodina do valores médios do grupo Controle, em cada frequéncia testada, gerou a curva
“Contribuigao RS”.
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Fonte: RIVAROLI, L.

A TMC do grupo controle apresentou valores superiores aos do grupo tratado
com rianodina em todas as frequéncias de estimulacdo testadas (Figura 18). Os
grupos controle e tratados com rianodina apresentaram comportamentos distintos
com a elevagdao da frequéncia de estimulagdo, sendo que o primeiro grupo
apresentou uma reducao progressiva da TMC, partindo de 0,011 + 0,001 mN.mm’
2.ms™ na frequéncia inicial, com reducao significativa na frequéncia de 1,2 Hz (0.006
+ 0.001 mN.mm'z.ms'1) até atingirem os menores valores de 0,004 + 0,001 mN.mm’
2ms” & 1.8 Hz. O grupo tratado com rianodina, por outro lado, ndo apresentou
reducao da TMC ao longo das elevagdes de frequéncia apresentando valores iniciais
(0.2 Hz) de 0,0030 + 0,0003 mMN.mm™?.ms™” e 0,0020 + 0,0003 mN.mm2.ms™” na

frequéncia de estimulacdo maxima (1,6 Hz).
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Figura 18. Efeito da elevacao da frequéncia de estimulagdo na TMC (painel superior) e TMR (painel
inferior) dos grupos experimentais nas condigdes controle e em exposi¢ao a 10 yM de Rianodina.
Valores Médios + E.P.M.. Simbolos fechados representam diferengas significativas em relagdo aos
valores iniciais e o asteriscos indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo controle (P <
0,05)
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Apesar da tendéncia a redugdo da TMC no grupo controle, ndo foram
identificadas diferencas significativas na TMC entre os valores iniciais e as
frequéncias testadas. Os valores de TMR do grupo controle foram significativamente
superiores aos do grupo exposto a rianodina na faixa entre 0,2 Hz e 1,4 Hz (0,0060 *
0,0010 e 0,0016 + 0,0002 mN.mm2ms™” a 0,2 Hz e 0,0040 + 0,0010 e 0,0018 *
0,0002 mN.mm™2.ms™ a 1,4 Hz, respectivamente para os grupos controle e exposto a

rianodina).

A TMedC do grupo controle apresentou reducao significativa nas frequéncias
maximas de estimulagcdo (0,0025 = 0,0005 e 0,0023 + 0,0006 mN.mm'Z.ms'1,
respectivamente a 1,6 e 1,8 Hz, Figura 19). O grupo exposto a rianodina apresentou
valores de TMedC estaveis, com 0,0017 + 0,0002 mN.mm?2.ms™ na frequéncia inicial
e 0,0013 + 0,0002 mN.mm?2.ms” na frequéncia maxima alcancada, ndo havendo

diferengas significativas dos valores iniciais. Em relacdo ao grupo controle, foi
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identificado uma redugao significativa em todas as frequéncias de estimulagao

testadas.

Figura 19. Efeito da elevagao da frequéncia de estimulagdo na TMedC (painel superior) e TMedR
(painel inferior) dos grupos experimentais nas condi¢gdes controle e em exposicdo a 10 uyM de
rianodina. Valores Médios + E.P.M.. Simbolos fechados representam diferengas significativas em
relagdo aos valores iniciais e o asteriscos indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo
controle (P < 0,05).
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Apesar da tendéncia a redugao, os valores de TMedR do grupo controle n&o
apresentaram alteracbes significativas com a elevacdo da frequéncia, sendo
observados valores de 0,0036 + 0,0007 e 0,0016 + 0,0004 mN.mm?.ms'a0,2e 1,8
Hz, respectivamente. Assim como observado para a TMR, com a elevagdo da
frequéncia de estimulagcdo, a TMedR do grupo exposto a rianodina apresentou
valores estaveis, partindo de 0,0007 + 0,0001 mN.mm?2.ms™" a 0,2 Hz para 0,0008 +
0,0001 mN.mm?%ms™” a 1,6 Hz.

Pode-se observar que a ITI (nNmm™.s) apresenta uma redugdo dependente
da frequéncia, assim como foi observado para o El, em ambos os grupos

experimentais (Figura 20) . O grupo controle apresentou valores iniciais de 2,8 £ 0,3
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mNmm™.s, com reducdo significativa a partir da frequéncia de 0,6 Hz (1,5 + 0,2

mNmm'Z.s), chegando aos menores valores a 1,8 Hz (0,1 £ 0,04 mNmm'Z.s).

Figura 20. Efeito da elevagao da frequéncia de estimulagao na ITl de uma Unica onda de contragéao,
nos grupos experimentais nas condi¢cdes controle e em exposi¢gdo a 10 yM de Rianodina. Valores
Médios + E.P.M.. Simbolos fechados representam diferengas significativas em relagdo aos valores
iniciais e o asteriscos indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
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As preparagbes expostas a rianodina apresentaram valores de ITI
significativamente inferiores aos observados no grupo controle, com excec¢ado da
maior frequéncia de estimulagdo alcangada (1,6 Hz). O grupo exposto a rianodina
apresentou uma redugcdo da ITlI dependente da frequéncia reduzindo
significativamente os valores iniciais (1,13 £ 0,13 mNmm32.s a 0,2 Hz) a partir de 0,4
Hz (0,8 £ 0,1 mNmm'z.s), atingindo os menores valores a 1,6 Hz (0,1 £ 0,02 mNmm’

2.s).

Para comparagdes entre a ITI e a CBC, a foi calculado o somatério da area
sob as curvas de contracdo no intervalo de 1 minuto (ITIPM, mNmm™2.min™', Figura
21). O grupo controle apresentou valores de ITIPM iniciais de 33 + 4,1 mNmm™2.min"
' sendo que a 0,4; 0,6 e 0,8 Hz houve uma elevagao significativa da ITIPM (50,8 £

6,1: 53,6 £ 6,1 € 48,9 + 7,2 mNmm=2.min™", respectivamente). Na faixa de frequéncia
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entre 1,0 e 1,4 Hz ndo houve diferenga em relagao aos valores iniciais e nas maiores
frequéncias houve uma reducgao significativa da ITIPM, chegando a 15,5 + 3,9

mNmm2.min™" na frequéncia de 1,8 Hz.

A curva da ITIPM do grupo tratado com rianodina apresentou comportamento
semelhante ao do grupo controle, com elevagao significativa a 0,4; 0,6 e 0,8 Hz
(19,2 + 2,4; 18,5 + 2,3 e 15,8 + 2,1 mNmm™2.min™, respectivamente). Ndo houve
diferenca para os valores iniciais a 1,0 Hz (13,0 £ 1,8 mNmm2min") e houve
reducao significativa nas frequéncias superiores a essa, excetuando a frequéncia de
1.6 Hz (9.2 + 1.8 mNmm™2.min™).

O grupo controle apresentou ITIPM superior ao do grupo tratado com
rianodina em todas as frequéncias de estimulacdo testadas, havendo diferencas
significativas na faixa compreendida entre 0,2 e 1,4 Hz.

Figura 21. Efeito da elevagao da frequéncia de estimulagdo na ITIPM dos grupos experimentais nas
condigdes controle e em exposigcdo a 10 yM de rianodina. Valores Médios = E.P.M.. Simbolos

fechados representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais e o asteriscos indicam
diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
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Fonte: RIVAROLI, L.
O IC do grupo controle apresentou redugao significativa a partir do primeiro
incremento de frequéncia, partindo de 11,8 + 1,6 mN.mm™ na frequéncia inicial para
9,6 + 1,5 mN.mm™2 a 0,4 Hz chegando a 1,8 + 0,7 mN.mm™ na frequéncia maxima

alcangada (Figura 22). O grupo tratado com rianodina apresentou valores de IC
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significativamente inferiores aos do grupo controle, exceto a 1,6 Hz, onde os valores
minimos foram registrados (0,6 + 0,2 mN.mm?). O IC do grupo tratado com

rianodina, de 1,5 + 0,3 mN.mm? nas frequéncias iniciais, reduziu-se

significativamente a partir 0,6 Hz (1,0 + 0,2 mN.mm™).

Figura 22. Efeito da elevagdo da frequéncia de estimulagao no IC dos grupos experimentais nas
condigdes controle e em exposigcdo a 10 yM de rianodina. Valores Médios = E.P.M.. Simbolos
fechados representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais e o asteriscos indicam
diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
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Fonte: RIVAROLI, L.

O grupo controle apresentou valores de ICPM (Figura 23) significativamente
superiores aos iniciais na faixa que compreende as frequéncias de estimulacao de
04 e 1,2 Hz (230,5 + 36,8 e 268,1 + 59,6 mN.mmZmin", a 0,4 e 1,2 Hz
respectivamente). Nas frequéncias de estimulagao mais elevadas (1,4; 1,6 e 1,8 Hz)
nao houveram diferencas significativas em relagdo aos valores iniciais. Quando
considerado como referéncia a frequéncia de 0,8 Hz, que apresenta os maiores
valores de ICPM (302,2 += 51,2 mN.mm'z.min'1), estes sdo significativamente
superiores aos valores apresentados de 0,2; 0,4; 1,6 e 1,8 Hz (142,1 £ 19,4; 230,5
36,8; 199,2 + 55,9 e 199,0 + 78,0 mN.mm™?.min™", respectivamente).
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Figura 23. Efeito da elevagao da frequéncia de estimulagdo no ICPM dos grupos experimentais nas
condigdes controle e em exposigcdo a 10 yM de rianodina. Valores Médios = E.P.M.. Simbolos
fechados representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais, os asteriscos indicam
diferencgas significativas em relagdo ao grupo controle e os simbolos de paus representam diferengas
significativas para os valores de ICPM a 0.8 Hz (P < 0,05).
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Fonte: RIVAROLI, L.

Para o estudo da expressdo proteica da SERCA2a, a analise dos
homogenatos dos ventriculos cardiacos revelou uma quantidade total de proteinas
superior na preparacao que utilizou a fragao celular total de membranas tanto nos
homogenatos preparados para B. amazonicus, como para aqueles preparados para

R. norvegicus (Tabela 3).

Tabela 3. Quantidade de proteinas totais nos homogenatos obtidos para estudo da expressao
protéica da SERCAZ2a, referentes as fragcbes de membranas total e microssomal do tecido ventricular
do teledsteo B. amazonicus e do roedor R. norvergicus.

Espécie Fracdo de membranas Concentragido (mg.mL™")
] Total 34,1
B. amazonicus
Microssomal 19,2
] Total 65,8
R. norvegicus .
Microssomal 1,33

Fonte: RIVAROLI, L.
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A partir da estimativa da quantidade de proteinas totais dos homogenatos do
tecido ventricular foi calculada a quantidade de amostra necessaria para a
realizacdo dos testes com o imunobloting. Para a expressao da SERCAZ2a, foram
testados 100, 200 e 300 ug de proteinas do ventriculo do teledsteo para o processo
(eletroforese e imunobloting) tanto para a fracdo total de membranas quanto para a
microssomal (Tabela 4). Para o ventriculo esquerdo de rato foi utilizado um volume
correspondente a 25 pg de proteinas, valor ja estabelecido em protocolos do
Laboratério de Fisiologia Vascular e suficiente para a analise da expressao de

diversas proteinas em ventriculo esquerdo de ratos Wistar.

Tabela 4. Volume das amostras para a quantidade de proteina total desejada no processo de
eletroforese, segundo a concentragdo de proteinas nos homogenatos do tecido ventricular de B.
amazonicus e R. norvegicus, nas fragdes de membrana total e microssomal obtidos no presente
estudo. Valores para homogenatos obtidos para estudo da expressao da SERCA2a.

. B Volume (pL)
Espécie Fragcao de membranas
25ug 100 pug 200 pug 300 pg
_ Total 0,73 2,93 5,87 8,80
B. amazonicus
Microssomal 1,30 5,21 10,42 15,63
Total 0,38 1,52 --- ---

R. norvegicus .
Microssomal 18,80 - - -

Fonte: RIVAROLI, L.

O estudo da expressao protéica do fosfolambano foi realizada posteriormente
ao da expressao protéica da SERCA2a, foram preparados apenas homogenatos
contendo a fragdo microssomal e, assim como nas preparagdes para a SERCAZ2a,
as preparacgdes do ventriculo do teledsteo mostraram maior concentragao total de
proteinas do que as preparagdes para o0 ventriculo esquerdo de R. norvegicus
(Tabela 5).
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Tabela 5. Quantidade de proteinas totais nos homogenatos obtidos para estudo da expressédo do
fosofolambano, referentes a fragdo microssomal do tecido ventricular do teledsteo B. amazonicus e
do roedor R. norvergicus.

Fragcdo Microssomal Concentragdo (mg.mL™)

B. amazonicus 1.1
R. norvegicus 1,7

Fonte: RIVAROLI, L.

Mediante os resultados obtidos pelo imunobloting para a SERCA2a, foram
utilizados no estudo da expressao do fosfolambano, na eletroforese e imunoblotting,
amostras com volumes correspondentes as quantidades de 50 e 150ug de proteina
para o ventriculo de B. amazonicus (Tabela 6). Para o ventriculo do rato Wistar foi
utilizada amostra com volume correspondente a 25ug, como no estudo da expressao
da SERCAZ2a.

Tabela 6. Volume das amostras para a quantidade de proteina total desejada no processo de
eletroforese, segundo a concentragdo de proteinas nos homogenatos do tecido ventricular de B.
amazonicus e R. norvegicus, nas fragdo microssomal obtidos no presente estudo. Valores para
homogenatos obtidos para estudo da expressao da fosfolambano.

Volume (uL)
25ug 50 pug 150 pg
B. amazonicus 2,25 4,51 13,52
R. norvegicus 14,41 - -

Fragao microssomal

Fonte: RIVAROLI, L.

O filme radiografico foi marcado pela luminescéncia gerando manchas ou
borrées denominado de “blots”, cuja intensidade corresponde a expressao proteica

da SERCAZ2a e do fosfolambano presentes nas membranas (Figura 24 e 25).
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Figura 24. Analise da expressdao da SERCA2a em ventriculos de B. amazonicus e ventriculo
esquerdo do R. norvegicus. Os niumeros acima indicam a quantidade de proteinas (ug) carregadas no
gel para a corrida. Abaixo os simbolos indicam: PM, marcador de peso molecular; Ft, Fragao total de
membranas e Fy, Fragdo microssomal. A seta indica a SERCA2a, com massa molecular estimada de
110 kDa, baseado na mobilidade relativa da proteina.

100 100 200 200 300 300 25 Mg
100 KDa
20 - -
B ok i SERCA2
F F F F F F F
| ot - T m T M My
PM B. amazonicus R. norvegicus

Fonte: RIVAROLI, L.

Para a revelacdo da membrana contendo a SERCAZ2a foi feita uma exposicao
de 7 minutos, enquanto que a exposicao para revelacdo do fosfolambano mostrou
melhores resultado com 5 minutos de exposicao (Figura 25).

Figura 25. Analise da expressao do fosfolambano em ventriculos de B. amazonicus e em ventriculo
esquerdo do R. norvegicus. A. exposigcao do filme radiografico por 5 minutos. B. Exposi¢cao do filme

radiografico por 12 minutos. Os numeros acima da figura indicam a quantidade de proteinas (ug)
carregadas no gel para a corrida. Abaixo o simbolo PM indica marcador de peso molecular.

A B
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T S
——
25 kDa ’ 25 kDa
-

— —

-_— 16 kDa b ' 16 kDa

| J | I J [ J I J
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Fonte: RIVAROLI, L.

O alinhamento da estrutura primaria da SERCA2a com o ClustalWW mostrou
grande similaridade na composicao entre cao (Canis Ilupus), camundongo (Mus
musculus), rato (Ratus norvegiicus), homem, (Homo sapiens), coelho (Oryctolagus

cuniculus), galinha, (Gallus gallus) e o paulistinha (Danio rerio) (Figura 26).

A similaridade entre a SERCA2a dos organismos pode ser verificada nas
reconstrugdes filogenéticas pelos métodos de Neighbor-Joining e Maxima
Verossimilhanca (Figura 27). Nas duas reconstrugdes houveram valores altos de
bootstrap, que significa a probabilidade em 100, apds 1000 simulagdes matematicas
para aquele arranjo. A SERCA2a do Danio rerio o separou dos outros organismos,
colocando-0 numa posigao isolada.
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Figura 26. Alinhamentos multiplos das sequencias da SERCA2a obtidos com o programa clustalW, implementado nos software MEGA 4 (Tamura et al.,
2007). O programa computacional Bioedit (Hall, 1999) foi utilizado para editar as sequencias para que todas tivessem o mesmo tamanho nas analises
subsequentes.
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Figura 27. Reconstrugdes filogenéticas obtidas a partir das sequéncias de aminoacidos da SERCA2a
utilizando os métodos de Neighbor-Joining (A) e Maxima Verossimilhanga (B).
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Fonte: RIVAROLI, L.

Com o programa PPSearch (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ppsearch/) foram

identificadas nas sequéncias de aminoacidos os sitios e motivos da SERCA2a de

cada um dos individuos (Tabela 7).

Podemos notar que a SERCA2a de todos os mamiferos apresentam os
mesmos sitios € motivos em igual quantidade. Ja G. gallus apresenta dois possiveis
sitios a mais de fosforilacdo para CK2 em comparagdo com mamiferos e um
provavel sitio exclusivo de fosforilagdo em um residuo de tirosina. O D. rerio
apresenta maior numero ainda de alteragcbes em relagao aos mamiferos, com maior
namero de sitios de glicosilagdo, menor numero de sitios envolvidos na fosforilagao
pela PKC, 4 sitios a mais para possivel ligagdo com a CK2 e menor numero de sitios

myristyl.
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Tabela 7: Nomes especificos, nimeros de acesso das sequéncias nos bancos de dados e os tipos e
nimero (n) de possiveis sitios ativos identificados nas analises da SERCA 2a. Diagramas
esquematicos dos sitios identificados podem ser visualizados nos Apéndices.

Espécie Numeros de acesso* Sitios identificados (n)**

Mus musculus 055143-2 ASN-Glycosylation (6)
PKC-Phospho-site (11)
CK2-Phospho-site (11)
Myristyl (12)
ATPase_E1_E2 (1)
Rattus Novergicus P11507-2 ASN-Glycosylation (6)
PKC-Phospho-site (11)
CK2-Phospho-site (11)
Myristyl (12)
ATPase_E1_E2 (1)
Canis lupus NP_001003214.1 ASN-Glycosylation (6)
PKC-Phospho-site (11)
CK2-Phospho-site (11)
Myristyl (12)
ATPase_E1_E2 (1)
Homo sapiens NP_001672.1 ASN-Glycosylation (6)
PKC-Phospho-site (11)
CK2-Phospho-site (11)
Myristyl (12)
ATPase_E1_E2 (1)

Oryctolagus cuniculus P20647 ASN-Glycosylation (6)
PKC-Phospho-site (11)
CK2-Phospho-site (11)
Myristyl (12)
ATPase_E1_E2 (1)

Gallus gallus Q03669-2 ASN-Glycosylation (6)
PKC-Phospho-site (11)
CK2-Phospho-site (13)
TYR-Phosoho-site (1)
Myristyl (13)
ATPase_E1_E2 (1)

Danio rerio NP_00108404.1 ASN-Glycosylation (9)
PKC-Phospho-site (10)
CK2-Phospho-site (15)
Myristyl (10)
ATPase_E1_E2 (1)

Fonte: RIVAROLI, L.

* Bancos de dados publicos acessados: GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) e UniProt
(http://www.uniprot.org/);

> A busca por motivos  foi realizada utilizando o] programa PPSearch
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/ppsearch/) que comparou as sequencias de aminoacidos das espécies
analisadas ao banco de padrdes de proteinas do PROSITE (http://expasy.org/prosite/) (Gasteiger et
al., 2005) na busca por sitios funcionais e dominios proteicos. Representagbes graficas dos
resultados observados em M. musculus, O. caniculus, G. gallus e D. Rerio estdo apresentadas nos
Apéndices (1a, 1b, 1c, 1d).
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O alinhamento da estrutura primaria do PLB seguiu a mesma metodologia
utilizada para a SERCA2a e foi feita para as espécies: homem (Homo sapiens),
coelho (Oryctolagus cuniculus), camundongo (Mus musculus), rato (Ratus
norvegiicus), vaca (Bos taurus), cao (Canis lupus), javali (Sus scrofa), galinha,
(Gallus gallus), ra (Xenopus tropicalis), paulistinha (Danio rerio) e o baiacu
(Tetraodon nigroviridis) (Figura 28). Foram alcancados altos valores de bootstrap
nas duas reconstrugcbes filogenéticas, principalmente no clado isolado dos

teledsteos.

A busca por diferengas nos sitios no PLB das espécies examinadas mostra
diferengas dos teledsteos para os mamiferos, apresentando um sitio exclusivo para
uma possivel interacdo com a PKC e um possivel sitio de glicosilagao exclusivo para

teledsteos e anfibios (Figura 29).
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Figura 28. Alinhamento da sequencia de aminoacidos do PLB (A); os pontos representam
aminoacidos idénticos ao da primeira sequencia (Homo) no sitio equivalente das outras espécies
estudadas. Reconstrugoes filogenéticas obtidas a partir das sequencias de aminoacidos da PLB
utilizando os métodos de Neighbor-Joining (B) e Maxima Verossimilhanga (C). Nimero de acesso das
sequéncias utilizadas: Canis familiaris (P61012), Sus scrofa (P61013), Bos taurus (A4IFHG6),
Oryctolagus cuniculus (P61015), Homo sapiens (P26678), Mus musculus (P61014), Rattus
novergicus (P61016), Gallus gallus (P26677), Xenopus (Silurana) tropicalis (XM_002932106.1), Danio
rerio (XR_045125.2), Tetraodon nigroviridis (CAG06667.1).
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Fonte: RIVAROLI, L.
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Figura 29. Diagrama esquemético dos dominios identificados na analise das sequéncias do PLB de
sete espécies representativas do grupo. A localizagao dos sitios ativos esta evidenciada pelas barras
pretas representadas nas figuras.
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5. DISCUSSAO

5.1. ANALISE MECANICA DA CONTRACAO ISOMETRICA

A tensado isométrica maxima, definida como estresse isométrico (El) € um
indice muito interessante pois define a amplitude de forca que pode ser executada
pelo musculo numa dada condigao. Nos experimentos de efeito do tempo (controle e
rianodina) nao foi observada variacao significativa do El ao longo do experimento, o
que permite afirmar que experimentos realizados dentro do mesmo intervalo de
tempo nao tiveram variagdes decorrentes da deterioragao da forga de contragdo das

preparacgdes.

O mesmo foi observado pelos parametros de TPT e THR, que mantiveram-se
estaveis ao longo do experimento, mostrando que ndo houve mudanga na duragao
da contragdo e relaxamento. Além da importancia para endossar a metodologia
experimental, TPT e THR definem também caracteristicas absolutas da onda de
contragao isométrica, sendo fundamentais para gerar novos parametros de analise

que envolvam tempos de contragao e relaxamento.

A comparacao direta dos grupos controle e rianodina mostrou uma diferenca
significativa na capacidade de desenvolver tensdo, até mesmo neste experimento
qgue nao envolve alteracado da frequéncia de estimulagdo, como nos experimentos de
relacdo forga-frequéncia, ou ainda, nos experimentos de contracdo pds-pausa
diastdlica prolongada (BOSE et al., 1988; RANTIN, et al., 1998; AHO; VORNANEN,
1999; COSTA et al., 2000; ANELLI et al., 2004; RIVAROLI et al., 2006; ROCHA et
al., 2006; OLLE, 2007). E evidente o comprometimento de desenvolvimento de
tensdo no miocardio ventricular do matrinxd no grupo rianodina (Figura 8), no
entanto, como o experimento é realizado com uma frequéncia de estimulacéo
subfisiolégica (0,2 Hz), a funcionalidade do RS pode estar alterada, implicando em
uma mudancga na sensibilidade do musculo ao farmaco, como verificado para truta
arco-iris (HOVE-MADSEN, 1992). Além disso, ndo é possivel estimar o nivel de
participacdo do RS neste experimento, ja que a rianodina bloqueia o RS e torna o
influxo de calcio pela sarcolema (lca) mais acentuado, o que é verificado com o

aumento da duragdao do potencial de agdo em midcitos sob efeito da rianodina
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(SHATTOCK; BERS, 1987). Estimar a participagdo do RS pela diferenga entre o El
do grupos implicaria em subestimar a contribuigdo RS, ja que a Ic, estaria
aumentada (BERS, 2001).

O TPT do grupo rianodina nao apresentou alteracdo em relagdo ao grupo
controle, no entanto, o THR apresentou uma elevacao significativa ao longo de toda
a sequéncia experimental. A nao diferenca entre os valores de TPT significaria que
nao houve alteracdo nos eventos relacionados a contragdo se a magnitude dos
valores de forca dos dois grupos fosse igual, no entanto, o El reduzido do grupo
rianodina com TPT equivalente ao do grupo controle significa que houve uma perda
de eficiéncia (0 mesmo tempo gasto para realizar processos com rendimentos
diferentes). O comprometimento causado pela rianodina fica mais acentuado ao
compararmos o THR dos grupos. O grupo controle apresenta um THR inferior e um
El superior, ou seja, realiza o relaxamento mais rapidamente a partir de um patamar

maior de tensao.

Fica claro aqui a necessidade de um indice que mostre a taxa dos processos
de contragdo e relaxamento, como a utilizacdo da derivada da tensao isométrica
pelo tempo (dTl/dt) (SIEGEL; SONNENBLICK, 1963; SHIELS et al., 1999; SHIELS;
FARRELL, 2000) ou ainda relagdes entre o El e o TPT e THR (SHIELS; FARRELL,
1997; THOMAZ et al., 2009). A taxa de contragcdo (TC) e a taxa inicial de
relaxamento (TIR) foram calculadas para evidenciar a necessidade de um indice da
variacdo da tensao em fungao do tempo (Figura 9). O TC indica claramente que o
grupo rianodina apresenta valores reduzidos e que nesse experimento houve um
comprometimento no processo contratil, de fato. No mesmo experimento, € possivel
prever um dano aos mecanismos envolvidos no processo de relaxamento apenas

observando as diferencas no THR, no entanto, o TIR torna o fenémeno explicito.

A relagao forca-frequéncia do ventriculo do matrinxa apresentou o efeito
escada negativo, que quer dizer que ocorre a redugao do El com a elevagao da
frequéncia, como na maioria dos teledsteos: sea raven (Hemitripterus americanus),
alewife (Alosa pseudoharengus), cavala do atlantico (Scomber scombrus)
(DRIEDZIC; GESSER, 1985), linguado (Pleuronectes flesus) (EL-SAYED; GESSER,
1989), carpa cruciana (VORNANEN, 1989), truta arco-iris (HOVE-MADSEN;
GESSER, 1989) emboré (RANTIN et al., 1998), pacu (ANELLI et al., 2004) e mugum

73



RIVAROLI, L. Avalia¢do da fungdo cardiaca de matrinxa (Brycon amazonicus)

(ROCHA et al., 2007). Este efeito esta provavelmente relacionado a reducédo da
concentracdo Ca®* citosdlico sistdlico [Ca®*]; causado pela reducdo do influxo pela
sarcolema via canais L; reduzida concentragao citosélica de Na* ([Na'];), que impede
a troca pelo Ca?* via trocador Na+/Ca?* (NCX) (modo reverso) no inicio do potencial
de agdo e/ou uma reducdo do estoque e liberagdo de Ca** do RS (SHIELS et al.,
2002).

O controle do equilibrio dinamico da [Ca*']; € o principal mecanismo celular
responsavel pela relagdo forga-frequéncia (ENDOH, 2004) e a elucidagdo dos
mecanismos envolvidos do manejo de Ca®* no acoplamento excitagcdo-contragdo é
essencial para entender o efeito escada negativo apresentado pelo B. amazonicus e
outras espécies. A elevacao da frequéncia de estimulagcédo reduz o El acima de 0,4
Hz, o que inclui a taxa de contracéo fisiologica (1,05 Hz) observada no repouso in

vivo (OLLE, 2007), sugerindo que estdo ocorrendo reducdes na [Ca®"]; sistolico.

O efeito escada negativo foi mantido quando as preparacdes foram expostas
a rianodina, mas a curva do El ocorreu com menor magnitude. Essa redugdo na
frequéncia de trabalho fisiolégica demonstra uma contribuigdo efetiva do RS para o

desenvolvimento de forgca no ventriculo de B. amazonicus.

Adicionalmente foi calculada a contribuicdo do RS para o El, que mostrou que
a participacao do RS é superior a participacao do calcio extracelular para elevagao
da [Ca®"]; sistdlico (canais tipo L e NCX no modo reverso). E importante considerar
que este calculo ndo prediz exatamente a participagdo do RS, pois a utilizagcao da
rianodina altera o funcionamento dos mecanismos sarcolemais, elevando a lcs, ou
seja, os valores de contribuicdo do RS no ventriculo do B. amazonicus estao
subestimados, o que significa que a contribuicdo do RS ¢é ainda maior (BERS, 2001).
Para predizer a contribuicdo da sarcolema e RS de uma maneira mais precisa, seria
interessante conhecer as correntes ibnicas sarcolemais por experimentos de patch-
clamp e a influéncia que o bloqueio do RS com rianodina pode causar, assim,
poderia ser calculada a alteragdo na lca e poderiam ser realizadas as devidas
corregdes para o calculo da contribuicdo efetiva do calcio intra e extracelular do B.

amazonicus.

O débito cardiaco, produto do volume sistdlico pela frequéncia cardiaca, se

assemelha com determinada limitagédo ao indice de capacidade de bombeamento
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cardiaco (CBC), e tem sido utilizado para avaliar a relagdo entre forca e frequéncia
(MATIKAINEN; VORNANEN, 1992). B. amazonicus apresentou maiores CBC entre
0,8 e 1,0 Hz, demonstrando a maior eficiéncia do trabalho ventricular nestas
frequéncias, mesmo com valores reduzidos de El quando comparado com as
menores frequéncias. A faixa de valores 6timos para CBC compreendem a
frequéncia cardiaca observada in vivo, sugerindo um mecanismo de economia

energética para o trabalho cardiaco.

Na truta arco-iris € no atum (Thunnus albacares), a exposicdo de tiras
ventriculares a rianodina alterou a curva com os valores 6timos de CBC para baixo
(menor amplitude) e para esquerda (menores frequéncias) (SHIELS; FARRELL,
1997; SHIELS et al., 1999). Na cavala do pacifico (Scomber japonicus), a frequéncia
6tima para a CBC foi em torno de 1,8 Hz a 15 °C e a exposi¢ao a rianodina mudou
faixa de frequéncia 6tima para valores entre 0,2 e 1,2 Hz. (SHIELS; FARRELL,
2000). No B. amazonicus, a rianodina achatou e alterou a curva da CBC para baixo,
tornando a faixa 6tima de frequéncia mais ampla (0,6 a 1,6 Hz), sugerindo que os
mecanismos sarcolemais de ciclagem do Ca®* (Ca?* ATPase sarcolemal e NCX) nédo
sdo tao afetados com a elevagcdo da frequéncia, mesmo com sua reduzida

contribuigdo para a produgao de tensao.

No miocardio ventricular do B. amazonicus, tanto TPT quanto THR foram
encurtados pelo aumento da frequéncia, o que esta relacionado com a redugao do
tempo para realizar cada ciclo de contragao e relaxamento (Figura 11). TPT e THR
nao sdo no entanto bons indicadores para a cinética de contragdo, ja que nao se
leva em consideracdo a magnitude da tensao desenvolvida naquele dado tempo.
Esta afirmagdo torna-se clara quando as derivadas do El pelo tempo sao
comparadas com esses valores absolutos (Figuras 14 e 15). E possivel notar que as
reducdes do TPT ocorrem em todas as frequéncias a partir de 0,2 Hz, enquanto as
reducdes da TMC ocorrem apenas acima de 1,0 Hz e da TMedC acima de 1,4 Hz.
Pode-se concluir que apesar da progressiva redugdo dos valores de TPT, a
eficiéncia dos mecanismos contrateis sdo mantidos até uma faixa entre 1,0 e 1,4 Hz,
0 que é corroborado pela reducdo da CBC apenas acima dessa faixa de

frequéncias.

75



RIVAROLI, L. Avalia¢do da fungdo cardiaca de matrinxa (Brycon amazonicus)

A reducéo da TMC contrasta com o aumento da derivada da forga pelo tempo
(dF/dT) para a cavala do pacifico (S. Japonicus) (SHIELS; FARRELL, 2000), um
membro da familia Scombridae que inclui espécies com especializacbes
morfoldgicas e fisioldgicas para a natacao rapida e modo de vida migratério, como
os atuns e bonitos (LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2004). Essa espécie apresenta
uma relacao forgca-frequéncia positiva e praticamente a auséncia de uma porgao
descendente da curva de CBC, mostrando que a mais alta eficiéncia de
bombeamento ocorre nas maiores frequéncias de contracdo. Esse resultado sugere
que B. amazonicus e S. japonicus devem adotar diferentes estratégias para manter
o0 acoplamento excitacdo contragdo: ajustes cronotropicos provém a eficiéncia
cardiaca para S. japonicus ja que a eficiéncia cardiaca apresenta um aumento
diretamente proporcional a frequéncia, enquanto a modulagao inotrépica parece ser
mais importante para B. amazonicus, ja que haveria uma estreita faixa de
frequéncias com eficiente capacidade de bombeamento cardiaco. Experimentos de

esforgo fisico seriam necessarios para testar esta hipotese.

O contraste entre TPT e a TMC foi ainda maior quando comparados no grupo
exposto a rianodina. Nao ha diferengas entre os valores de TPT nos grupos controle
e rianodina, mas em todos as frequéncias a TMC do grupo rianodina foi inferior ao
do grupo controle, sem alteragdes significativas com a elevacdo da frequéncia.
Considerando a funcionalidade do RS no miocardio do B. amazonicus, esses dados
sugerem que os mecanismos de ciclagem de Ca®?* sdo os componentes mais
sensiveis aos incrementos da frequéncia. Adicionalmente, o RS parece ser essencial
para manter a eficiéncia da contragdo ja que, por ser um reservatorio intracelular,

diminui as distancias difusionais e deve acelerar o processo contratil.

As mesmas observacgdes realizadas para o TPT e TMC se aplicam ao THR e
TMR. O THR foi encurtado com a elevagao da frequéncia em ambas os grupos
controle e rianodina. De acordo com SHIELS; FARRELL (1997), o encurtamento do
THR pela rianodina quando ha funcionalidade do RS, é resultado de uma extruséo
mais rapida do Ca?* devido & reduzida [Ca®'] (SHIELS; FARRELL, 1997). No
presente estudo, a comparagao entre THR e TMR tanto para grupo controle e
rianodina demonstraram que a reducdo do THR durante a elevagao da frequéncia
esta relacionada exclusivamente a redugao do El, ja que ndo houve alteragdo na

TMR, ou seja, o TPT foi proporcional em cada frequéncia experimental ao El
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executado. O grupo exposto a rianodina teve a curva da TMR elevada com os
incrementos da frequéncia, mostrando que o ventriculo do B. amazonicus depende

do sequestro de Ca?* pela SERCA para relaxar mais eficientemente.

A TMC e a TMR sao taxas baseadas nas maiores velocidades instantaneas
do processos de contragao e relaxamento, respectivamente e mostra-se um indice
bastante interessante para mostrar a eficiéncia desses processos (SIEGEL,;
SONNENBLICK, 1963; SHIELS et al., 1999; SHIELS; FARRELL, 2000; TITU;
VORNANEN, 2002). No entanto, este € um indice que mostra um unico ponto do
processo, a exemplo do que ocorre com o EIl, ndo contando com a morfologia de
todos os pontos da curva de tensido isométrica para analisar a taxa média ao longo

do processo.

As TMedC e TMedR foram calculadas com a média de todas as velocidades
instantaneas do processo de contracéo e relaxamento e mostraram uma magnitude
de valores inferior aos observados para TMC e TMR. Como os valores de TMC sé&o
os pontos extremos da derivada na fase de contragao, foi identificada uma diferenca
significativa precoce ao longo dos incrementos da frequéncia em relacédo aos valores
iniciais, muito provavelmente pela natureza aguda dos dados. A TMedC por outro
lado, representa uma velocidade média de todo o processo (semelhante a
aproximacao TC), e representa mais efetivamente a taxa de todo o processo,
incluindo a variagao de velocidades instantaneas que ocorre ao longo da contragéo.
A consequéncia fundamental da utilizacdo dessa taxa pode ser observada na
frequéncia em que ha o comprometimento do processo de contragao, 1,4 Hz, em
contraste com o que foi observado para TMC a 1,0 Hz, o que mostra que o
comprometimento da taxa de contracdo deve ocorrer em frequéncias
“suprafisiologicas”, garantindo que exista uma reserva de desempenho para o

desenvolvimento de frequéncias maiores.

Como ja nao haviam sido identificadas alteragdes na TMR, também nao o
foram na TMedR, o que seria de se esperar ja que os dados de TMR seriam

superestimados em relagcédo aos de TMedR, como discutido acima.

A ITI (mN.mm™.s) representa a quantidade de tensdo desenvolvida durante
cada contracao. SIEGEL; SONNENBLICK (1963) calcularam a ITI sistdlica de papilar

ventricular canino, ou seja, somente para a fase de contragao e também observaram
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o efeito escada negativo para ITl. No entanto, a exemplo do que foi verificado na
comparacgao entre TMC e TMedC, ITI utiliza todos os pontos de tensdo isométrica
da curva de contragao, tornando-se mais representativo para realizar comparagoes
do que apenas os pontos maximos de tensao (El). Os valores de ITI para o grupo
controle mostraram o mesmo comportamento observado para o EI, em
contrapartida, foi identificado um comprometimento mais precoce do
desenvolvimento de tensao (a partir de 0.4 Hz) no grupo rianodina em relagdo aos

valores iniciais.

Para comparacgdes da eficiéncia dos valores de ITl, foi calculado o ITIPM, que
seria o total de tensao produzida pelas contragdes dentro do intervalo de tempo de
um minuto (mN.mm™2.min). Este calculo foi realizado para permitir comparacdes com
a CBC. O musculo papilar canino exibiu os valores maximos de ITl a 2,0 Hz, uma
frequéncia 6tima inferior a observada para dF/dT (2,5 Hz) (SIEGEL; SONNENBLICK,
1963). B. amazonicus apresentou reducao da TMR acima de 1,0 Hz e uma faixa
otima de ITl de 0,4 a 0,8 Hz, sugerindo que a habilidade para aumentar ou manter a
dF/dT é necessaria para alcancar uma maior eficiéncia das contracbes com a
elevagcdo da frequéncia. Considerando que a ITl fornece informagdo mais
consistente sobre o evento contratil do que apenas o pico de tensao (El) e seus
indices derivados, pode-se entdo supor que a faixa de frequéncia 6tima para o
desenvolvimento de tens&o isométrica no ventriculo do B. amazonicus € menor do

que aquela mostrada para a CBC.

De fato, a analise da CBC mostra que mesmo os baixos valores observados
nas mais altas frequéncias sao similares aqueles obtidos a 0,2 Hz. Esta resposta
pode representar uma importante adaptacao, ja que o coragao pode contrair a altas

frequéncias e manter a CBC mesmo apresentando o efeito escada negativo.

Por outro lado, a analise do ITIPM mostra um outro cenario: os valores de
ITIPM a 1,6 e 1,8 Hz s&o significativamente menores do que os valores a 0,2 Hz,
sugerindo um comprometimento do desenvolvimento da tensdo nessas altas
frequéncias. A exposicao a rianodina alterou a curva da ITIPM para a esquerda e
para baixo, reforcando a importancia do RS para o desenvolvimento de tensdo no

miocardio ventricular de B. amazonicus.
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SHIELS; FARRELL (1997) encontraram para a truta arco-iris faixas de
frequéncia 6timas para a CBC superiores ou iguais aos valores encontrados para a
frequéncias observadas in vivo. SHIELS et al. (1999) encontraram o mesmo padrao
para o atum (Thunnus albacares). A ITIPM mostra uma faixa de frequéncia 6tima
para o trabalho ventricular do B amazonicus menor do que o observado em repouso
in vivo (OLLE, 2007).

Este € um ponto critico para a validagdo dos dados de ITIPM, pois como
considera toda a area sob a curva de tensao, leva em consideragao a fase de
relaxamento, quando a tensao diminui. Fisiologicamente, a fase de desenvolvimento
de tensao do miocardio esta relacionada a criagao de pressao sistdlica em oposigao
a pressao arterial para a propulsdo do sangue. A partir do momento em que a
contragao supera a pressao arterial, 0 sangue passa a fluir para o leito arterial e a
contragdo passa a nao ser mais isométrica. A inclusdo da faixa de relaxamento da
curva de contracdo no calculo da integral significa incluir na analise uma fase do
ciclo de contracao/relaxamento que pode nao estar relacionado ao trabalho
cardiaco, pois uma vez reduzida a for¢a de contracao, o sangue ja foi propulsionado,
constituindo-se assim em uma quantidade de tensao observada em preparagoes
isométricas que nao tem um significado claro para o trabalho do miocardio. A ITlI,
como utilizada por SIEGEL; SONNENBLICK (1963), incluindo apenas a fase de
contracdo parece mais apropriada para a avaliagdo da quantidade de tensao para a
contratilidade do que os indices ITI ou ITIPM aqui utilizados, pois guarda maiores

semelhangas com a natural contragao isométrica do ciclo cardiaco.

A utilizacdo da quantidade de tensao produzida na contragdo isométrica é
uma informacao que merece mais crédito por parte dos pesquisadores. No presente
trabalho foi demonstrado no entanto, que € uma medida que deve ser usada com
critérios e que € necessario entender o contexto da contragcdo isométrica para o
significado biologico para a validacao dos resultados. Outra tentativa de utilizacado da
quantidade de tensdo produzida na preparacao isométrica foi a elaboracéo do indice
de contratildade (IC). A ideia para a elaboracdo desse indice surgiu da discussao
sobre a validade de utilizar ou ndo a integral da tensdo isométrica com os
professores José W. Bassani e Rosana Bassani, durante a Reunidao Anual da FeSBE

de 2010, e as seguintes questdes foram levantadas:
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- A integral traz o problema da utilizagdo da fase de relaxamento, que
se for prolongada pode aumentar a area (e o valor da integral) sem
implicar em trabalho cardiaco;

- Uma contracdo fraca, mas prolongada, também implica numa
quantidade de tensao pouco significativa para o trabalho cardiaco,
mesmo utilizando-se apenas a fase de contragdo, como SIEGEL;
SONNENBLICK (1963);

- indices como a derivada s3o uteis pois refletem uma relagéo entre a
tensdo e tempo. O desempenho cardiaco esta relacionado com a
execugao de tensdo em curtos espacgos de tempo, afim de criar a
pressao sistolica capaz de movimentar o sangue, contra a pressao

arterial para a abertura das valvulas ventriculo-arteriais;

Neste sentido, o IC foi criado levando-se em consideracgao a integral da curva
de contracao isométrica referente apenas a fase ascendente. Foi considerado que o
El é diretamente proporcional a capacidade de realizar trabalho cardiaco, uma vez
que € a amplitude maxima de tensdo desenvolvida. A implicagdo da duragdo do
evento foi levada em consideracdo, assumindo que contragdes mais rapidas sao
mais efetivas, e considerou-se que o TPT é inversamente proporcional ao trabalho.
E interessante notar que o TPT além de ser o tempo decorrido para atingir o pico de
tensdo, também é o tempo decorrido na fase ascendente da curva de contragao

isométrica.

E esperada uma relagdo entre o IC e a eficiéncia da contratilidade, que
permita comparagdes em diferentes condigdes de uma espécie, ou em espécies
distintas, pois este indice é calculado a partir de valores absolutos. Nao foi objetivo

desse indice interpretar o significado da sua grandeza fisica.

O comprometimento do IC ocorreu mais precocemente do que nos outros
indices utilizados (El e ITI). E interessante notar que o IC foi calculado utilizando em
parte o ITIl e o El, dois indices da tensao produzida, que nao utilizam uma referéncia
temporal. Levando-se em consideracao a amplitude maxima de tensdo (El) ou a
quantidade de tensao (ITl) ndo foi possivel detectar uma redugao significativa da

eficiéncia de contracdo em frequéncias reduzidas, detectadas pelo IC, mostrando
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que o miocardio do B. amazonicus tem uma sensibilidade maior a elevagado da

frequéncia.

O grupo rianodina também mostrou-se diferente no que se refere a
sensibilidade as alteracbes de frequéncia, mostrando uma sensibilidade menor
(reducao significativa acima de 0,6 Hz) a essa variagdo em comparacdo com a ITl e
a mesma que o IC. Essa menor sensibilidade a elevacdo da frequéncia esta de
acordo com os resultados de TMC e TMedC, que nao apresentaram mudancgas ao
longo das alteragdes de frequéncia. Esse conjunto de resultados leva mais uma vez
ao questionamento de que os mecanismos de manejo de calcio relacionados a
sarcolema nao sao prejudicados com os incrementos da frequéncia, ao contrario do

manejo do Ca®* do RS, que reduz sua participacéo gradativamente.

O ICPM, que relaciona-se, dentro de certos limites, ao débito cardiaco,
mostrou que a faixa 6tima de trabalho do ventriculo do B. amazonicus é mais ampla
do que os outros indices. Considerando o maior valor obtido como referéncia para o
melhor rendimento (302.2 mN.mm™ na frequéncia de 0,8 Hz), é possivel observar
uma faixa de frequéncia 6tima para o ICPM entre 0,6 e 1,4 Hz, mais ampla do que
as anteriormente observadas (CBC; 0,8 a 1,0 Hz e ITIPM; 0,4 a 0,8), o que permite
ao animal uma possibilidade maior para a variagcdo da frequéncia cardiaca,
mantendo a eficiéncia em frequéncias menores e maiores que a frequéncias
fisiolégicas. O ponto positivo para a utilizagado do ICPM seria justamente mostrar que
nao ha prejuizo da eficiéncia da contratiidade em frequéncias superiores a
frequéncia de repouso. O mesmo foi observado por SHIELS; FARRELL (1997) com
a truta arco-iris e por SHIELS et al. (1999) com o atum (Thunnus albacares), onde a
faixa otima de frequéncia apresentada para a CBC foi maior ou igual a frequéncia

observada in vivo.

O ICPM do grupo rianodina apresentou uma relagao diretamente proporcional
a elevacgao da frequéncia, mais uma vez mostrando a capacidade dos mecanismos
de ciclagem de calcio da sarcolema em manter seu desempenho frente a elevagdes
da frequéncia. O calculo da contribuicdo do RS também mostrou a clara contribuicdo
majoritaria do RS, principalmente na faixa de frequéncias que compreende as

frequéncias fisiologicas.
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5.2. ANALISE BIOMOLECULAR

A atividade da SERCAZ2a ¢é diretamente responsavel pela funcionalidade do
RS e seu envolvimento no acoplamento E-C cardiaco, e dessa maneira a expressao
protéica de ambas SERCA2a e PLB foram estudadas pelas técnicas Western Blot
(Figuras 20 e 21).

O modelo neutralista de Kimura prediz uma baixa taxa de mutacdo em
moléculas com intensa restricdo funcional (KIMURA, 1983). Neste sentido, é
esperado que haja uma alta conservacgao e similaridade em moléculas homdélogas e
essenciais para a atividade metabdlica das células, tal como proteinas relacionadas

a ciclagem do Ca?* cardiaco.

O anticorpo anti-SERCA (sc-8095) policlonal foi capaz de se ligar
especificamente a estrutura da SERCA2a do B amazonicus, mesmo sendo
construido contra SERCA2a humana. Fica claro que neste caso existe homologia
entre as SERCA2a das duas espécies, no entanto, outros anticorpos anti-SERCA
foram testados e nao foram bem sucedidos, como o ab2861 (ABCAM, Cambridge,
Inglaterra - dados nao mostrados), o que demonstra que apesar da similaridade
identificada com o sc-8095, também existem diferengas na estrutura proteica
suficientes para gerar uma inespecificidade imunoldgica. E importante ressaltar que
foram realizadas muitas tentativas para a padronizacdo do Western Blot da
SERCA2a (dados nao apresentados) e que a reagao de imunobloting so foi possivel
através da utilizacdo da fragdo microssomal de ventriculos e com a utilizagao de
uma quantidade elevada de proteinas (100 pg) quando comparada a necessaria

para se obter a expressao protéica da SERCA2a em R. norvegicus.

A fragdo microssomal que representa vesiculas soltas formadas a partir de
fragmentos do reticulo (ALBERTS et al.,, 2004) apresenta, logicamente, maior
densidade da SERCA2a do que todo o sistema de membranas da célula. As
comparagoes entre a os blots das fragdbes microssomais de 100 pg do B.
amazonicus e 25 ug e do R. norvegicus, demonstra que ha provavelmente uma
densidade muito maior da proteina no mamifero, apesar da clara dependéncia do
RS pelo miocardio ventricular do teledsteo. A questdo da menor afinidade entre o

anticorpo e a SERCAZ2a do teledsteo pode ser levantada e a pequena intensidade do
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blot nesse caso poderia ser consequéncia da ligagao antigeno-anticorpo de baixa

afinidade, quando comparada a do mamifero.

Poderia ser questionado também o fato de concentragbes maiores que 100 ug
nao terem apresentado melhores resultados, ja que apresentariam maior quantidade
de proteinas para a ligagdo com o anticorpo. A quantidade de proteina na amostra &
um passo critico para uma boa resolugdo da banda no gel (WAI-HOE, 2009), a
malha do gel de 7,5 % de poliacrilamida pode ser estreita para a migragao de 200 e
300 ug, essa sobrecarga de proteinas pode se tornar um grande amontoado, nao
permitindo a correta migracdo das moléculas (PROTOCOLO DO LABORATORIO
DE ELETROFORESE DE PROTEINAS, UWSP, EUA), o que pode ser percebido

pela falta de resolugédo nessas bandas (Figura 20).

Os experimentos de imunobloting do PLB, por outro lado, ndo apresentaram a
dificuldade de execucao encontrada nos experimentos com a SERCA2a e nao foram
necessarias muitas tentativas para alcancar resultados satisfatérios, o que sugere
amostras com maior quantidade de PLB e/ou maior afinidade pelo anticorpo anti-
PLB.

Uma maior afinidade pelo anticorpo implicaria em maior grau de conservacgao
do PLB, que é uma proteina de pequenas dimensdes (apenas 16 kDa e 52
aminoacidos), considerando que esta é uma proteina de grande importancia
funcional para o metabolismo e que ndo apresenta muitas possibilidades de
alteracao, sem o comprometimento de sitios ativos funcionais, € de se esperar que
esta proteina seja mais conservada, guardando maiores semelhancgas estruturais
com proteinas homologas de outras espécies. Uma consequéncia dessa hipotese
seria a ligacao de alta afinidade ente o PLB do teledsteo e o anticorpo produzido
para o PLB de bovino, como pbde ser notado pelos resultados do Western Blot

apresentados.

Considerando o conjunto de dados do Western Blot e da analise mecéanica, é
possivel analisar a resposta contratii do B. amazonicus frente a elevagdo da

frequéncia, nos apropriando das seguintes informacoes:

- Mamiferos de uma maneira geral apresentam uma grande

dependéncia dos estoques de Ca®* do RS para a contracdo do
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miocardio (BERS, 2002) e podem apresentar uma relagao forga-
frequéncia positiva (coelhos, furbes e humanos) com elevagao da
[Ca®*]i pelo aumento do contetido do RS devido & maior entrada de
Ca?* em ciclos mais curtos, ou negativa, (camundongos e ratos) que
trabalham com seus RS “repletos” mesmo a baixas frequéncias,
limitando o aumento do seu conteudo com elevagao da frequéncia,
gerando uma relagao forga-frequéncia negativa (BERS, 2002).

- Teledsteos como o bacalhau do atlantico (Gadus morhua; DRIEDZIC;
GESSER, 1988) a cavala do pacifico (Scomber japonicus; SHIELS;
FARRELL, 2000), o atum skipjack (Katsuwonus pelamis; KEEN et
al.,1992), o atum yellowfinn (Thunnus albacares; SHIELS et al., 1999),
apresentaram capacidade de, pelo menos em parte da curva de forga-
frequéncia, manter uma relacao forgca-frequéncia positiva.

- Atum, cavala e bacalhau sao peixes de natagao rapida, considerados
“‘peixes atléticos” (TIBBITS et al., 1992) e a funcionalidade do RS
pode representar uma adaptacao ao seu modo de vida.

- Atuns e cavalas (Atum bluefin do pacifico, Thunnus orientalis; atum
albacore, Thunnus alalunga; atum yellowfin, Thunnus albacares; atum
bigeye, Thunnus obesus; atum bluefin do pacifico, Thunnus orientalis
e a cavala do Pacifico, Scomber japonicus) apresentam forte
expressdo da SERCA2a, com atividade enzimatica elevada
(LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2004; CASTILHO et al., 2007).

Como discutido anteriormente, a provavel causa relacionada ao inotropismo
negativo nas elevacdes da frequéncia de estimulacdo é a reducdo do [Ca?'];
(SHIELS et al., 2002). A queda do [Ca®*']; pode ser provocada pela queda dos
estoques de Ca?* do RS, pela reducdo da fragdo de Ca®" liberada pelo RS a cada

ciclo cardiaco ou ainda pela perda Ca®* para o meio extracelular (BERS, 2000).

A funcionalidade do RS, verificada pela sensibilidade a rianodina e pela
expressao proteica, aliada ao efeito escada negativo sugerem um possivel déficit de
Ca?*, por perda para o meio extracelular pelos mecanismos sarcolemais (NCX e
Ca?* ATPase da sarcolema), ou ainda, a impossibilidade de aumentar o contetido
elou fragdo de liberacdo do Ca** do RS, pelo mesmo ja estar trabalhando no limite
maximo.
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5.3. EVOLUGAO MOLECULAR

A Unica sequéncia da SERCA2a disponivel para analise em teledsteos foi a
pertencente ao paulistinha (Danio rerio), provavelmente por este ser considerado um
organismo modelo e haver grande quantidade de informagdo sobre seu genoma
disponivel nos bancos de dados publicos. Mesmo nesse organismo modelo, a
sequéncia de aminoacidos da SERCAZ2a ainda nao foi estudada experimentalmente,
sendo sua sequéncia predita in silico, o que nao comprometeu as analises de
evolucdo molecular, pois considerando a similaridades nos alinhamentos, e os
valores de bootstrap, houve um alto grau de probabilidade de acerto (Figuras 24 e
25).

No caso da SERCA2a o modelo neutralista de KIMURA (1983) se aplica,
considerando que a SERCA2a é uma proteina com forte pressao seletiva e que
deve ser conservada ao longo do processo evolutivo. A evidéncia para tal afirmacéao
esta na alta similaridade das sequéncias dos aminoacidos, no compartilhamento de
motivos proteicos entre o D. rerio e mamiferos, além dos resultados obtidos com o
Western Blot, onde o anticorpo especifico para a SERCA2a humana foi capaz de se

ligar a proteina homdéloga do B. amazonicus.

Apesar de pretenciosas, as especulagdes sobre a validade da comparacao
entre a SERCAZ2a de teledsteos e mamiferos tem um forte suporte dos métodos de
bioinformatica utilizados. A partir do alinhamento dois métodos de reconstrugao
filogenética foram utilizados, o Neighbor-Joining e a Maxima Verossimilhanga, com
metodologias de analise distintas e baseados em métodos estatisticos
(Bootstrapping), ambos deram suporte para uma similaridade entre a SERCA2a de
D. rerio e mamiferos, assim como o experimento de Western Blot mostrou haver

similaridade entre a mesma proteina do B. amazonicus e de humanos.

Dominios proteicos pertencentes a uma determinada familia geralmente
compartilham caracteristicas funcionais e sao derivados de um ancestral comum e é
visivel que certas regides permanecem mais conservadas que outras durante a
evolugao, essas sao regides importantes para a estrutura e fungcado das proteinas e
estdo relacionada com a pressao seletiva (LUND et al., 2005). E fato que do ponto
de vista evolutivo o D. rerio e o B. amazonicus podem ser tdo diferentes entre si

quanto o sdo dos mamiferos, no entanto, a especificidade da ligacdo antigeno-
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anticorpo no experimento do Western Blot e a similaridade estrutural observada nas

analises computacionais corroboram para que tais especulagdes fagam sentido.

O fato de outros anticorpos anti-SERCA2a nao terem apresentado afinidade
pela proteina do peixe, mostra que as moléculas ndo sao idénticas, havendo
epitopos diferentes, que influenciam na ligagado antigeno-anticorpo. As proteinas se
enovelam na conformagao de mais baixa energia e uma das consequéncias disso &
a internalizagdo dos sitios hidrofébicos da proteina (ALBERTS et al.,, 2004). A
distribuicdo dos sitios de hidrofobicidade de uma proteina podem dar ideia se aquele
determinado segmento esta exposto na superficie da molécula ou escondido. No
presente estudo, a figura apresentada no Apéndice 3 revela uma leve diferenga na
composicdo dos aminoacidos que pode gerar ténues diferengas entre os sitios de
hidrofobicidade/hidrofilicidade do D. rerio em relacdo aos mamiferos e a galinha
(entre o residuo 500 e 600 e préximo ao residuo 900, Apéndice 2), essas diferencas

podem indicar diferengas nos epitopos dessas proteinas.

A diferenca entre os motivos preditos para os homoélogos da SERCA2a é um
forte indicio para essa hipétese. No entanto, alinhamentos de predigdo da estrutura
terciaria dos homoélogos da SERCA2a sdo necessarios para atestar tal afirmagao. A
partir da estrutura terciaria é possivel identificar os epitopos da SERCA2a que, em
ultima estancia, sao os responsaveis pela formagao dos CDRs dos anticorpos. Essa
informacéo pode ser extremamente util para a desenvolvimento de anticorpos para
estudos de imunobloting ou imunohistoquimica, pois a sensibilizagdo do sistema
imunologico de um organismo com os fragmentos de peptideos comuns aos
homologos da SERCA2a pode resultar na formacado de um anticorpo com espectro

mais amplo de acao em diferentes vertebrados.
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6. CONCLUSOES

a. Com a utilizagado do estresse isométrico (El), tanto nos experimentos
de efeito do tempo quanto nas diferentes frequéncias estimulatérias, foi possivel
identificar que o miocardio ventricular de B. amazonicus é sensivel a rianodina,
sendo o RS a principal fonte de calcio ativador. O EI também permitiu a identificacéo
do efeito escada negativo, constituindo um indice eficiente para analises que
envolvam caracterizagao da funcao contratil.

b. A taxa de contracéo (TC) e a taxa inicial de relaxamento (TIR), apesar
da simplicidade de seu calculo, foram eficazes em indicar o comprometimento no
processo contratil nas tiras expostas a rianodina no experimento de efeito do tempo,
0 que nao foi possivel verificar diretamente através do tempo para o pico de tenséo
(TPT). A utilizacdo de valores absolutos de TPT e tempo para metade do
relaxamento (THR) parece ser capaz de indicar diferengas agudas, enquanto a TC e
TIR nao estdo condicionadas a tais efeitos, tornando-as validas para indicar a
eficiéncia dos processos.

C. As taxas maxima de contragao (TMC), maxima de relaxamento (TMR),
média contracdo (TMedC) e média de relaxamento (TMedR) foram capazes de
indicar uma menor sensibilidade do desenvolvimento de tensdo e relaxamento as
elevagdes na frequéncia do que o indicado pelos valores de TPT e THR, o que
representa maior capacidade para a elevacdo da frequéncia pelo miocardio da
espécie sem o comprometimento da fungao cardiaca.

d. As taxas TMC, TMR, TMedC e TMedR também foram capazes de
mostrar o evidente prejuizo da eficiéncia do processo contratii causado pela
exposicao a rianodina nas diferentes frequéncias, o que nédo pbéde ser percebido
pelos valores de TPT e THR.

e. A utilizacdo das taxas baseadas na maior e menor derivadas, TMC e
TMR, mostraram maior sensibilidade do processo contratil a elevagao da frequéncia,
enquanto TMedC e TMedR baseadas no conjunto de variagdes nas taxas
instantaneas de contragdo mostraram-se menos sensiveis € mais coerentes com a
existéncia de uma reserva de desempenho em frequéncias suprafisiologicas, o que
sugere uma superestimagao com o uso das taxas baseadas nas derivadas maior e

menor.
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f. A capacidade de bombeamento cardiaco (CBC) demonstrou que a
faixa de frequéncias 6timas para o trabalho ventricular da espécie é estreita e
compreende a frequéncia de contragao fisioldgica, sugerindo que o miocardio da
espécie trabalhe préximo ao limite fisiolégico, o que implicaria na limitagcado em langar
mao de ajustes cronotropicos.

g. A integral da tensao isométrica (ITl) e a integral da tensao isométrica
por minuto (ITIPM) indicaram um comprometimento mais precoce para o
desenvolvimento de tensdo nas elevacgdes de frequéncia e uma frequéncia 6tima
para o trabalho do miocardio em faixas inferiores ao que é observado in vivo para a
espécie, esses resultados incoerentes com os dados da fisiologia do animal indicam
que esses calculos, por considerarem a totalidade da area sob a curva de contracgao,
sdo inadequados para a avaliagao da contratilidade miocardica e que a forma como
a integral da tensao foi calculada por SIEGEL; SONNENBLICK (1963) parece mais
apropriada para a avaliagao da contratilidade.

h. O indice de contratilidade (IC) demonstrou uma menor eficiéncia na
producao de tensdo com a elevagao da frequéncia em comparagao ao El. No
entanto, o indice de contratiidade por minuto (ICPM), a exemplo do que foi
observado na literatura, aponta que, apesar do prejuizo na producéo de tenséo, a
eficiéncia de contratilidade em frequéncias superiores a frequéncia de repouso é
mantida, apontando para a existéncia de uma reserva de desempenho.

i. O ICPM e a CBC sugerem que, no miocardio da espécie, os
mecanismos de ciclagem de calcio da sarcolema sao capazes de manter seu
desempenho frente a elevagdes na frequéncia e que a funcionalidade do RS é
dependente da frequéncia.

J- A expressao das proteinas SERCA2a e PLB no ventriculo de B.
amazonicus, com a utilizacdo de anticorpos especificos para outras espécies,
corroboram os dados farmacolégicos de funcionalidade do RS e demonstra o
elevado grau de conservacgao dessas proteinas no processo evolutivo.

k. As analises filogenéticas das proteinas exibiram alto grau de
similaridade entre a SERCA2a de D. rerio (teledsteo) e mamiferos, corroborando o
experimento de Western Blot, que mostrou haver especificidade entre o anticorpo

anti-SERCAZ2a para humanos e mesma proteina do B. amazonicus.
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7. APENDICES

Apéndice 1a. Diagrama esquematico dos sitios ativos identificados na analise das sequencias de
SERCA2a em M. musculus. Os pontos pretos indicam a localizagao dos sitios ativos envolvidos com

as diferentes fungdes desempenhadas pela SERCAZ2a.
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Apéndice 1b. Diagrama esquematico dos sitios ativos identificados na anadlise das sequencias de
SERCA2a em O. cuniculus. Os pontos pretos indicam a localizagdo dos sitios ativos envolvidos com
as diferentes fungdes desempenhadas pela SERCAZ2a.
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Apéndice 1c. Diagrama esquematico dos sitios ativos identificados na analise das sequencias de
SERCA2a em G. gallus. Os pontos pretos indicam a localizagdo dos sitios ativos envolvidos com as
diferentes fungbes desempenhadas pela SERCA2a.
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Apéndice 1d. Diagrama esquematico dos sitios ativos identificados na anadlise das sequencias de
SERCA2a em D. rerio. Os pontos pretos indicam a localizagdo dos sitios ativos envolvidos com as
diferentes fungbes desempenhadas pela SERCA2a.
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Apéndice 2. Grafico representando os niveis de hidrofobicidade e hidrofilicidade da proteina SERCA
2a em mamiferos (M. musculus, O. caniculus), aves (G. gallus) e tele6steo (D. rerio). Os dados foram
obtidos utilizando o programa ProtScale (http://expasy.org/tools/protscale.html) (GASTEIGER et al.,
2005).
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Apéndice 3. Composigdo quimica observada nas sequencias de aminoacidos da SERCA2a em mamiferos (M. musculus, O. caniculus), aves (G. gallus) e
teledsteo (D. rerio). Os dados foram gerados utilizando o programa ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html) (GASTEIGER et al., 2005).

Mus musculus Oryctolagus cuniculus Gallus gallus Danio rerio

Number of amino acids: 3933 Number of amino acids: 993 Number of amino acids: 993 Number of amino acids: 992
Molecular weight: 1039229.5 Molecular weight: 109217.6 Molecular weight: 109322.6 Molecular weight: 109119.1
Theoretical pI: 5.29 Theoretical pI: 5.39 Theoretical pI: 5.29 Theoretical pI: 5.13
Amino acid composition: Amino acid composition: Amino acid composition: Amino acid composition:
Ala (n) 81 8.2% Ala (B) 84 8.5% ala (a) 63 8.4% ala (n) 87 g.8%
Arg (R) 41 4.1% Arg (R) 42 4.2% Arg (R) 42 4.2% Arg (R) 46 4.6%
Asn (N) 42 4.2% Asn (N) 43 4.3% Zsn (N) 44 4.4% Asn (N) 41 4.1%
Asp (D) 47 4.7% Asp (D) 46 4.6% Asp (D) 47 4.7 Asp (D) 54 5.4%
Cys (C) 26 2.6% Cys (C) 26 2.6% Cys (C) 26 2.6% Cys (C) 26 2.6%
Gln (Q) 28 2.8% Gln (Q) 26 2.6% Gln (Q) 25 2.5% Gln (Q) 25 2.5%
Glu (E) 74 7.5% Glu (E) 74 7.5% Glu (E) 74 7.5% Glu (E) 70 7.1%
Gly (G) 64 6.4% Gly (G) 64 6.4% Gly (G) 62 6.2% Gly (G) &0 6.0%
His (H) 12 1.2% His (H) 213 1.3% His (H) 12 1.2% His (H) 11 1.1%
Ile (I) 73 7.4% Ile (I) 73 7.4% Ile (I) 75 7.6% Ile (I) 75 7.6%
Leu (L) 94 9.5% Leu (L) 93 9.43 Leu (L) 92 9.3% Leu (L) 89 9.0%
Lys (K) 58 5.8% Lys (X) 58 5.8% Lys (K) 57 5.7% Lys (K) 52 5.2%
Met (M) 30 3.0% Met (M) 30 3.0% Met (M) 30 3.0% Met (M) 29 2.9%
Phe (F) 39 3.9% Phe (F) 39 3.9% Phe (F) 38 3.8% Phe (F) 39 3.9%
Pro (P) 45 4.5% Pro (P) 45 4.5% Pro (P) 44 4.4% Pro (P) 44 4.43
Ser (S5) 62 6.23% Ser (S) 58 5.8% Ser (5) 61 6.1% Ser (S5) 64 6.5%
Tor (T) 61 6.1% Thr (T) 62 6.23% Thr (T) 61 6.1% Thr (T) 58 5.8%
Trp (W) 13 1.3% Trp (W) 13 143K Trp (W) 213 1.3% Trp (W) 13 1.3%
Tyr (Y) 18 1.8% Tyr (Y) 18 1.8% Tyr (Y) 20 2.0% Tyr (Y) 20 2.0%
Val (V) &5 8.6% Val (V) 86 8.7% Val (V) 87 2.8% Val (V) 89 9.0%
Pyl (O) 0 0.0% Pyl (0) 0 0.0% Pyl (0) 0 0.0% Pyl (0) 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0%

() 0 0.0% (B) 0 0.0% (B) 0 0.0% (B) 0 0.0%

(2) 0 0.0% (2) 0 0.0% (2) 0 0.0% (2) 0 0.0%

(X) 0 0.0% (X) 0 0.0% (X) 0 0.0% (X) 0 0.0%
Total number of negatively Total number of negatively Total number of negatively Total number of negatively

charged residues (Asp + Glu): 121 charged residues (Asp + Glu): 120 charged residues (Asp + Glu): 121 charged residues (Asp + Glu): 124
Total number of positively Total number of positively Total number of positively Total number of positively

charged residues (Arg + Lys): 99 charged residues (Arg + Lys): 100 charged residues (Arg + Lys): 99 charged residues (Arg + Lys): 98
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