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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo analisar as respostas in vivo (freqliéncia
cardiaca) e in vitro (Forca — Fc) do miocardio ventricular de curimbatd, Prochilodus
lineatus, aclimatados a 25° C e testados a 25 e 35° C. Os registros de freqiiéncia
cardiaca (f; — bpm) apo6s elevacdo gradual da temperatura, e seu retorno subseqiiente a
25° C, foram feitos através de implantes de eletrodos de ECG na regido cardiaca.
Adicionalmente foram feitos registros das respostas inotropicas (Fc — %) e dos
parametros tempo-dependentes (TPT — tempo para o pico de forca e THR — tempo para
50% do relaxamento) de anéis ventriculares estimulados eletricamente a diferentes
freqiiéncias em fungdo da temperatura, concentragio extracelular de Ca”", adrenalina e
rianodina (bloqueadora da fun¢do do reticulo sacoplasmatico — RS). In vivo, o aumento
da temperatura elevou a fy de 49 bpm a 25° C para 115 bpm a 35° C, recuperando os
valores iniciais com o retorno a 25° C. A elevagdo da temperatura desencadeou
inotropismo negativo, sendo que o TPT e o THR variaram de maneira inversa a
temperatura. A adicio de concentragdes crescentes Ca*™ (de 1,25 até 11,25 mM) ao
banho causou aumento da Fc, demonstrando a importancia do Ca*" extracelular. A 25
°C, tanto o TPT quanto o THR foram prolongados em funcdo das elevagdes nas
concentragdes de Ca™" enquanto que a 35° C, apenas o TPT aumentou. A adi¢do de
adrenalina s6 causou efeito inotropico positivo a 35° C, sendo que os pardmetros tempo-
dependentes ndo sofreram alteragdes em nenhuma das temperaturas experimentais. A
analise da tensdo pos-pausa, com e sem 10 uM de rianodina, revelou uma significante
potenciacdo da forca tanto a 25 quanto a 35° C, sendo esta abolida pela rianodina. Com
o aumento da freqliéncia de estimulagdo, observou-se reducdo progressiva na Fc e
significativo aumento da tensao de repouso (RT). O tratamento com rianodina provocou
uma diminui¢io na Fc independente da temperatura. Os resultados revelaram que o Ca>"
responsavel pela ativagao dos miofilamentos deve derivar de pelo menos duas fontes: os
espacos extracelulares (evidenciado pelo aumento de Fc durante incrementos na
concentracio de Ca’" extracelular) e uma fracdo significativa fornecida por fontes
internas, ou seja, o RS.
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ABSTRACT

The present study anlyzed the in vivo and in vitro responses of the myocardium obtained
from Prochilodus lineatus acclimated at 25 °C and tested at 25 and 35 °C. The in vivo
heart rate (fy — bpm) was measured during acute transitions in temperature and
subsequent return to 25° C. ECG recordings (lead Dy of the electrocardiography) were
obtained of electrodes at cardiac region. Recordings of the isometric contraction force
(Fc — %) and time-dependent parameters (TPT — time to peak tension; THR — time to
half relaxation) were obtainded in vitro from ventricle rings electrically paced in
response to stimulation frequency, temperature, extracelular Ca®’, adrenaline and
ryanodine (blocker of the sarcoplasmic reticulum — SR). The species showed a
significant increase in the fy during the transition from 25 to 35° C, showing the
importance of the chronotropic adjustments in response to thermal alterations and a
great tolerance and adaptation to different thermal conditions. The species did show
significant decreases in the twitch force (Fc) development by the ventricular strips
during the increases of temperature. The addition of crescent Ca®" concentrations to the
medium evidenced the importance of the extracellular Ca®* as showed by the Fc
increases at both 25 and 35° C. Concomitant increases in in TPT and THR here recorded
at 25 °C while at 35° C, such increases were observed only in TPT. Adrenaline caused
positive inotropism only at 35° C, without effect on time-dependent parameters. The
post rest tension was conducted with and without 10 pM ryanodine in the medium. A
significant post rest potentiation was recorded for at 25 and 35° C These post rest
potentiations were inhibited by ryanodine. The impact of increases in the imposed
contraction frequency caused a decline of the force and an increase in resting tension
(RT) at both temperatures. In conclusion, an important fraction of the activator Ca" in
P. lineatus seems to derive from intracellular stores (RS). However, this species also
depends on extracellular sources of Ca®", which provide more flexibility to modulate the
contraction force.



1. INTRODUCAO

Os peixes, que representam 48% das espécies conhecidas do subfilo Vertebrata
(Autman & Dittemer, 1972 apud BOLIS et al., 2001), habitam os ambientes mais
adversos, desde as dguas salgadas e geladas dos mares polares até as adguas doces e
quentes dos tropicos. Além disso, estao sujeitos a grandes variagdes no ambiente em
que vivem, especialmente na temperatura, a qual sofre mudancas sazonais. As
mudancas na temperatura também podem ser mais rapidas, resultantes do ciclo
circadiano (MATTHEWS & BERG, 1997) ou da movimentacdo dos peixes através da
coluna d'dgua em busca de alimento, para fugir de predadores ou ainda para se
reproduzirem (REID et al., 1997). Para adaptarem-se a estas variagdes, 0S peixes
ajustam seus mecanismos bioquimicos e fisiologicos de uma maneira compensatoria.
No sistema cardiovascular, tanto as respostas cronotropicas quanto inotropicas sao

alteradas em func¢ao das variacdes térmicas.

1.1. Manejo do calcio no musculo cardiaco

Denomina-se acoplamento excitagdo-contracdo a seqiiéncia de eventos que
ocorrem desde a despolarizagdo, até a contragdo do midcito cardiaco. Esse processo €
regulado pela concentracdo dos ions (Ca®") livre no citoplasma.

A manutencdo da homeostase dos ions célcio ¢ importante para o controle do
acoplamento excitacdo-contragcdo, uma vez que o célcio ¢ um mensageiro intracelular
essencial ao sistema cardiovascular. Essa homeostase ¢ regulada por dois ciclos: o ciclo
externo, que controla a entrada e a remogdo do Ca’” entre o citosol e o meio
extracelular, e um ciclo intracelular, que é responsavel pelo controle do fluxo de Ca*"
entre o citosol e seus estoques no reticulo sarcoplasmatico (KATZ, 1997). O reticulo
sarcoplasmatico (RS) é uma organela especializada no acumulo e liberagdo Ca®" ao
aparato contratil (BERS, 1991).

Segundo BERS (2000), ha uma diferenga interespecifica entre a quantidade de
Ca®" ativador provindo dessas duas fontes. Em coelhos, 77% do Ca®" ativador provém
do RS e 23 % do meio extracelular em cada contragdo enquanto que em ratos, 92 % do
Ca’" ativador, provém do RS e apenas 8 % do meio extracelular, em concordéncia com

0 exposto anteriormente para os mecanismos de remocao deste ion do citoplasma. Em



contraste, em anfibios, 0 meio extracelular é a principal fonte de Ca®" ao aparato
contratil (BERS, 2002; BERS et al., 1993).

O fluxo de célcio ¢ mediado por algumas familias de proteinas, incluindo
aquelas que regulam sua entrada, as que o reconhecem e aquelas que retiram o Ca>" do
citosol (KATZ, 1997).

Tanto em mamiferos quanto em peixes, a entrada do Ca>" extracelular envolvido
na ativagdo da contracdo muscular cardiaca da-se principalmente através de canais do
tipo L (canais lentos) da sarcolema. Secundariamente, o trocador Na'/Ca®" (NCX)
também pode participar do processo, trabalhando em seu modo reverso, este fato foi
observado por BAARTSCHEER et al. (1996) em midcitos ventriculares de ratos.
Entretanto, apesar da magnitude do influxo de Ca®" pela sarcolema variar entre
diferentes espécies, ja ¢ bem estabelecido que em mamiferos a quantidade de Ca®" que
adentra o midcito por esta via ndo ¢ suficiente para suportar a contragdo muscular
(BERS et al., 1993).

Nos mamiferos, os canais L sdo abundantes nos tubulos transversos (tubulos T)
e, ao estabelecerem conexdo estrutural direta com o RS - mecanismo de controle local
descrito por STERN (1992) - os canais L pulverizam os receptores de rianodina ai
alojados com Ca”" proveniente do meio extracelular (“spark” ou "fagulha" de Ca®").
Esse processo estimula a liberagio de grandes quantidades de Ca®* do RS para o citosol,
mecanismo este conhecido como liberagio Ca®' calcio-induzida (FABIATO, 1983).
Portanto, o Ca®" proveniente do RS é o principal responsavel pela contragdo muscular
no musculo cardiaco de mamiferos (BHOGAL & COLYER, 1998).

A importancia da sinalizagio dependente de Ca®" tem sido evidenciada ha
décadas e ja é bem aceito que as concentragdes de Ca’” sdo aumentadas em cerca de 10
vezes em relagdo aos seus valores de repouso durante a sistole. Presumivelmente,
defeitos na sinalizacdo, responsavel pelo controle da diminuigdo ou elevacdo da
concentragio efetiva de Ca®’, podem prejudicar a contratilidade e inclusive levar a
faléncia cardiaca (MARKS, 2003).

Embora haja um grande volume de dados disponiveis na literatura sobre a
regulacdo e manutencdo do processo de acoplamento excitacdo-contracdo em
mamiferos, os estudos em peixes, incluindo aqueles com abordagem em nivel celular
e/ou molecular, ainda estdo limitados a um numero muito reduzido de espécies
(BLATTER et al., 1997; FAY & POPPER, 2000; TIBBITS et al., 2002; VORNANEN
et al., 2002).



Diferentemente dos mamiferos, os peixes apresentam um RS pouco
desenvolvido (AHO & VORNANEN, 1998) e sua real contribuig¢do para o fornecimento
de Ca®" ativador carece de mais estudos. Esta variabilidade pode ser atribuida, em parte,
devido a liberagio de Ca®" pelos canais do RS ser temperatura-dependente e por
existirem diferengas interespecificas na sensibilidade a rianodina do musculo cardiaco
de ectotérmicos (SHIELS et al., 1999).

Em muitos estudos realizados com peixes, a contragdo muscular mostrou-se
relativamente insensivel a rianodina, evidenciando um RS nao funcional (KEEN et al.,
1994; RANTIN et al., 1998; COSTA et al, 2000). Conseqiientemente, os peixes
dependem de um amplo influxo de Ca®" via sarcolema para o acoplamento excitacio-
contragdo. Apesar de os canais L mediarem a maior parte do influxo de Ca**, segundo
VORNANEN (1999), quando estes canais foram bloqueados utilizando bloqueador
especifico, a for¢ca desenvolvida pelo musculo da carpa-cruciana niao foi totalmente
abolida, sugerindo a participacdo do NCX para manter a contragdo muscular. Estudos
estimam que a troca Na'/Ca®" pode contribuir com 30 a 50% do influxo total de Ca*"
via sarcolema. Essa atividade reversa do trocador promovendo o influxo de Ca** foi
descrita ha décadas por Mullins, 1979 apud VORNANEN (1999).

De acordo com TIBBITS et al. (1992), a importancia relativa do fluxo de Ca*"
através da sarcolema também pode ser indicada pela presenga de um longo potencial de
acdo, com uma fase de platd mais pronunciada. Isso pdde ser observado nas
investigagoes realizadas por VORNANEN (1989) com carpa-cruciana.

O fato do Ca’" extracelular provavelmente manter o acoplamento excitagdo-
contracdo em peixes teledsteos, bem como em outros vertebrados menos evoluidos, esta
diretamente relacionado aos aspectos morfologicos e estruturais apresentados pelos
midcitos cardiacos.

De acordo com FARRELL & JONES (1992), a maioria dos teledsteos apresenta
miocitos com didmetro entre 2,5 e 6,0 um, variando desde 1,0 a 12,5 um, enquanto nos
mamiferos estes estdo entre 10 e 25 um (KEEN, et al., 1992). Além do tamanho
reduzido, os midcitos cardiacos dos teledsteos sdo longos e estreitos em comparacao
com as dos mamiferos, (VORNANEN et al., 2002), possuindo de 4 a 5 vezes mais area
de superficie sarcolemal por unidade de volume da célula. Suas miofibrilas estdo
arranjadas perifericamente, o que facilita muito as trocas entre os espacos intra e

extracelulares (DRIEDZIC & GESSER, 1994), o pode ser observado na figura 1.



Apesar de a maioria dos estudos demonstrarem que o influxo transarcolemal ¢ a
principal fonte de Ca’" ativador do processo contratil em peixes e experimentos
realizados com animais de ambientes temperados evidenciarem que o RS ¢ funcional
somente em algumas situacdes tais como: em freqliéncias sub-fisiologicas e
temperaturas supra-fisiologicas (SHIELS et al., 1999; COSTA et al, 2004), existem
diferencas espécies-especificas proeminentes no processo acoplamento excitagao-
contragdo e no papel relativo das fontes de Ca®" intra e extracelulares nas diferentes
espécies (VORNANEN et al., 2002). Em algumas espécies de peixes, tais como nos
atuns (VORNANEN et al., 2002) e no “burbot” (TIITU & VORNANEN, 2001), o RS
de midcitos, sob determinadas circunstancias, pode representar a maior fonte de Ca’"
sistolico. Estas diferencas interespecificas sdo obviamente uma estratégia evolutiva para
adaptagdo a diferentes habitats e estilos de vida.

Existem também diferencas interespecificas na liberagio de Ca>" calcio-
induzida, dependendo das mudancas cronicas ou agudas da temperatura.

De acordo com ANELLI-JR et al. (2004), o RS do teledsteo neotropical pacu
(Piaracus mesopotamicus) pode contribuir como fonte de Ca®" para o processo
acoplamento excitagdo-contragdo mesmo em temperaturas fisioldgicas para a espécie
(25° C). Assim, pode-se evidenciar que o processo de acoplamento excitagdo-contragao
ndo ¢ um sistema estatico, mas altamente versatil e maleavel, o que permite aos peixes
terem uma performance cardiaca apropriada para explorar uma diversidade de
ambientes e, conseqlientemente, adaptar-se a modificagdes ambientais (VORNANEN et
al., 2002).

A contratilidade cardiaca pode ser afetada grandemente por mudangas agudas na
temperatura, que promovem alteragdes na condutancia dos canais idnicos. Aumentos na
temperatura promovem aumentos na freqiiéncia cardiaca e na velocidade de contracao,
enquanto a for¢a de contragdo ¢ usualmente diminuida. Como conseqiiéncia, a
capacidade de bombeamento, que é produto da forca de contragdo pela freqiliéncia
cardiaca, pode sofrer uma redugdo desproporcional em teledsteos submetidos a
temperaturas extremas (VORNANEN et al., 2002), o que poderia limitar o débito
cardiaco (SHIELS et al. 2002).

Elevagdes agudas na temperatura ou hipoxia também desencadeiam nos peixes
respostas tipicas de estresse. Sob tais condigdes, os peixes liberam catecolaminas, que
podem afetar profundamente o processo de acoplamento excitagdo-contragdo. A

adrenalina promove fosforilagdo dos canais L via ativacdo de uma proteina quinase A



(PKA), o que por sua vez aumenta a condutancia desses canais e, conseqiientemente, a
disponibilidade desse ion ao aparato contratil (FABBRI et al., 1998).

Alguns estudos demonstraram que, em mamiferos, a adrenalina pode modificar
o funcionamento do RS devido a PKA (proteina quinase A) fosforilar o fosfolambano,
uma proteina que modula o funcionamento da SERCA ("sarco-endo-plasmic reticulum
calcium ATPase") e os proprios canais de liberagio de Ca’" do RS (canais de
rianodina) (BOLLER & POTT, 1989; MACcLENNEAN & KRANIAS, 2003). Dessa
forma, os efeitos da adrenalina repercutem diretamente no desenvolvimento de forga e
na dinamica da contragao.

O desenvolvimento de forca também ¢ modificado por incrementos na
freqliéncia de estimulacdo. Em algumas espécies de mamiferos, como ratos, esses
aumentos promovem concomitante aumento no pico de tensdo, mecanismo conhecido
como relagdo forca-freqiiéncia positiva. O maior desenvolvimento de for¢ca em elevadas
freqiiéncias estd relacionado com a presenga de um RS funcional e trocadores
sarcolemais extremamente eficientes (LAYLAND & KENTISH, 1999).

Nos peixes, incrementos na freqiiéncia de estimulagdo, como observado durante
exposicdo a elevadas temperaturas, geralmente culminam com a diminui¢do na forga de
contragdo na maioria das espécies de teleodsteos estudadas. De acordo com DRIEDZIC
& GESSER (1985), a relacdo forga-freqiiéncia negativa apresentada por estes animais
reflete indiretamente a ineficidcia do acoplamento excitagdo-contragdo, evidenciando
uma menor capacidade de obtengdo de célcio livre a partir de reservas intracelulares
nestes animais, ou ainda uma inabilidade dos mecanismos que promovem o efluxo deste
ion do citosol o que levaria a um relaxamento incompleto, comprometendo o
desenvolvimento de forca (SHIELS & FARRELL, 1997).

Para que ocorra o relaxamento do miisculo cardiaco ¢ necessario que o Ca*’
intracelular retorne aos valores diastélicos. O efluxo do Ca’" do citosol ocorre por
intermédio do trocador NCX, da ATPase sarcolemal e ainda da agdo da calcio-ATPase
do RS, conhecida como SERCA (FARRELL et al., 2003; KATZ, 1997).

Em mamiferos, cerca de 70 a 80% do seqiiestro de Ca®" do citosol se da através
da acdo da SERCA, que bombeia Ca’" para o interior do RS (MUNDINA-
WEILENMANN et al., 2001). Ja nos peixes que possuem RS pouco desenvolvido, a
extrusio do Ca*" depende fundamentalmente da atividade do NCX (FARRELL et al.,
2003).



As situagdes acima descritas influenciam o desenvolvimento de forga, o tempo
de contragdo (TPT — "time to peak tension") e o tempo de relaxamento (THR — "time to
half relaxation") por afetar os mecanismos envolvidos no controle do Ca*" intracelular.
Para fornecer informagdes a respeito de tais mecanismos, os pesquisadores vém
utilizando drogas ou procedimentos que bloqueiam o influxo transarcolemal de Ca*"
(ex.: verapamil, nifedipina, etc.), que promovem modifica¢io na concentracdo de Ca’"
do citosol (ex: substincias inotrdpicas), ou ainda que interferem no seu armazenamento
no RS (ex: rianodina).

A importancia dos ions célcio no processo de contragdo muscular, bem como
sua origem extra ou intracelular para diferentes estimulos de contracdo, pode ser
avaliada por meio de experimentos que mensurem a forca de contragdo isométrica.

O presente trabalho pretendeu estender alguns dos conhecimentos acima
discutidos a uma espécie de teledsteo caracteristica de ambientes neotropicais: o
curimbatd, Prochilodus lineatus. Visando elucidar os efeitos da elevacdo da temperatura
sobre as respostas cronotrdpicas e inotrdpicas do coracdo dessa espécie, bem como a
influéncia da concentragdo de calcio sobre o sistema contratii do miocardio em
diferentes condigdes térmicas, foram realizados experimentos in vivo (frequéncia
cardiaca) e in vitro (relagdo forca-frequéncia, estudo da forca de contracao e do efeito

de diferentes substancias como adrenalina e rianodina).
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FIGURA 1. Esquema geral do mecanismo de acoplamento excitagdo — contracdo E-C do
musculo cardiaco, comparando um modelo existente para mamiferos (A) com um
proposto para teleosteos (B) (Modificado de Tibbits et al., 1992).



1.2. Objetivos

Tendo em vista que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura foram
desenvolvidos com animais de clima temperado e que hé pouca informagao sobre peixes
tropicais, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de mudangas agudas na
temperatura e as possiveis fontes de calcio ativador do processo de acoplamento
excitacdo-contracdo no miocardio ventricular do teledsteo neotropical Prochilodus

lineatus, a saber:

a. determinar a freqiiéncia cardiaca (fy) in vivo da espécie quando submetida a
transi¢ao de temperatura de 25 para 35° C e na recuperacao subseqiiente a 25°C;

b. comparar as respostas inotropicas dos anéis ventriculares estimulados
eletricamente frente a incrementos na temperatura de 25 para 35° C e retorno
subseqiiente a 25° C;

c. verificar a importancia do célcio extracelular para o acoplamento excitacdo —
contracdo cardiaco a 25 e 35° C, por meio da observacdo das mudangas no
desenvolvimento da for¢a e modificacdes dos pardmetros tempo-dependentes
(TPT e THR);

d. verificar o efeito de adigoes de doses crescentes de adrenalina sobre o
desenvolvimento de forca e os pardmetros tempo-dependentes;

e. determinar, indiretamente, a capacidade do RS fornecer calcio ao aparato
contratil utilizando-se do efeito da pausa diastdlica prolongada (5Smin) sobre o
desenvolvimento de forca dos anéis ventriculares na presenga ou auséncia de
rianodina;

f. analisar a contribui¢do relativa dos diferentes compartimentos celulares (meio
extracelular e RS) como fornecedores de calcio ao aparato contratil a
freqiiéncias fisiologicamente relevantes, mediante a verificacdo dos efeitos dos
incrementos progressivos na freqiiéncia de estimulacio sobre o desenvolvimento

de for¢a em preparagdes controle e com adi¢do de rianodina.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 74 espécimes adultos de curimbatd, Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1836), de ambos os sexos, pesando entre 90 a 120g.
Os principais fatores que levaram a escolha desta espécie foram o fato de a mesma ser
nativa, tipicamente neotropical, migratoria e devido a sua importancia bioldgica na

fauna local.

2.1. Posicao Sistematica da Espécie

A espécie em questdo ocupa a seguinte posi¢do sistematica de acordo com

Valenciennes, (1836):

Classe: Osteicthyes
Subclasse: Actinopterigii
Divisdo: Teleostei
Superordem: Acanthopteygii
Ordem: Characiformes
Subordem: Characoidei
Familia: Prochilodontidae
Género: Prochilodus

Espécie: Prochilodus lineatus

2.2. Breves Considerac¢oes Sobre a Espécie Estudada

O curimbata, Prochilodus lineatus, também conhecido como curimba,
corumbatd e grumatd (figura 2), entre outros, ¢ uma espécie tipicamente neotropical,
sendo encontrado naturalmente na bacia superior do rio Parand (Rios Mogi-Guagu,
Pardo, Grande e Parnaiba) e na Bacia do rio Paraiba (VERANI, 1987; CASTRO, 1993).
Esta espécie habita ambientes tipicamente 16ticos ¢ bastante ativa, migratéria e depende
da dindmica da correnteza fluvial para a desova (BRITO et al., 2003).

Sao peixes de piracema (reofilicos), ou seja, fazem grandes deslocamentos em
cardumes para desovarem. O termo piracema vem do tupi-guarani ¢ aplica-se ao

fendmeno da natureza em que os peixes nadam contra a correnteza dos rios quando vao
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ao encontro das nascentes na época da desova (BONETTO & PIGNALBERI, 1964;
GODOQY, 1967; BAYLEY, 1973; ESPINACHROS et al. 1990).

Eles possuem oOtimas caracteristicas para a piscicultura, entre as quais: grande
prolificidade (uma tnica fémea pode desovar mais de um milhdo de ovulos por
temporada); seu alimento ¢ barato; desenvolve-se significativamente rapido e sua
reproducao artificial ¢ relativamente facil. Sdo peixes de médio porte e alguns
exemplares chegam a pesar mais de 4 Kg (WELCOMME, 1979).

Como peixe de piracema, seu periodo reprodutivo ocorre na primavera € comeco
do verdo. Eles podem ser observados em corredeiras ¢ obstaculos, dando saltos para
transpo-los, mas, talvez, o mais interessante seja o barulho que fazem nestas
aglomeragdes migrantes rio acima (GODOY, 1967). Os peixes vibram uma musculatura
especial e, com auxilio da bexiga natatoria, produzem um som tipico de piracema. Este
som, tido por velhos pescadores como uma das coisas mais emocionantes da natureza
brasileira, esta em vias de desaparecer devido a barragem da correnteza dos rios pelas
hidrelétricas (O Canto da Piracema - EPTV).

Um dos grandes problemas para a espécie sdo as barreiras impostas pelas
barragens hidrelétricas que impedem sua piracema. Outro fator é a intensiva captura
com redes em épocas reprodutivas.

Durante o acasalamento, que ocorre em locais de correnteza nas cabeceiras dos
rios, fémeas e machos nadam lado a lado para a desova e fecundagdo.

Apresentam habito alimentar ilibfago, ou seja, alimentam-se de lodo e de
detritos que estdo no fundo de lagos e rios, sendo que seu longo trato digestorio
aproveita material nutritivo que outras espécies ndo conseguem (BOWEN, 1983;
FLECKER, 1996). Ainda, sua evolucdao adaptativa conferiu a essas espécies grande
capacidade de freqiientarem ambientes com baixa quantidade de oxigénio dissolvido,
caracteristicos desses fundos de leito.

O lodo dos rios, lagos e demais corpos d'dgua geralmente contém rico material,
composto basicamente de residuos vegetais em decomposi¢do. Este lodo comumente
estd repleto de pequenos organismos que dele se nutrem, organismos estes que acabarao
servindo também de alimento para os peixes iliéfagos. E comum encontrar grandes
aglomeragdes destes peixes em areas com fundos lodosos nas partes baixas (ter¢o final)
dos grandes rios, e deslocarem-se numerosamente atras de novos bancos de alimento.

Os peixes utilizados no presente estudo foram coletados na Cachoeira de Emas,

em Pirassununga, municipio cujo nome significa "lugar onde o peixe faz barulho", na



11

lingua Tupi-Guarani, numa alusdo ao ronco do curimbatd macho que, na época da

reproducao, ronca para atrair as fémeas (Geraldo Bernardino - comunicagao pessoal).

FIGURA 2. Curimbata, Prochilodus lineatus (Fish base).

2.3. Coleta e Manuten¢ao em Laboratdrio

Os espécimes de curimbatd foram coletados na Cachoeira de Emas,
Pirassununga, SP (Rio Mogi-Guagu) com o auxilio de tarrafas.

Em laboratério, os peixes foram mantidos em tanques de 1000 litros dotados de
circulaco continua de agua (1,2 L.min™") e temperatura controlada (25 + 1 °C) por, no
minimo, 45 dias. Os peixes receberam alimentacdo ad [libitum consistindo de ragdo

comercial peletizada, segundo metodologia do laboratorio.
2.4. Preparacoes Experimentais

2.4.1. Experimentos in vivo

As preparagdes empregadas para a obtengdo dos eletrocardiogramas (ECG) para
analise da frequéncia cardiaca (fy) foram baseadas na metodologia utilizada por
RANTIN et al. (1993).

Os animais foram pesados e imersos numa solu¢do de benzocaina 0,25%
(CoH1NO;) o que proporcionou um nivel de anestesia suficiente, mas com a
manuten¢do dos movimentos respiratorios espontaneos.

Imediatamente, apds a anestesia, os peixes foram transferidos para uma mesa

cirirgica para a implantagcdo de dois eletrodos ativos, um na regido ventral, préximo ao
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coragdo e outro de referéncia, na regiao caudal. Os eletrodos foram suturados com dois
pontos cirtrgicos na musculatura corporea para evitar seu deslocamento. Um terceiro
eletrodo (passivo) foi colocado na agua da camara experimental. Os eletrodos foram
conectados a um acoplador universal de um fisiografo Narcotrace 40® (Bio Systems,
TX, USA). Essa preparacdo permitiu a obtencdo de registros similares aqueles
observados na derivacao I (D;) da eletrocardiagrafia padrao.

Apbs a cirurgia, os peixes foram introduzidos em camaras de contengdo (tubos
de PVC), e transferidos para um tanque experimental em que a agua foi mantida com
oxigenagdo continua e na temperatura de aclimatacdo (25° C). A temperatura foi
ajustada por um termostato FAC-TempControl (FAC, Sao Carlos, SP, Brasil).

Seguiu-se, entdo, um periodo de recuperagdo de 12 horas, apés o qual a
temperatura da agua foi aumentada gradativamente (2,5° C a cada 10 min) até atingir
35° C e, subseqiientemente, reduzida para 25° C. Cada temperatura experimental foi
mantida por 30 min, ap6s os quais foram realizados registros da fi por 2 min. Um

esquema dos procedimentos comentados acima pode ser observado na figura 3.

FIGURA 3. Esquema do tanque experimental e do tubo de contensdo utilizados para os
experimentos de eletrocardiografia.
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2.4.2. Experimentos in vitro

As preparagdes foram desenvolvidas de acordo com os procedimentos propostos
por GESSER (1977), com algumas modificagdes descritas a seguir.

Os animais foram sacrificados por meio de um choque traumatico na regiao
cefalica e pesados. O coracdo foi retirado e colocado em uma solugao fisiologica propria

para peixes teledsteos de dgua doce, com a seguinte composicao:

Substéncia‘ NaCl ‘ KCl ‘ MgSOy4 ‘NaH2C03‘NaH2PO4‘ CaCl, ‘ Glicose

mM ‘ 125 ‘ 2,5 ‘ 0,94 ‘ 30 ‘ 1,0 ‘ 1,25 ‘ 10

O pH final da solugao foi de 7,4 a 25° C.

A quantidade de solucdo fisiologica necessaria para o experimento foi preparada
imediatamente antes de inicia-lo, a partir de solucdes estoque que eram mantidas sob
refrigeracao.

Para o estudo da contratilidade in vitro o coragdo dos animais foi dissecado e
cortado transversalmente resultando na formagado de dois anéis ventriculares. Cada anel
- com espessura de aproximadamente de 1 a2 mm e 0,3 a 0,6 cm de didmetro e pesando
19+ 47 mg — foi transferido imediatamente apds a prepara¢do para um banho contendo
50 ml de solugdo fisioldgica ja termostatizada a temperatura de 25° C e dotado de
borbulhamento constante de mistura carbogénica (2% CO; e 98% O,). Cada anel
ventricular foi fixado a um gancho construido na parte terminal do eletrodo de
estimulacdo e a um outro gancho de ago inox, que por sua vez, era conectado por meio
de uma linha cirurgica (0,7/6-0 - Ethicon®) a um transdutor de for¢a isométrica LETICA
TRI-210 (LETICA® Scientific Instruments). Um segundo eletrodo de platina foi
colocado no interior do banho, ao lado do primeiro. Os eletrodos de estimulagdo foram
acoplados a estimuladores AVS 100D (AVS Projetos Especiais), os quais geraram
pulsos elétricos quadrados com 8 ms de duragdo e uma voltagem 50% superior aquela
que atingia o limiar de resposta mecanica, permitindo, assim, a estimulacao elétrica das
anéis para o desenvolvimento da forca de contragdo a diferentes taxas. Estes
estimuladores possuem as mesmas especificacdes eletronicas dos Grass SD9 (Quincy,
Mass., USA).

Os anéis ventriculares foram estimulados 0,2 Hz (0,2 pps ou 12 bpm) e estirados

com auxilio de um micromanipulador, com a finalidade de aumentar a distancia entre o
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transdutor e o gancho de fixacao até que uma relacdo constante entre o comprimento da
preparagao ¢ o pico de forca de contragdo pudesse ser obtido. O objetivo desse
estiramento foi diminuir o impacto da orienta¢do celular indefinida da preparagdo
(GESSER,1996).

Depois da estabilizagdo seguia-se um periodo de 30 min com estimulagio

continua de 0,2 Hz, ap6s o qual os diferentes protocolos experimentais foram aplicados.

2.4.2.1. Protocolos Experimentais
a) Efeito da Temperatura

Ap0s estabilizagdo dos anéis ventriculares a 25° C, a temperatura do banho foi
aumentada em 2,5° C a cada 10 minutos até atingir 35° C, em seguida, retornou-se a
25°C seguindo o mesmo procedimento. Durante todo o periodo experimental, registros
ininterruptos da forca de contracdo foram realizados em velocidade lenta. A cada
temperatura atingida (25° C, 27,5° C, 30° C, 32,5° C, 35° C, 32,5° C, 30° C, 27,5° C,
25° C), foram realizados registros rapidos durante 15-20 segundos.

Este protocolo foi desenvolvido com o intuito de fornecer informagdes a respeito
da influéncia de elevagdes agudas da temperatura sobre o desenvolvimento de forca de

contragao isométrica.

b) Efeito do Aumento da Concentrac¢ao de Calcio

Os pares de anéis ventriculares foram estabilizados a 0,2 Hz em um banho
contendo 1,25 mM de CaCl,, por um periodo de aproximadamente 15 min. Apos este
periodo, foram efetuados registros do desenvolvimento de forga isométrica das anéis por
3 min. A seguir, a concentragdo de CaCl, de um dos anéis foi elevada em 2 mM. Os
registros de for¢a de contracdo isométrica em cada concentracdo de Ca** foram
realizados até que a mesma produzisse seu efeito completo (estabilizassem o
desenvolvimento de forca) e, entdo, as anéis recebiam uma nova adi¢do de 2 mM de
Ca”". Esse protocolo foi repetido até que ndo se observasse efeito significativo da nova

adicdo de Ca”" sobre a forca contratil e foi aplicado tanto a 25° C quanto a 35° C.

¢) Efeito da Adrenalina

Ap0s os pares de anéis ventriculares terem sido estabilizados, como ja descrito
para os protocolos anteriores, (para ambas as temperaturas), a concentragcdo de calcio foi

mantida em ambas as preparacdes em 1,25 mM. Nessas condi¢cdes, os registros de forca
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obtidos foram tomados como controle (ou 0 adrenalina). Subseqiientemente, uma das
preparacdes recebeu doses crescentes de adrenalina (Merck® —CoH3NO3). Cada
concentragdo era mantida até que tivesse exercido seu efeito completo. As doses
adicionadas foram as seguintes: 10°® M, 107 M, 5107 M, 10°M e 10° M.

As solugdes estoque de adrenalina em concentragcdes adequadas foram
previamente preparadas e mantidas sob refrigeracdo (aproximadamente 4° C). No
momento da condu¢do de cada experimento eram acrescentadas ao banho quantidades
necessarias de cada estoque de adrenalina para perfazer as diferentes concentragdes
utilizadas.

Este protocolo foi realizado com o objetivo de fornecer informagdes sobre a
capacidade méxima do acoplamento excitagdo-contragdo e a modulagdo adrenérgica na

contratilidade cardiaca nas diferentes temperaturas.

d) Tensao Pos-Pausa

Este procedimento foi conduzido com o intuito de fornecer uma nog¢do da
capacidade de armazenamento intracelular de calcio durante uma pausa diastolica
prolongada e nao fisioldgica.

Inicialmente, os pares de anéis ventriculares foram estimulados a uma taxa
constante de 0,2 Hz durante 3 min. Seguiu-se entdo um periodo de pausa de 5 min na
estimulacdo elétrica ap6s o qual os anéis foram novamente estimulados. A primeira
contragdo registrada em virtude do primeiro estimulo foi considerada a tensdo pds-

pausa, como pode ser observado na figura 3.

Potenciagao pés-pausa{

FIGURA 4. Esquema do registro de forca de contracdo isométrica antes e depois de uma pausa
diastolica prolongada, mostrando a potenciagdo da mesma.

Com o objetivo de determinar-se a importancia funcional do reticulo

sarcoplasmatico na espécie, o protocolo experimental acima descrito foi repetido,
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porém, um dos banhos recebeu 10 uM de rianodina (Sigma - C5H35NOg) 30 min antes
do inicio do experimento.

Tais procedimentos foram realizados a 25° C e 35° C.

e) Relacdo Forc¢a-Freqiiéncia

Preparagdes pares sofreram progressivos aumentos na taxa de estimulagdo, a
partir de 0,2 Hz, até que 80 % dos registros obtidos se tornassem irregulares. Apos cada
incremento na taxa de estimulacao foram efetuados registros em alta velocidade durante
15-20 segundos para as medidas de possiveis variacdes na forca de contragdo. Estas
preparacdes foram denominadas preparagdes controle.

Adicionalmente, o grau de envolvimento do reticulo sarcoplasmatico no
desenvolvimento de tensdao foi avaliado em um outro protocolo experimental pela
aplicacdo de 10 um de rianodina as preparagdes. Nestes experimentos, a rianodina foi
acrescentada ao banho 30 min antes das altera¢des na freqiiéncia.

Tem sido proposto (NAYLER et al., 1970; ROUSSEAU et al.,, 1987;
HILGEMANN et al., 1989; MEISSNER et al., 1997) que a rianodina, um alcal6ide
neutro retirado do vegetal Ryania speciosa (JONES et al., 1979), liga-se especifica e
irreversivelmente ao canais de calcio do reticulo sarcoplasmético (RS) e, quando
utilizada em concentragdes micromolares (10-300 uM) (CORONADO et al., 1994),
provoca uma diminui¢do da condutdncia destes canais ao calcio, inibindo assim a
fun¢do do RS como fornecedor de calcio ao aparato contratil do misculo cardiaco.

Dessa forma, a rianodina, na concentragdo utilizada no presente estudo (10 uM),
tem sido empregada para o teste da importancia funcional do reticulo sarcoplasmatico
no acoplamento excitacdo-contragdo de diversos vertebrados, inclusive peixes
(DRIEDZIC & GESSER, 1988; HOVE-MADSEN, 1992; KEEN et al., 1994; GESSER,

1996). Estes protocolos experimentais foram realizados tanto a 25° C quanto a 35° C.

2.4.3. Analise dos Resultados

a. Freqiiéncia cardiaca in vivo (fy): expressa em batimentos cardiacos por minutos

(bpm).
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b. Forca de contracdo (Fc): A for¢a de contragdo (Fc) foi dada como uma

porcentagem dos valores iniciais, ou seja:

Nos experimentos nos quais foi analisado o efeito da adicdo de concentragdes
crescentes de calcio ao meio extracelular a 25° C, os valores obtidos foram
representados como uma porcentagem da forca de contragdo observada na
menor concentragdo extracelular de calcio (1,25 mM). Adicionalmente, os
valores de for¢a a 25° C foram utilizados como 100% para a analise da forga
desenvolvida pelos anéis ventriculares a 35° C;

Nos experimentos nos quais foi analisado o efeito da adicdo de concentragdes
crescentes de adrenalina ao meio extracelular a 25° C, os valores obtidos foram
representados como uma porcentagem da forca de contragdo observada na
auséncia de adrenalina (controle). Adicionalmente, os valores de forga a 25° C
foram utilizados como 100% para a analise da forca desenvolvida pelos anéis
ventriculares a 35° C;

Nos experimentos nos quais foi analisado o efeito do aumento da freqiiéncia de
estimulacdo dos anéis ventriculares sobre o desenvolvimento de forga (Ctrl), os
valores obtidos nas diferentes freqiiéncias foram dados como uma porcentagem
da for¢a de contracdo observada na menor freqiiéncia (0,2 Hz ou 12bpm). Este
primeiro valor de forca a 25° C foi utilizado como 100% para a analise da forca
desenvolvida pelos anéis ventriculares apds o tratamento com rianodina. Os
valores de forca obtidos para as preparacdes controle a 25° C também foram
utilizados como sendo 100% para a andlise da forca desenvolvida pelas
preparagdes controle 35° C e tratadas com rianodina a 25° C. As preparagdes
tratadas com rianodina a 25° C foram utilizadas como sendo 100% para a andlise
da forca desenvolvida pelas preparagdes tratadas com rianodina a 35° C;

Tensdo Pos-Pausa: os valores da tensdo pos-pausa na presenga ou auséncia de
rianodina foram dados como uma porcentagem da ultima contra¢do registrada

anteriormente ao repouso (pré-pausa) em ambas as temperaturas.

¢. Cinética da Contracao:

Tempo para o Pico de Tensao (TPT — Time to Peak Tension): expresso em
milisegundos (ms). Os valores de TPT obtidos em um mesmo protocolo

experimental foram comparados aos valores iniciais. Adicionalmente, os pontos
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correspondentes de diferentes protocolos experimentais também foram
comparados entre si.
e Tempo para 50% do Relaxamento (THR — time to half relaxation): valores

expressos em milisegundos (ms) e analisados como descrito para o TPT.

d. Qqo: Corresponde a razdo entre a velocidade de uma reagdo fisiolégica em uma
determinada temperatura e a velocidade dessa reagdo numa temperatura 10 °C inferior
ou superior.

Uma representagdo de um registro da for¢a de contracdo em alta velocidade com

os parametros analisados ¢ mostrada na figura 5.

Fe N\
J’
/ < > \
/ THR \
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TPT

FIGURA 5. Esquema mostrando as varidveis medidas no registro de for¢a de contracdo
isométrica no presente estudo. Fc: For¢a de contragdo; TPT: Tempo para que o pico
maximo de forga seja atingido; THR: Tempo necessario para que ocorra 50 % do
relaxamento.

2.1.1.1.Tratamento Estatistico dos Dados

A andlise estatistica dos dados do presente estudo foi realizada com o
auxilio do software GraphPad Instat versao 2.01 (San Diego, CA, EUA). Os
seguintes procedimentos estatisticos foram adotados:

e Analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer de
comparagdes multiplas, para verificar a existéncia de possiveis variagdes
estatisticamente significativas entre os valores de um mesmo protocolo
experimental. Nivel de significancia: p <0,05.

e Teste de Mann-Whitney, para verificar a ocorréncia de possiveis diferencgas
estatisticas significativas entre pontos correspondentes de diferentes protocolos

experimentais. Nivel de significancia: p < 0,05.



3. RESULTADOS

3.1. Freqiiéncia Cardiaca In Vivo.

Os valores médios da freqiiéncia cardiaca (fy; - bpm) de curimbata, (n = 10; W, =
112,6 + 12,6g), frente a elevagdo da temperatura de 25° C para 35° C e durante o retorno
subsequente a 25° C, sdo apresentados na tabela 1 e representados graficamente na
figura 6. Nessa figura encontra-se também representado o valor de Qjo para a fy em
fungio da variagdo de temperatura de 25 para 35°C.

A 25° C, a fy foi de 49,3 + 3,7 bpm, aumentando progressiva e
significativamente a partir desta temperatura, atingindo seus maiores valores a 32,5° C
(117,8 £ 5,6 bpm).

No retorno subsequente a temperatura de aclimatacdo, os valores de fy
recuperaram os valores inicialmente observados em cada temperatura, inclusive a 25° C

(52,5 £ 5,0 bpm).
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TABELA 1. Valores de freqiiéncia cardiaca (fy — bpm) in vivo de curimbatd, em
resposta a elevacdo de temperatura de 25° C para 35° C e retorno

subseqiiente para 25° C (n = 10). Valores médios + E.P.M.

Temperatura fu
(°C) (bpm)
25,0 49,3 +£3,7
27,5 74,8 £ 6,7

30 89,4 +6,3
32,5 117,8 £5,6
35,0 115,0£5,3
32,5 107,9 £ 4,5
30,0 99,5+4,7
27,5 74,5+5,0
25,0 52,5+5,0
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FIGURA 6. Efeito da elevagdo gradual da temperatura de 25° C para 35° C e do retorno
subseqiiente para 25° C sobre a freqiiéncia cardiaca in vivo (fy — bpm) de
curimbata (n = 10). Valores médios = E.P.M. Os simbolos em branco indicam
diferenga significativa em relagdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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3.2. Anéis ventriculares.

3.2.1. Efeito da elevacio da temperatura.

3.2.1.1. For¢a de Contracao (Fc).

Os valores médios da forca de contracdo (Fc) desenvolvida pelos anéis
ventriculares de curimbata submetidos a elevagdo gradual da temperatura de 25° C para
35° C e retorno subseqiiente a 25° C em um meio contendo 1,25 mM de Ca*" (n = 10)
sdo apresentados na tabela 2 e representados graficamente na figura 7.

Os resultados deste experimento indicam redugdo progressiva da forca a qual
tornou-se significativa a partir 32,5° C (p > 0,05). No retorno subseqiiente a forga

desenvolvida recuperou os valores iniciais observados a 25° C.

3.2.1.2. Tempos de Contracio e Relaxamento Cardiacos (TPT e THR).

A tabela 2 apresenta os valores médios dos parametros tempo-dependentes
(tempo para o pico de forca = Time to Peak Tension - TPT) e tempo para 50% do
relaxamento muscular (tempo para 50% do relaxamento muscular = Time to half
Relaxation - THR) desenvolvidos pelos anéis ventriculares de curimbata (n = 10) em
resposta a elevagdo gradual da temperatura de 25° C para 35° C e o retorno a
temperatura de aclimatacdo em um meio contendo 1,25mM de Ca® (n = 10). Estes
valores também se encontram representados graficamente na figura 8.

A elevacao gradual na temperatura promoveu reducdo significativa (p > 0,05)
tanto nos valores de TPT quanto nos de THR a partir de 30° C, atingindo os menores
valores a 35° C. No entanto, com o retorno subseqiiente a temperatura de aclimatagido
(25° C), semelhante ao observado para a forga, houve a recuperagdo destes pardmetros

aos valores inicias.
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TABELA 2. Valores da forca de contragdo (Fc — % dos valores iniciais), do tempo para o pico
de forga (TPT — ms) e do tempo para 50% do relaxamento (THR — ms)
desenvolvidos pelos anéis ventriculares de curimbata (n = 10) durante a elevacdo da
temperatura de 25° C para 35° C e no retorno subseqiiente para 25 °C. Valores

médios + E.P.M.

Temperatura (°C) Fe (%) TPT (ms) THR (ms)
25,0 100,0 £ 0,0 446,0+14,6 | 2820+19,0
27,5 94,0 + 1,7 390,0+ 12,4 | 2220+12,1
30,0 88,6 £2,4 3540+133 | 2040+ 16,3
32,5 83,3124 310,0£12,4 | 204,0+27,6
35,0 73,3+28 296,0+£17,6 | 178,0+ 10,5
32,5 73,3+3,5 308,0 £6,1 184,0 10,7
30,0 72,8 +4.9 364,0+£12,6 | 204,0+11,1
27,5 82,0+5,0 420,0 £ 13,7 | 220,0 + 13,7
25,0 87,1£5,3 4240+ 14,8 | 2440+ 15,1
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FIGURA 7. Efeito da elevacdo da temperatura de 25° C para 35° C e do retorno subseqiiente
para 25° C sobre a forca de contragdo (Fc — % dos valores iniciais) desenvolvida
pelos anéis ventriculares de curimbata (n = 10). Valores médios + E.P.M. Os
simbolos em branco indicam diferenga significativa em relagdo aos valores iniciais
(p <0,05).
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FIGURA 8. Efeito da elevacdo da temperatura de 25° C para 35° C e do retorno subseqiiente
para 25° C sobre o tempo para o pico de for¢a (TPT — ms) e o tempo para 50% do
relaxamento (THR — ms) desenvolvidos por anéis ventriculares de curimbata (n =
10). Valores médios = E.P.M. Os simbolos em branco indicam diferenca
significativa em relagdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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3.2.2. Efeito da Elevacao na Concentracio de Calcio Extracelular
3.2.2.1. Forca de Contracao (Fc)

Os valores médios da forga de contracdo (Fc - % valores iniciais) desenvolvida
pelos anéis ventriculares de curimbatd submetidos a elevagdes da concentragdo de
calcio de 1,25 mM para 11,25 mM a 25° C e 35° C (n = 8) sdo apresentados na tabela 3
e, representados, graficamente, na figura 9.

A elevagdo nas concentracdes extracelulares de calcio promoveu aumento da
forga em ambas as temperaturas. Esse aumento foi progressivo e tornou-se significativo
(p > 0,05) a partir de 5,25 mM para ambas as temperaturas, correspondendo a ~ 69% a
25° C e 63% a 35° C. A for¢a desenvolvida pelos anéis ventriculares também foi
significativamente menor na temperatura de 35° C, quando comparada com 25° C em

todas as concentragoes testadas.

3.2.2.2. Tempos de Contracao e Relaxamento Cardiacos (TPT e THR)

A tabela 4 apresenta os valores médios dos parametros tempo-dependentes -
tempo para o pico de tensdo (TPT) e tempo para 50% do relaxamento (THR)
desenvolvidos pelos anéis ventriculares de curimbata em resposta a elevagdes na
concentragdo de calcio extracelular de 1,25mM para 11,25mM a 25 e 35° C (n = 8).
Estes valores também se encontram representados graficamente na figura 10.

Ao comparar 0 TPT e o THR numa mesma concentracio de Ca®", nas diferentes
temperaturas, observou-se que estes pardmetros sdo sempre significativamente (p <
0,05) menores nos experimentos desenvolvidos a 35° C.

Os incrementos na concentracio de Ca>" extracelular promoveram aumento no
TPT em ambas as temperaturas testadas. Esse aumento se tornou significativo (p < 0,05)
a partir de 7,25 mM a 25°C e 5,25 mM a 35°C. Ja o THR permaneceu constante a 35° C

e sofreu alteragdes significativas (p < 0,05) nas concentragdes 9,25 e 11,25 mM a 25°C.
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TABELA 3. Valores da forca de contragdo (Fc - % dos valores iniciais) desenvolvida pelos
8) durante a elevagdo gradual da
concentragio de Ca*" no meio extracelular ([Ca’’], - mM) nas temperaturas de
25°C e 35° C. Valores médios + E.P.M. Os asteriscos indicam diferenca
significativa entre os valores obtidos a 25° C e 35° C (p < 0,05).

anéis ventriculares de curimbata (n

[Caz+]e Fc (%)
(mM) 25°C 35°C
1,25 100,0 = 0,0 33,8 £ 18,1*
3,25 1445+ 13,3 53,7 +£24,9%
5,25 169,1 £ 15,8 63,4 £29,0*
7,25 1783+ 15,9 67,2 +£30,5*
9,25 186,0 + 16,0 70,4 +31,7*
11,25 193,8 £ 19,0 74,7 £ 32,7*
250 -
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FIGURA 9. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de célcio ([Ca*']. - mM) sobre o
desenvolvimento de forga de contracdo (Fc - % dos valores iniciais) dos anéis
ventriculares de curimbatd (n = 8) nas temperaturas de 25° C e 35° C. Valores
médios £ E.P.M. Os simbolos em branco indicam diferenga significativa em
relacdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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TABELA 4. Valores do tempo para o pico de tensdo (TPT — ms) e do tempo para 50% do

relaxamento (THR — ms) de curimbata (n = 10) durante a elevagdo gradual da
concentragio de Ca®" no meio extracelular ([Ca**]. - mM) nas temperaturas de 25°C
e 35° C. Valores médios + E.P.M. Os asteriscos indicam diferenga significativa
entre os valores obtidos a 25° C e 35° C (p < 0,05).

[Ca®]. TPT (ms) THR (ms)

(mM) 25°C 35°C 25°C 35°C
1,25 434,0 + 15,8 248,0£6,1* 294,0 + 18,9 166,0 £9,5*
3,25 472,0 £ 16,7 278,0 £ 11,7* 336,0 £23,2 176,0 £ 10,2*
5,25 494,0 + 15,2 300,0 + 10,7* 344,0 £ 18,1 204,0 £ 15,1*
7,25 522,0+ 17,5 304,0 £12,2* 370,0 £ 20,1 192,0 £ 11,6*
9,25 526,0 + 15,2 304,0+11,1* 387,0 £ 15,1 196,0 £ 14,2*
11,25 532,0+ 18,9 316,0 £9,3* 386,0 £ 13,3 198,0 £ 15,0*

——TPT25°C —=-TPT35°C
600 - —4—THR25°C —e—THR35°C
500 ~
@ 400 -
é I/E‘/{/;/L—E
0
Q 300 - ./!/I;'—-—CI—D/D
5
= 200 - W—{
100 -
O T T T T I 1

1,25 3,25 525 7,25 9,25 11,25
[Ca®]e (mM)

FIGURA 10. Efeito de aumentos na concentracio extracelular de calcio ([Ca®']. - mM) sobre o

tempo para o pico de tensdo (TPT — ms) e do tempo para 50% do relaxamento
(THR — ms) de anéis ventriculares de curimbata (n = 10) nas temperaturas de 25° C
e 35° C. Valores médios = E.P.M. Os simbolos em branco indicam diferenca
significativa em relag@o aos valores iniciais (p < 0,05).
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3.2.3. Efeito da adrenalina
3.2.3.1. Forca de Contracio (Fc)

Os valores médios (£ E.P.M.) da for¢a de contragdo isométrica (Fc - % dos
valores iniciais) desenvolvida por anéis ventriculares de curimbatd em concentragdes
crescentes de adrenalina a 25° C e 35° C (n = 9) sdo apresentados na tabela 5 e
representados graficamente na figura 11. Os dados obtidos mostram que a utilizagdo
desse agonista a 25° C ndo promoveu modificagdes significativas na Fc. Ja os valores da
Fc obtidos a 35° C mostraram que a adi¢cdo da adrenalina resultou num efeito inotropico
positivo progressivo, que se tornou significativo a partir da concentra¢io 107.

Nessa figura observa-se também que, nas concentracoes 10'8, 107,5.107 ¢ 10'6,
o desenvolvimento da forca ¢ significativamente menor a 35 °C, quando comparado
com 25° C, e que, na maior dose (107 ), os valores de for¢a desenvolvida igualam-se

aqueles observados nas condi¢des controle (25° C).

3.2.3.2. Tempos de Contracio e Relaxamento Cardiacos (TPT e THR).

Os valores médios dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR) em resposta
a adigdo de doses crescentes de adrenalina a 25°C e 35°C (n = 9) podem ser observados
na tabela 6. Esses valores encontram-se também representados graficamente na figura
12.

Apesar da adi¢do desse agonista promover inotropismo positivo, a analise
estatistica revela que nao existe diferenga entre os valores de TPT das preparagdes
controle e aqueles desenvolvidos pelas preparacdes que receberam as maiores doses de
adrenalina (10”) em ambas as temperaturas testadas.

O comportamento do THR foi semelhante ao observado para o TPT,
permanecendo constante frente as doses crescentes de adrenalina tanto a 25° C quanto a
35°C.

A andlise mostra também que existe diferenca significativa entre as duas
temperaturas em todas as concentracdes testadas. Sendo que os valores obtidos para
35°C sdo sempre menores, quando comparados com o controle (25° C), indicando

contragdo e relaxamento mais rapidos.
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TABELA 5. Valores da forca de contragdo (Fc - % dos valores iniciais) desenvolvida pelos
anéis ventriculares de curimbata (n = 9) durante a elevagdo gradual da
concentragdo de adrenalina (M) no meio extracelular nas temperaturas de 25°C e
35° C. Valores médios = E.P.M. Os asteriscos indicam diferenga significativa
entre os valores obtidos a 25° C e 35° C numa mesma concentragdo de adrenalina

(p < 0,05).
[Adrenalina] Fe (%)
(M) 25° C 35°C
0 100,0 + 0,0 38,5 + 3,6*
10 96,6 + 1,5 42,4 + 4,0%
10”7 96,8 2.9 50,6 +4,3*
5.107 97,0 £2,7 57,1 £4.2%
10° 92,5+3.,6 70,5 + 6,4*
107 91,7 + 3,4 79,4 + 9.4
120 -

100 +

(o]
o
I

Fc (% dos valores iniciais)
N (o))
o o

N
o
I

——25°C m-35°C

0 T T T T
0 10® 107 5.107 10% 10°

Adrenalina (M)

FIGURA 11. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de adrenalina (M) sobre o
desenvolvimento de for¢ca de contragdo (Fc - % dos valores iniciais) de anéis
ventriculares de curimbata (n = 9) nas temperaturas de 25° C e 35° C. Valores
médios + E.P.M. Os simbolos em branco indicam diferenca significativa em
relagdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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TABELA 6. Valores da forca de contragdo (Fc - % dos valores iniciais) desenvolvida pelos

anéis ventriculares de curimbata (n
concentragdo de adrenalina (M) nas temperaturas de 25° C e 35° C. Valores

9) durante a elevagdo gradual da

médios + E.P.M. Os asteriscos indicam diferenga significativa entre os valores

obtidos a 25° C e 35° C numa mesma concentragdo de adrenalina (p < 0,05).

[Adrenalina] TPT (ms) THR (ms)
(M) 25°C 35°C 25°C 35°C
0 424.0 + 13,6 308,0 + 9,0% 304,0 + 14,8 186,0 + 7,9%
10°® 416,0 + 13,6 292.0 + 8,0% 292.0+ 13,4 184,0 + 7,2*
107 418,0 + 10,5 300,0 + 6,0* 290,0 + 10,0 172,0 + 10,0*
5.107 424,0+9,3 300,0 + 5,2* 312,0 + 14,4 162,0 + 7,6*
10° 416,0 + 12,2 290,0 + 5,4% 3240 + 12,6 164,0 + 7,8*
107 408,0 + 11,6 290,0 + 5,4* 344,0 + 14,8 156,0 + 5,0*
500 -
400 - T e S
€ 300 - !\§4|74Kif
(@)
Q.
= 200 -
— Q—Q\Q\Q—_Q\‘
100 -
-—TPT25°C = TPT35°C
—aTHR25°C —e—THR35°C
O I I I I I 1
o 10%® 10’ 5.107 10° 10°

[Adrenalina] (M)

FIGURA 12. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de adrenalina (M) sobre o tempo
para o pico de tensdo (TPT — ms) e do tempo para 50% do relaxamento (THR — ms)
dos anéis ventriculares de curimbatd (n = 9) nas temperaturas de 25 e 35 °C.
Valores médios + E.P.M.
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3.2.4. Tensao Pos - Repouso

Os valores médios da for¢a de contracdo (Fc - % da for¢a desenvolvida na ultima
contragdo precedente ao repouso) desenvolvida pelos anéis ventriculares de curimbata,
em resposta a 5min de pausa diastdlica a 25 e 35° C, na presenga ou auséncia de
rianodina (n = 10), estdo apresentados na tabela 7 e representados graficamente na
figura 13.

Na temperatura de 25° C, a pausa diastolica prolongada de 5 min promoveu um
aumento significativo na forca de contragdo isométrica (~ 61%) quando comparada com
os valores pré-pausa. Ja a 35° C, verificou-se uma potenciagdo significativa da Fc
desenvolvida pelas preparagdes controle de aproximadamente 27% em relacdo aos
valores obtidos antes da pausa.

Tanto a 25° C quanto a 35° C, os valores de Fc das preparagdes controle foram
sempre significativamente superiores aos obtidos na presenga de rianodina. A adi¢do
deste alcaloide aboliu a potenciacdo pos-pausa em ambas as temperaturas, sendo que os
valores de Fc desenvolvidos apds a adicdo de rianodina nao foram significativamente
diferentes daqueles observados antes da pausa.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os valores de Fc das
preparagdes controle a 25° C e 35° C, o mesmo ocorrendo com as preparagdes tratadas

com rianodina.
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TABELA 7. Forca desenvolvida na primeira contragdo (Fc - % da for¢a desenvolvida na
ultima contragdo precedente ao repouso) apds 5 minutos de pausa
diastdlica pelos anéis ventriculares de curimbatd sobre diferentes
temperaturas em preparacdes controle (n = 10) e tratadas com 10 uM de
rianodina (n = 10). Os valores sdo médias + E.P.M.

Temperatura Controle (%) Rianodina (%)
25°C 161,3+27,1 96,115,4
35°C 127,4+7,0 95,2449

OControle ERianodina

200 - s
180 -
160 -
1 140 +
S 120 -
100 -
80 -
60
40
20 -

€-pausa)

Fc (% dos valores p

25°C 35°C

FIGURA 13. Efeito da temperatura sobre a tensdo pos-pausa (Fc - % da forca desenvolvida na
ultima contragdo precedente ao repouso) dos anéis ventriculares de curimbata
apos uma pausa em preparagdes controle e tratadas com 10 uM de rianodina.
Uma freqiiéncia de estimulacdo de 0,2 Hz foi seguida por uma pausa diastolica de
5 min. As barras verticais representam valores médios = E.P.M. Asteriscos acima
das barras = diferenca significativa em relagdo aos valores pré-pausa (p < 0.05).
Sinais de mais acima das linhas horizontais = diferenca significativa entre os
valores controle e apds adigdo de rianodina (p < 0.05).
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3.2.5. Efeito do Aumento na Freqiiéncia de Estimulagao

Os efeitos de incrementos sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo imposta
sobre os anéis ventriculares de curimbata a 25° C (n = 10) e 35° C (n = 10) (preparagdes
controle) e com a adi¢do de 10uM (n = 8) foram verificados utilizando a for¢a de
contracdo (Fc - % dos valores iniciais) e tensdo de repouso (RT - % dos valores

iniciais). Esses valores sdo médias + E.P.M., e sdo apresentados a seguir.

a) 25° C - Controle versus 25° C — Rianodina

Os valores médios (+ E.P.M.) da for¢a de contragdo (Fc - % dos valores iniciais),
desenvolvidos pelos anéis ventriculares de curimbata a 25° C (preparagdes controle) (n
=10) e com a adi¢@o de 10 uM de rianodina (n = 10) frente a incrementos na freqiiéncia
de estimulacdo estdo elencados na tabela 8. Essas variaveis também se encontram
representadas graficamente na figura 14.

Nas preparagdes controle os incrementos na freqiiéncia de estimulacdo
promoveram reducdes progressivas na Fc, essas redugdes tornaram-se significavas a
partir da freqiiéncia de 0,6 Hz. Nessa freqiiéncia, a for¢ca desenvolvida foi de ~ 80% que
representa uma redugdo de 20%, os menores valores de forca observados nesta
preparacdo foram de ~ 23% numa freqiiéncia de 1,8 Hz (reducdo de 77%).

O aumento na freqiiéncia também promoveu redugdes no desenvolvimento de
forca nas preparagdes com adi¢do de rianodina. Entretanto, estes valores s se tornaram
significativos na freqiiéncia de 1,2 Hz onde foi observada uma reducgdo na forca de
~14%. A 2,0Hz a reducao foi de 23% (ver tabela). A tabela mostra também que tanto
em baixas freqiiéncias (0,2, 0,4 e 0,6 Hz), quanto em freqiiéncias fisiologicamente
relevantes (0,8 e 1,0 Hz) a adicdo de rianodina reduziu significativamente a for¢a de
contragdo isométrica.

Apos freqiiéncia de 18 Hz (25° C) e 20 Hz (35° C) os registros tornaram-se

irregulares e o experimento foi interrompido em ambas as preparagdes.
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TABELA 8. Valores da forca de contracdo (Fc — % dos valores iniciais) desenvolvida
pelos anéis ventriculares de curimbatd, em resposta a aumentos sucessivos
na freqii€ncia de estimulagdo (Hz) nas preparacdes controle (n = 10) e ap6s
tratamento com 10 pM de rianodina (n = 10), na temperatura de 25° C.
Valores médios + E.P.M. Os asteriscos indicam diferenca significativa em
relacdo aos valores controle (p < 0,05).

Frequéncia Fe (%)

(Hz) Controle Rianodina
0,2 100,0 £ 0,0 52,7+4,3*
0,4 91,7+ 1,3 54,7 +4,2%
0,6 80,3+1,9 51,9 +£4,3*
0,8 70,4+ 3,0 48,3 +£4,5%
1,0 61,6 £2,2 443 + 4,6*
1,2 46,8 +2.9 38,0+ 44
1,4 35,4+£3,0 324+44
1,6 26,3+ 3.1 25,0+ 3.9
1.8 233+£3)5 19,8 £3,3
2,0 - 15,1 £2,8
120 - —&— Controle

—l— Rianodina
— 100 -
0
©
2 80
o
2 60
>
(%2}
S 40 -
>
£ 20
0

02 04 06 08 10 12 14 16
Frequéncia (Hz)

1,8 2,0

FIGURA 14. Efeito de aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo (Hz) sobre a forga de
contragdo (Fc — % dos valores iniciais) dos anéis ventriculares de curimbata, em
preparagdes controle (n = 10) e apds tratamento com 10 uM de rianodina (n =
10), na temperatura de 25° C. Valores médios = E.P.M. Os simbolos em branco
indicam diferenga significativa em relacdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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b) 35° C - Controle versus 35° C — Rianodina

A tabela 9 apresenta os valores médios (+ E.P.M.) da forca de contracio (Fc - %
dos valores iniciais) desenvolvida pelos anéis ventriculares de curimbata a 35° C
(preparagdes controle) e 35° C com a adigdo de 10uM de rianodina (n = 10) frente a
incrementos na freqliéncia de estimulagdo. Essas varidveis também se encontram
representadas graficamente na figura 15.

Os resultados deste protocolo demonstram que, semelhante ao observado no
experimento anterior o aumento na freqiiéncia de estimulagdo teve efeito inotropico
negativo sobre o desenvolvimento de forga, tanto na auséncia quanto na presenca de
rianodina. Essa reducdo tornou-se significativa (p < 0,05) a partir de 1,8 Hz, em ambos
os protocolos desenvolvidos, apresentando redugdo de 22% nas preparagdes controle
(35°C) e 28 % nas preparagdes com rianodina.

Nessa temperatura a adi¢do de rianodina provocou redu¢do no desenvolvimento
de for¢a em todas as frequéncias testadas.

Apés as frequéncias de 2,2 Hz para o controle e 2,0 Hz para os protocolos

tratados com rianodina, os registros tornaram-se irregulares e foram interrompidos.
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TABELA 9. Valores da forga de contragdo (Fc — % dos valores iniciais) desenvolvida pelos
anéis ventriculares de curimbatd, em resposta a aumentos sucessivos na
freqiiéncia de estimula¢do (Hz) nas preparagdes controle e apods tratamento com
10 uM de rianodina (n = 10), na temperatura de 35° C. Valores médios = E.P.M.
Os asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo aos valores controle (p <

0,05).
Frequéncia Fe (%)

(Hz) Controle Rianodina
0,2 100,0 £ 0,0 48,5 +3,3*
0,4 100,5+ 1,1 455+ 5,1%*
0,6 98,8+ 1,5 42,8 + 6,4%*
0.8 97,4 +£2,0 39,3 £6,9*
1,0 95,0£2,2 35,1 +£6,4*
1,2 90,5+ 3,0 30,9 £6,7*
1.4 88,3+34 26,7 £6,0*
1,6 83,8 +3,7 26,1 + 6,2*
1,8 78,4+ 4.4 20,0 £4,3*
2,0 70,3 +4,1 16,7 £4,4*
2,2 52,0 £4,1 -

120 —&— Controle

— 100 - —il— Rianodina

s

Q

£ 80
8

2 60 -
>
8

T 40 -

&

(&)

Lo 20 -

0 T T T T T T T T T T 1
0,204060810121416 18 2,0 2,2

Frequéncia (Hz)

FIGURA 15. Efeito de aumentos sucessivos na freqii€ncia de estimulagdo (Hz) sobre a for¢a de
contragdo (Fc — % dos valores iniciais) desenvolvida pelos anéis ventriculares de
curimbatd, em preparacdes controle e apos tratamento com 10 uM de rianodina (n
= 10), na temperatura de 35° C. Valores médios £ E.P.M. Os simbolos em branco

indicam diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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¢) 25° C versus 35°C

A tabela 10 apresenta os valores médios (£ E. P.M) da for¢a de contracao (Fc -
% dos valores iniciais) desenvolvidos pelos anéis ventriculares de curimbata a 25° C (n
= 10) e 35° C (n = 10) frente a incrementos na freqiiéncia de estimulagdo. Essas
variaveis também estdo representadas graficamente na figura 16.

Os resultados apresentados evidenciam que a elevagdo na temperatura de 25° C
para 35° C provoca uma redugao significativa da forca ja na menor freqiiéncia (0,2 Hz)
de estimulacdo que se mantém em todas as freqii€éncias subseqiientes.

A 25° C, a Fc sofreu uma progressiva redugdo durante os incrementos na
freqiiéncia, tornando-se significativa a partir de 1,0 Hz (60 bpm). O mesmo padrao de
resposta foi observado a 35° C, porém a redugdo significativa na forca foi ocorreu a 0,6
Hz (36 bpm). Ao observar-se a tabela 10 verifica-se que, na temperatura de 25° C, nessa
freqiiéncia (1,0Hz), a reducdo na forca foi de ~ 40%. Os menores valores médios de
for¢ca encontrados a 25° C foi a 1,8 Hz (120bpm) (tabela 10) foram ~ 23 % que
corresponde a uma redugdo de ~ 77% na forca. A partir dessa freqiiéncia os registros
tornaram-se irregulares e foram interrompidos. A 35 °C, a reduc@o na forga foi de ~ 7 %
a 0,6Hz e os menores valores foram (8 %) observados a 2,0Hz (132bpm), que

correspondem a uma reducao de ~23 %.

d) 25° C versus 35° C — Rianodina

A tabela 10 apresenta os valores médios da forca de contracdo (Fc - % dos
valores iniciais) desenvolvidos pelos anéis ventriculares de curimbata a 25° C (n = 10) e
35°C (n = 10) com a adigdo de 10 uM de rianodina frente a incrementos na freqiiéncia
de estimulacdo. Essas variaveis também se encontram representadas graficamente na
figura 17.

O aumento na freqiiéncia de estimulacdo promoveu redugdo progressiva na Fc
em ambas as temperaturas.

A 25°C, a reducdo da for¢a mostrou-se significava a partir da freqiiéncia de 1.0
Hz (60bpm), o valor médio da forga desenvolvida foi de ~ 59 %, que representa uma
redugdo de ~ 41%. Os valores médios da menor for¢a desenvolvida foram observados a
2,0 Hz (29,2%), uma reducdo de ~ 61 % em relagdo ao valores iniciais.

Quando se analisa o protocolo desenvolvido a 35° C, nota-se que a redugdo na Fc

torna-se significativa na freqiiéncia de 1,2 Hz e equivale a ~ 24% , ja que a forca
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desenvolvida foi de 43,8 %. Os menores valores de forca, nessa temperatura (~ 17 %),
foram também observados a 2,0 Hz. Estes valores correspondem a uma redugao de ~
50% em relagdo aos valores iniciais.

Nas menores freqiiéncias (0,2 e 0,4) de estimulagdo foram constatados maiores
redugdes no desenvolvimento de forg¢a a 35° C, sendo, significativamente, diferente dos
valores observados a 25° C. No entanto, com o aumento na freqiiéncia de estimulago
essa diferenca desapareceu.

A partir da freqiiéncia 2,0 Hz, os registros tornaram-se irregulares em ambas as

temperaturas e foram interrompidos.
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TABELA 10. Valores da for¢a de contracdo (Fc — % dos valores iniciais das preparagdes
controle a 25° C) dos anéis ventriculares de curimbata, em resposta a aumentos
sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo (Hz) nas preparagdes controle (n = 10) e
apés tratamento com 10 uM de rianodina (n = 10), nas temperaturas de 25° C e
35°C. Valores médios = E.P.M. Os asteriscos indicam diferenca significativa
entre os valores obtidos a 25° C e 35° C numa mesma freqiiéncia (p < 0,05).

Frequéncia Controle Rianodina

(Hz) 25°C 35°C 25°C 35°C
0,2 100,0 £ 0,0 31,1 £1,3* 87,5125 67,5 +£9,8*
0,4 91,7+ 1,5 27,6 £2,1* 80,0 £ 12,1 66,9 £ 9,8*
0,6 80,3 +1,7 24,6 £2,4%* 73,1 £12,1 62,7+9,5
0,8 70,4 +£1,9 21,0 £2,9* 66,4+ 12,0 56,7+8,9
1,0 61,6 £ 1,9 17,9 + 3.4%* 58,9+ 10,9 51,1 £8,5
1,2 46,8 + 2,5 15,5 +3,7* 52,2+ 10,9 43,8 7,6
1,4 354+24 13,7 £4,0* 45,3 +9,6 37,170
1,6 26,3+23 10,3 £ 4,2%* 41,1 £9,7 29,2+5,7
1,8 233£3,2 8,3 +4,2% 32,3+6,8 21,9+4.28
2,0 - - 26,2+ 6,6 17,0 £4,0
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FIGURA 16. Efeito da temperatura sobre a for¢a de contragao (Fc — % dos valores iniciais) dos
anéis ventriculares de curimbatd, em preparagdoes controle (n = 10) durante
aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo (Hz). Valores médios + E.P.M.
Os simbolos em branco indicam diferenca significativa em relagdo aos valores
iniciais (p < 0,05).

120 —e—25°C
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FIGURA 17. Efeito da temperatura sobre a for¢a de contragao (Fc — % dos valores iniciais) dos
anéis ventriculares de curimbata, em preparacdes tratadas com 10 pM de
rianodina (n = 10) durante aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulacdo
(Hz). Valores médios = E.P.M. Os simbolos em branco indicam diferenga
significativa em relacdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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3.2.5.7. Tensao de Repouso

Os efeitos de incrementos sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo imposta
sobre os anéis ventriculares de curimbata a 25° C (n = 10) e 35° C (n =10) (preparagdes
controle) e com a adicdo de 10 uM (n = 10) sobre o desenvolvimento de tensdo de
repouso (RT - % dos valores iniciais) estdo apresentados na tabela 11. Esses valores
também estdo representados graficamente na figura 18.

Em todos os experimentos foi constatado o desenvolvimento progressivo de
tensdo de repouso, este se tornou significativo (p < 0,05) a partir da freqiiéncia de 1,2
Hz para as preparagdes a 25° C e 35° C (controle), ja nas preparagdes com rianodina o
desenvolvimento de tensdo de repouso tornou-se significativo (p < 0,05) a partir de 1,6
Hza25°Cel,4Hza35°C.

Nao foi observado diferenca significativa entre os diferentes protocolos para

frequéncias correspondentes.
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TABELA 11. Valores da tensao de repouso (RT — % dos valores iniciais) das anéis ventriculares
de curimbata, em resposta a aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo
(Hz) nas preparacdes controle (n = 10) e apds tratamento com 10 uM de rianodina
(n=10), nas temperaturas de 25°C e 35° C. Valores médios + E.P.M.

Freqiiéncia 25°C 35°C
(Hz) Controle Rianodina Controle Rianodina
0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
0,4 0,0+0,0 0,1+0,0 0,4+0,2 0,8 +0,3
0,6 0,6+04 0,3+0,1 1,6 £0,6 1,7+0,6
0,8 1,7+0,9 0,9+0,2 3,2+0,8 34+04
1,0 55+1,6 1,7+0,3 59+1,3 5,8+0,3
1,2 10,2+29 41+1,1 93+1,1 9,1+0,8
1,4 11,6 3.4 78+ 1,4 13,1 £1,3 12,5+ 1,6
1,6 15,0+3.,0 148 +2.1 18,8 +1,3 17,6 £2.4
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FIGURA 18. Efeito de aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo (Hz) sobre a tensdo
de repouso (RT — % dos valores de forga a 0,2 Hz) dos anéis ventriculares de
curimbatd, em prepara¢des controle (n = 10) e apds tratamento com 10 uM de
rianodina (n = 10), nas temperaturas de 25° C ¢ 35° C. Valores médios + E.P.M.
Os simbolos em branco indicam diferenga significativa em relagdo aos valores
iniciais (p < 0,05).



4, DISCUSSAO

Como enfatizado anteriormente, animais ectotérmicos tais como os peixes estdo
sujeitos a grandes variacdes do meio ambiente, especialmente as térmicas.

Prochilodus lineatus ¢ uma espécie de peixe de habito migratdrio, o que permite
sua exposicao as variagdes sazonais na temperatura do meio, j& que depende da
dindmica da correnteza fluvial para a desova que ocorre durante a elevagao do nivel da
agua (primavera-verao) (NAKATANI et al., 2001).

A variagdo da temperatura modifica a velocidade das reagdes enzimaticas, bem
como transporte e a solubilidade dos gases. Enquanto o coeficiente de difusao do O,
aumenta com as elevagdes da temperatura, sua solubilidade e a afinidade da
hemoglobina por ele ¢ diminuida. Variagdes térmicas, juntamente com modificagdes na
pressdo atmosférica, afetam diretamente a solubilidade dos gases. No caso do oxigénio,
a uma pressdo de 760 mmHg, 100% de umidade relativa e a uma temperatura de 0° C
solubilizam-se 14,60 mg do gés por litro de 4gua, enquanto que, nas mesmas condicdes,
¢ a 30° C solubilizam-se apenas 7,59 mg de oxigénio por litro de agua (ESTEVES,
1998).

O aumento na temperatura também culmina com o aumento na taxa metabolica
(PELSTER, 1999) e favorece a extracdo de oxigénio do sangue pelos musculos
esqueléticos (FARRELL, 2002). Assim, animais com metabolismo elevado necessitam
de um maior aporte sanguineo para suprir suas necessidades energéticas. Essas
condi¢gdes impdem demandas sobre o sistema cardiovascular.

De acordo com MOYES (1996), quando o metabolismo ¢ elevado cronicamente,
o musculo cardiaco pode responder com adapta¢des anatdmicas, fisioldgicas e
bioquimicas. Durante o curso da adaptagdo podem surgir mudangas pronunciadas na
ultraestrutura, na capacidade metabolica e na atividade enzimatica. Nas mitocondrias,
tais mudangas podem incluir modificagdes no conteudo enzimatico ou alteragdes
estruturais modestas. Entretanto, as mudancas na demanda metabolica podem ser
agudas, resultantes de atividade fisica como ocorre durante a migragdo, durante a fuga
de predadores ou na busca pelo alimento.

Para a manutencdo de um débito cardiaco adequado durante alteracdes
metabolicas, o sistema cardiovascular pode lancar mdo de ajustes tanto no volume
sistélico, por meio de alteragdes na forca de contracdo isométrica, quanto na freqiiéncia

cardiaca.
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4.1. Freqiiéncia cardiaca in vivo.

Mudangas agudas na temperatura podem influenciar tanto a freqiiéncia
cardiaca (fi), quanto o volume sistélico com a finalidade de manter o débito cardiaco

satisfatorio (BLANK et al., 2002).

Segundo FARRELL & JONES (1992), a regulacdo do débito cardiaco, na
maioria dos peixes teledsteos de ambiente temperado, ¢ mediada, principalmente, por
alteracdes no volume sistdlico em vez de ser controlada pela freqiiéncia cardiaca (fy).
Essa regulacdo do débito cardiaco por alteragdes no volume sistdlico foi demonstrada
nos experimentos desenvolvidos por MERCIER et al. (2002), em truta-marrom, Salmo
trutta, em que elevagdes na temperatura de 14° C para 18° C ndo promoveram alteragdes
significavas na fy (78,2 para 82,0), enquanto que o volume sistolico teve uma aumento
de 1,03 para 1,22 mL.kg".min"'. Segundo estes pesquisadores, essa elevagdo no volume
sistélico foi responsavel pelo aumento significativo no débito cardiaco de 76,5 + 7,6

mL.kg™".min"' para 91,5 + 9,0 mL kg .min"' que apresentou um Qy de 1,6.

Algumas espécies de peixes podem também lancar mao dos ajustes no volume
sistolico para promover elevacdes no débito cardiaco durante o exercicio sob baixas
temperaturas. Nos experimentos realizados por COOKE et al. (2003) com “largemouth
bass”, Micropterus salmonides, “black crappie”, Pomoxis nigromaculatus e ‘“white
bass”, Morone chrysops a 3° C, foi constado que em “white bass” as elevagdes no débito
cardiaco ocorridas durante o exercicio anaerobico deram-se, principalmente, pelos
incrementos no volume sistdlico. J& os incrementos no débito cardiaco observados em
“largemouth bass” e*“black crappie” ocorreram as custas de incrementos na freqiiéncia
cardiaca.

Por outro lado, RANDALL (1968) sugere que, apds elevagdes na temperatura, o
volume sistélico em peixes seja aumentado exclusivamente por elevagdes na fy,
resultado do aumento da permeabilidade da membrana das células marcapasso e,
conseqiientemente, da elevagdo de sua taxa intrinseca de despolarizagdo. Um exemplo
desse tipo de regulagdo foi descrito por BLANK et al. (2002) para o atum de nadadeira
amarela, Thunnus albacaris, cuja fy aumentou de 20 para 109 bpm quando a
temperatura foi elevada de 10 para 25° C, enquanto que o volume sistolico sofreu
redugio de 1,4 para 0,9 mL kg .min"durante a elevagio da temperatura de 15° C para

25°C.
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Esse mesmo padrao foi observado para a perca “spangled” Leipotherapon
unicolor, uma espécie também de clima temperado, em que a elevagdo na temperatura
de 5° C para 35° C promoveu incrementos na freqiiéncia cardiaca de 12,2 para 104,11
apresentado um Qo de 2,85 (GEHRKE & FIELDER, 1998).

O mesmo padrdo de resposta foi observado por alguns autores para peixes
tropicais. ANELLI-JR et al. (2004), trabalhando com o pacu, Piaractus mesopotamicus,
observaram que a elevagdo da temperatura de 25° C para 35° C elevou a freqiiéncia
cardiaca de 30 bpm para cerca de 115 bpm, com um valor de Qo de aproximadamente
3. Outros autores encontraram a mesma tendéncia durante elevagdes da temperatura de
25° C para 35° C, como descrito por OLLE (2003) para a traira, Hoplias malabaricus,
que elevou a fi de 36 bpm para 104 bpm (Q;o = 2,9), por COSTA et al. (2000) para a
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, cuja fy aumentou de 34 bpm para 87 bpm (Qo =
2,6) e por COSTA et al. (2004) para o dipndico pulmonado pirambdia, Lepidosiren
paradoxa, em que a fy aumentou de 31 para 70 bpm (Qo de 2,2).

Os resultados acima estdo de acordo com os encontrados no presente estudo para
o curimbatd, em que a elevagdo na temperatura de 25° C para 35° C promoveu uma
resposta cronotropica positiva. A fy média apresentada na temperatura de aclimagao
(25° C) foi de 49,3 + 3,7 bpm e a 35° C foi 117,8 + 5,6 bpm, com Qo de 2,3. A fy
recuperou os valores iniciais com o retorno a temperatura de aclimatagdo, indicando que
estd espécie esta adaptada a enfrentar variagdes agudas na temperatura do meio, tais
como as impostas neste trabalho.

De acordo com DRIEDZIC & GESSER (1994), a fy de peixes teledsteos varia
de 10 a 60 bpm, geralmente ndo excedendo 120 bpm. No entanto, alteragdes na
temperatura podem modificar esse padrao, como observado no atum, 7. albacaris, que
apresenta uma fy de 20 bpm a 10° C ¢ de 109 bpm a 25° C (BLANK et al., 2002). O
amboré de poca de maré, Bathygobius soporator, também ¢ uma excecao, apresentando
valores de fy de repouso de ~140 bpm a 25° C e 230 bpm a 35° C (RANTIN et al.,
1998).

Além disso, o nivel de atividade da espécie também tem conseqiiéncias sobre a
fi. Peixes muito ativos como o atum “skipjack”, Katsuwonus pelamis, apresentam uma
fi de repouso de 120 bpm, podendo elevar a mesma para 200 bpm quando em exercicio
(KEEN et al., 1992). Os resultados do presente estudo indicam que a fy de curimbata
(49 bpm a 25° C e 115 bpm a 35° C) encontra-se entre as freqiiéncias tipicas

desenvolvidas por teledsteos, sugerindo que os aumentos na fy seja um mecanismo
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eficiente para a adaptagdo a elevagdes na temperatura e contribuir para a manutengao de
um débito cardiaco adequando perante as modificagdes impostas pelo ambiente,

Em vertebrados, a fi ¢ controlada por fatores intrinsecos (auto-despolarizagdo
das células marca-passo que, nos peixes, geralmente localizam-se no seio venoso),
autondmicos ¢ humorais. A interagdo desses mecanismos efetores € espécie-especifica e
temperatura-dependente (FARRELL & JONES, 1992).

A temperatura afeta a velocidade de despolarizagao das células marca-passo
(HAPER et al., 1995), e o potencial de agdo cardiaco ¢ encurtado por incrementos na
temperatura. Tal evento foi descrito por AGUIAR et al. (2002) para Piaractus
mesopotamicus, cuja duracdo do potencial de agdo ventricular (Vapp) diminuiu de 492
ms para 261 ms quando a temperatura foi elevada de 25° C para 35° C. A diminuigio do
Vapp contribuiu para os aumentos na fy (de 26 bpm para 108 bpm) observados durante
tal elevacdo térmica. A figura 19 ilustra os efeitos da elevagdo da temperatura sobre o

potencial de agdo em midcitos ventriculares de trutas.

FIGURA 19. Efeito da elevacdo da temperatura sobre o potencial de agdo dos midcitos
ventriculares de truta (COYNE et al., 2000).

O sistema nervoso autonomo ¢ um dos mais importantes moduladores da f; nos
vertebrados. Em vertebrados inferiores hd uma grande variagdo no padrdo de inervacdo

autonomica cardiaca.
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Segundo FRITSCHE (1993), os peixes teledsteos apresentam uma dupla
inervagdo antagonista (simpdatica e parassimpatica) com exce¢do dos pleuronectideos
(linguados), que ndo possuem inervagdo simpatica. Porém, esse grupo apresenta tecido
cromafim na regido cardiaca, implicando em um controle adrenérgico. Caso semelhante
¢ visto nos cicléstomos que apesar de ndo possuirem inervacdo cardiaca extrinseca,
apresentam estoques de catecolaminas no coragdo. Os dipnoicos apresentam inervagao
vagal cardiaca, mas carecem de inervacdo excitatoria, cuja funcdo ¢ desempenhada
pelos estoques de catecolaminas cardiacos.

A ativagdo do sistema colinérgico resulta em cronotropismo negativo, sendo
esse efeito inibitério devido a diminui¢do na taxa de despolarizagdo das células marca-
passo (PELSTER, et al., 1993). Animais aclimatados ao frio possuem maior tonus
colinérgico comparados com aqueles aclimatados ao calor. Por outro lado, a inervagao
adrenérgica promove cronotropismo positivo (FARRELL & JONES 1992).

Ao chegar no tecido cardiaco, via circulagdo sanguinea, a adrenalina liga-se, a
receptores do tipo P, aumentando a permeabilidade das membranas das células
marcapasso ao Na'. Tal aumento da permeabilidade da membrana ao Na" provoca um
potencial de repouso mais positivo ¢ menor tempo para atingir o limiar para a auto-
excitacdo, o que facilita a despolarizacdo e a condugdo do impulso nervoso, levando a
aumentos na fy (GUYTON & HALL, 2002).

Além disso, o cronotropismo positivo causado pelas catecolaminas pode resultar
da ativagdo dos processos transportadores de célcio que viabilizam um relaxamento
mais rapido, (VORNANEN, 1989) e da diminui¢do da sensibilidade dos miofilamentos
ao Ca®" por meio da fosforilagdo da troponina I via AMPc, aumentando a taxa de
desligamento deste ion da troponina C (BERS, 1991).

Nos teleosteos, apesar de eles possuirem uma inervagdo adrenérgica bem
caracterizada com agonistas, tais como a adrenalina e noradrenalina, os quais causam
incrementos na freqiiéncia cardiaca e na contratilidade cardiaca, geralmente, o tonus
vagal ¢ predominante. Outros vertebrados inferiores exibem caracteristicas semelhantes.
Estudos do efeito da alteracdo da temperatura sobre a fun¢do cardiaca do anfibio
Xenopus laevis revelaram que o tonus vagal ¢ extremamente sensivel a elevacdes na
temperatura. Isso pode ser observado por meio da adi¢do de atropina (um bloqueador do
tonus vagal), que promoveu aumentos na frequéncia cardiaca a de 6 bpm para 22 bpm a
5° C, 9 bpm para 35 bpm a 15 °C e de 12 bpm para 70 bpm a 25° C (TAYLOR &
[HMIED, 1995).
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Segundo FARRELL et al. (1996), o estudo exclusivo da fy ndo ¢ suficiente para
elucidar os mecanismos de ajustes cardiovasculares em fun¢dao de modificagdes na
temperatura. Sendo assim, torna-se imprescindivel o estudo das respostas inotropicas da
espécie por meio da mensuragdo da forga de contracdo isométrica dos anéis

ventriculares submetidos a alteragdes da temperatura por meio de estudos in vitro.

4.2. Musculo cardiaco isolado.

4.2.1. Efeito da elevacdo da temperatura sobre a forca de contracio e parametros
tempo-dependentes.

A mensuracao da forca tem sido utilizada por muitos pesquisadores para estudos
da contratilidade cardiaca. Estudos mais recentes t€m utilizado este dado para elucidar
os processos do acoplamento excitagdo-contragdo em diferentes espécies, inclusive em
peixes (VASSALO et al., 1994; RANTIN et al., 1998; ANELLI-JR et al. 2004), bem
como em algumas condi¢gdes patologicas experimentais (SATOH et al., 2001) e
investigagdes farmacologicas (BAUDET & NOIREAUD, 1999).

Nos vertebrados, a forga de contragdo isométrica ¢ gerada pela interagdo entre os
miofilamentos contrateis cardiacos. Essa interacdo, no entanto, ¢ dependente do
aumento na concentragao citosolica de calcio (calcio ativador) (KATZ, 1997).

As elevacdes nas concentragdes citosolicas de Ca®" sio desencadeadas pela
excitacdo elétrica da membrana plasmatica, e permite o rapido influxo do ion
proveniente do meio extracelular para o interior do midcito (VORNANEN, et al., 2002).
Esse influxo de Ca®" ocorre durante a fase de despolarizagdo do potencial de agio
cardiaco, o que contribui para o desenvolvimento do platdé (BERS, 2002).

Na maioria dos peixes, incluindo os teledsteos, apesar do RS também contribuir
com célcio para o acoplamento excitagdo-contragdo, a principal fonte de calcio ativador
¢ o meio extracelular. Semelhante ao observado nos mamiferos o céalcio entra nos
midcitos principalmente através dos canais L. Porém o NCX, atuando no estado reverso,
também exerce fun¢do muito importante no fornecimento de Ca®" ao aparato contratil
(FARRELL et al., 2003).

Para o relaxamento muscular ¢ necessario que o calcio seja removido do citosol
de maneira a atingir os niveis diastolicos de repouso. Isso se da pelo transporte do ion
para o espaco extracelular via NCX (3 fons Na' por ion Ca’"), bomba de calcio ATP-

dependente ou pelo seu bombeamento ativo para o interior do RS pela agdo da bomba
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calcio ATP-dependente do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) (FARRELL et al., 2003).
A figura 20 esquematiza tais eventos para maior entendimento.

O grau de participagao dos diferentes mecanismos citados acima pode variar em
diferentes espécies. A importancia do RS no ciclo excitagcdo-contracdo cardiaco varia
entre as diferentes classes de vertebrados, entre diferentes espécies dentro do mesmo

grupo filogenético e durante a ontogénese do desenvolvimento individual (AHO &

VORNANEN, 1998).
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FIGURA 20. Esquema demonstrando os mecanismos que promovem a entrada de Ca*" e sua
extrusdo do citosol em midcitos ventriculares (adaptada de BERS, 2002).

Em sua revisdo, BERS (2002) mostra que nos miocitos ventriculares de coelhos,
70% do Ca*" citoplasmatico é removido pela SERCA, 28 % pelo NCX e os 2 %
restantes, pelos chamados sistemas lentos, que incluem as mitocondrias € a bomba de
Ca®" ATP-dependente da sarcolema. Ja em ratos, 92% do Ca®" citoplasmatico ¢é
seqiiestrado pela SERCA, enquanto que o NCX ¢ responsavel pela extrusdo de 7% e os

sistemas lentos removem apenas em torno de 1% desse célcio citoplasmatico.
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Em estudo comparando a atividade da SERCA dos midcitos ventriculares de
mamiferos e teledsteos, AHO & VORNANEN (1998) verificaram que as taxas relativas
de tomada de Ca®" pelo RS (quando corrigidas pela temperatura corporea do animal)
foram de 100, 26, 19, 18, 11 e 2% para ratos adultos, ratos neonatos, trutas aclimatadas
ao frio, trutas aclimatadas ao calor, carpas-crucianas aclimatadas ao frio e carpas-
crucianas aclimatadas ao calor, respectivamente. Tais resultados mostraram que a
tomada de Ca”" pelo RS para o relaxamento é mais lenta em peixes que em mamiferos e
que existe uma marcada diferenca espécie-especifica entre os teledsteos.

A velocidade das reagdes enzimdticas depende de variagdes na temperatura
corporea e repercute diretamente no desenvolvimento da for¢a isométrica (Fc). Em
animais endotérmicos, o aumento no metabolismo promove aumentos na temperatura
corporal, os quais culminaram com elevacdes nas taxas enzimdticas. Nos animais
ectotérmicos, a situagdo parece mais complicada, j& que os mesmos estdo sujeitos a
variagdes impostas pelo ambiente.

Mudancas na temperatura do ambiente tém um grande efeito sobre a
contratilidade cardiaca de peixes. Aumentos na temperatura que, geralmente, promovem
incrementos na fy e na velocidade de contragdo também podem, concomitantemente,
reduzir a for¢a contratil. Geralmente, a capacidade de bombeamento cardiaco desses
animais ¢ diminuida em temperaturas extremas e otimizada na temperatura corporal
fisiolégica (VORNANEN et al.,, 2002). Os peixes devem, entdo, langar mdo de
mecanismos adaptativos que lhes permita manter seu débito cardiaco frente as
modificagdes na temperatura para garantir sua sobrevivéncia. (VORNANEN et al.,
2002). Esses mecanismos estdo relacionados ao grau de dependéncia térmica dos
mecanismos envolvidos no acoplamento excitagdo-contragdo. Segundo COSTA (2003),
existem importantes diferengas em relagdo a dependéncia térmica destes mecanismos.

Nos mamiferos, tem-se demonstrado que a atividade do trocador NCX de
midcitos apresenta diferengas interespecificas. Tais diferencas refletem, provavelmente,
as diferengas na densidade, regulacdo e/ou na relacdo espacial entre o trocador e os
canais de rianodina do RS (MAHONY, 1996).

Quando comparada com mamiferos, a atividade do NCX de peixes apresenta
baixa dependéncia em relagdo a temperatura (XUE et al., 1999; ELIAS et al., 2001).

De acordo com VORNANEN et al. (2002), a dependéncia térmica do NCX e da
SERCA em peixes apresenta Qo de 1,5 e 1,6, respectivamente, sendo bem menor que

aquela apresentada pelos mamiferos. Em mamiferos, a dependéncia térmica do NCX
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apresenta um Qjo de 2,2 - 4,0 (KIMURA et al., 1987; HILGEMANN et al., 1992). A
diferenca entre a dependéncia da temperatura entre as isoformas do NCX entre
mamiferos e teledsteos sdo, provavelmente, devido a diferengas em suas estruturas
primarias (ELIAS et al., 2001). Ja a atividade dos canais L apresenta valores de Qo
maiores que 2 em peixes enquanto que a de mamiferos fica em torno de 3.

Segundo GAMPERL & FARRELL (2004), os canais tipo L de mamiferos e,
surpreendentemente, de trutas ¢ extremamente sensivel a temperatura, apresentado um
Qio de 1,8 a 2,1 durante as mudancgas agudas na temperatura.

SHIELS et al. (2000) estudaram a dependéncia térmica dos canais L de midcitos
atriais de truta arco-iris. Os peixes foram aclimatados a 14° C e a elevagdao da
temperatura para 21° C causou um aumento no influxo de Ca®" via canais L (Qio 1,9),
enquanto que a reducdo para 7° C resultou em redugdo em tal influxo (Qio 2,1).
Segundo os autores, embora a dependéncia térmica dos canais L apresentada por trutas
ndo seja grande como aquela observada na maioria dos mamiferos, este mecanismo
sozinho raramente poderia ser responsavel pela tolerancia a temperatura observada em
peixes na natureza.

Assim, outros mecanismos reguladores da contratilidade cardiaca nos peixes
poderiam ajudar a conferir a relativa tolerancia térmica observada em trutas. Dessa
maneira, os autores inferem que modificagdes no potencial de agdo sdo criticas na
determinagio do transporte de Ca®" através da sarcolema.

Como ja discutido, os aumentos na temperatura geralmente promovem
diminui¢do na Fc, em muitas espécies de teledsteos ja estudadas (KEEN et al., 1994;
HOVE-MADSEM, 1992). Essa assertiva pode ser exemplificada pelos estudos
desenvolvidos por COSTA et al. (2000) com tildpia do Nilo. Esta espécie sofreu uma
reducdo de aproximadamente 80% na forca desenvolvida pelas anéis ventriculares
quando a temperatura foi elevada de 25° C para 35° C e 40° C. Esses resultados vém ao
encontro dos observados no presente estudo, cuja a analise estatistica revelou redugdes
significativas entre os valores iniciais e finais da forca de contracdo dos anéis
ventriculares do curimbatd, quando a temperatura foi elevada de 25° C para 35°C.

Por outro lado, nos experimentos realizados por ANELLI-JR et al. (2004) e
OLLE (2003), com anéis ventriculares de pacu e traira, respectivamente, € por COYNE
et al. (2000) com truta, alteragdes na temperatura ndo promoveram modificagdes na

forca isométrica desenvolvida. Do mesmo modo, anéis ventriculares de tartaruga
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também nao apresentaram modificacdo na forca de contracdo quando a temperatura foi
elevada de 10° C para 20° C (SHI & JACKSON, 1997).

Estudos recentes demonstram que em algumas espécies a for¢a pode, inclusive,
aumentar perante elevagdes na temperatura, como em pirambdia, uma espécie adaptada
a temperaturas elevadas (COSTA et al., 2003). Este animal apresentou inotropismo
positivo frente a incremento na temperatura do meio de 25° C para 35° C. Segundo a
autora, essa resposta pode representar um mecanismo compensatorio util para a
manutencdo do débito cardiaco, j4 que a freqiiéncia cardiaca in vivo deste animal
também foi aumentada com elevagdes na temperatura.

Segundo SHIELS et al. (2000), tanto o influxo de Ca®" através da sarcolema,
quanto a sua tomada e liberagdo pelo RS sdo alterados pela temperatura em midcitos
atriais de truta. Tais alteragdes causam mudancas significativas nos parametros tempo-
dependentes da contratilidade miocardica.

No presente trabalho, a analise dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR)
teve como objetivo a compressdo das causas que levaram a reducdo da forca de
contracdo, pois fornecem informagdes sobre o estado ativo do musculo. A elevagdo
gradual na temperatura promoveu redugao significativa tanto de TPT, quanto de THR a
partir de 30° C, que atingiram os menores valores em 35°C.

A diminui¢do no tempo de relaxamento poderia ser explicada por uma alta
atividade da SERCA em elevadas temperaturas, como demonstrado por BALEY &
DRIEDZIC (1990). Alternativamente, a alta atividade do NXC também poderia explicar
essa resposta, ja que este também aumenta sua atividade com elevagdes da temperatura,
como ja comentado anteriormente. Esses fatores poderiam ainda estar atuando de
maneira sinérgica.

COYNE et al. (2000) estudaram a contratilidade miocardica de trutas a 4, 10 ¢
18° C e verificaram que, embora a temperatura ndo tenha alterado significantemente o
desenvolvimento de forga, o TPT ¢ o THR foram prolongados a 4° C e encurtados a
18°C. Esses pesquisadores verificaram que baixas temperaturas promoveram
modificagdes nas taxas de entrada e remogdo do calcio via RS. O frio promoveu
aumentos na liberagdo do calcio pelo RS através dos canais de rianodina e diminui¢ao
na atividade da SERCA. Os autores sugerem que provavelmente esse mecanismo seja
responsavel pelos aumentos observados no THR nas temperaturas mais baixas. Dessa
maneira, o incremento de cdlcio, via canais de rianodina, balanceado pela redugdo no

. ;4 . , . . ¢~ +
influxo de calcio através dos canais da sarcolema e a diminui¢do na tomada de Ca*" do
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citosol, via reticulo sarcoplasmatico estariam promovendo prolongamento no estado
ativo do musculo, repercutindo em elevagdes do TPT e THR. Assim, o contrario poderia
ser verdadeiro para explicar as redu¢des no TPT e THR observadas no presente estudo
em elevadas temperaturas. Redu¢des nos pardmetros tempo-dependentes em fungdo de
elevagdes na temperatura também foram registrados para os anéis ventriculares de
piramboia (COSTA, 2003), traira (OLLE, 2003) e pacu (ANELLI-JR et al., 2004).

O aumento na temperatura poderia ainda estar encurtando o potencial de agao.
De acordo com MARICONDI-MASSARI et al. (1998) e AGUIAR et al. (2002),
elevacdes na temperatura causaram encurtamentos na duracdo do potencial de agdo
ventricular (Vapp) de tilapia-do-nilo e pacu, respectivamente. Tal padrao de resposta ja
havia sido descrito para mamiferos (SHATTOCK & BERS, 1987) e linguados
(LENNARD & HUDDART, 1990), sugerindo que a elevagdo da temperatura acelera a
difusdo i6nica através da sarcolema e, conseqiientemente, a despolarizagao final.

O influxo do Ca®" tanto através dos canais L, quando via NCX ¢é extremamente
dependente da fase do potencial de acdo, especialmente do aumento e duracio do plato.
Essa fase ¢ tecido-especifica e temperatura-dependente. O influxo de potéassio (K") é o
principal responsavel pela repolarizagdo das células marca-passo. Em trutas aclimatadas
a 4° C, a atividade dos canais de K" é modificada, promovendo uma redu¢ao do influxo
deste ion e prolongando a fase de platd, o que pode afetar o transporte de Ca*"
voltagem-dependente e, conseqilientemente, o acoplamento E-C (VORNANEN et al.,
2002).

Analisando o comportamento de TPT e THR, pode-se inferir que a reducao do
estado ativo do musculo ¢ que causou a redugdo observada na forca de contragdo frente
as elevagdes na temperatura. Todavia, o menor estado ativo do musculo também
permite que o mesmo se contraia a maiores freqiiéncias em temperaturas elevadas,
como pdde ser observado nos experimentos in vivo, no presente trabalho. Esse assunto
sera discutido, com maiores detalhes, quando da analise dos efeitos dos incrementos na
freqiiéncia de estimulagao.

E importante salientar que a maioria dos estudos desenvolvidos com variagdes
de temperatura e aclimatagao foram realizados com peixes de ambientes temperados,

dando-se maior atenc¢do as baixas temperaturas.
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4.2.2. Efeito da elevacio na concentracdo de calcio extracelular sobre o
desenvolvimento de forca e parimetros tempo-dependentes a 25° C e 35° C.

A concentragio de Ca*" intracelular livre é crucial para regular os processos de
contragao ¢ relaxamento musculares em midcitos cardiacos.

A geracdo de forca em qualquer fibra muscular estriada depende do grau de
interagdo entre os miofilamentos contrateis (actina e miosina). Estes filamentos
estabelecem ligacdes entre si, denominadas pontes cruzadas, as quais necessitam do
Ca”" para sua formagdo. O nimero de pontes cruzadas é que vai determinar o grau de
geragdo de forga. Portanto, a variagio na disponibilidade de Ca®" ao aparto contratil é
responsavel pela modificagdo na for¢a (GUYTON & HALL, 2002).

Em mamiferos, tanto em células musculares como nas demais, a concentra¢ao
de Ca®" livre no citoplasma é de aproximadamente 20-50 nM. Este valor ¢ 10°-10*
vezes menor que a concentragdo deste ion encontrada no espago extracelular ou no
limem do RS, valores que, usualmente, atingem concentragdes milimolares (0,1 —
2,0mM) (MARTONOSI & PIKULA, 2003).

Tem sido demonstrado que, na maioria das espécies de teledsteos, a principal
fonte de Ca>" ativador do processo de contragio muscular é o meio extracelular
(HOVE-MADSEN, 1992; RANTIN, et al., 1998; COSTA, 2000). No entanto, isso
difere de acordo com a espécie, o habito de vida do animal, temperatura e frequéncia
cardiaca (SHIELS & FARRELL, 1997).

CHUGUN et al. (1999) desenvolveram um estudo com a finalidade de comparar
os mecanismos de liberagio de Ca’” do RS de midcitos de rato e carpa. Estudos
morfométricos e estruturais por meio de microscopia eletronica revelaram que o RS dos
miocitos de carpa ¢ pobremente desenvolvido, quando comparado com o de ratos. Além
disso, apds preparagdes que purificaram os receptores de rianodina de anéis
ventriculares de ambos os animais, foi constatado que os midcitos de carpa possuem
menos afinidade e menor niimero de sitios de ligagio para o Ca®". Adicionalmente, uma
concentracio maior de Ca®" foi requerida para causar metade de estimula¢io méxima de
tais receptores em carpas.

A densidade de canais tipo L e de receptores de rianodina foi investigada por
THOMAS et al. (1996) em homogenados ventriculares de rato, truta, cacdo e peixe-
bruxa. A densidade de canais tipo L encontrada foi de 29 sitios por um® em rato, 18
sitios por pm® em truta, 13 sitios por pm® em cagfo e 2 sitios por pm® em peixe-bruxa.

Além disso, foram encontrados receptores de rianodina de alta e baixa afinidade para
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todas as espécies estudadas. A densidade de receptores de rianodina de alta-afinidade

3 3

foi 65 de sitios.um™ em ratos, 21 sitios.um™ em truta, 3 sitios.um™ em cagio e < 1
sitio.um™ em peixe-bruxa. A propor¢io RyR/DHPR em rato, truta, cagdo e peixe-bruxa
foi de 2,2, 1,2, 0,2 ¢ 0,5, respectivamente. Assim, parece haver uma relacao decrescente
entre a densidade de canais L (ou receptores DHPR) e receptores de rianodina (ou
receptores RyR) e a posicdo filogenética desses animais (mamiferos, teledsteos,
elasmobranquios e ciclostomos, respectivamente).

Evidéncias indiretas sugerem que sob condigdes fisiologicas adequadas
(freqiiéncia cardiaca e temperatura), a liberacdo de Ca®" do RS nas fibras cardiacas da
truta € extremamente pequena. J4 em atuns (espécie mais ativa), a maior parte do calcio
ativador da contracdo muscular ¢ proveniente de estoque do RS (VORNANEN et al.,
2002). Um exemplo disso foi observado em midcitos atriais do atum de nadadeira
amarela, em que adi¢ao de rianodina reduziu a for¢a de contracao em 50% e a taxa de
relaxamento em 60%, indicando a presenga de um RS funcional em temperaturas e
freqiiéncias fisiologicas.

As principais vias para o influxo de Ca®" através da sarcolema sdo os canais do
tipo L e o trocador Na" /Ca®" trabalhando em modo reverso. O aumento da
disponibilidade de Ca®" no meio extracelular parece aumentar o influxo de Ca*" pela
sarcolema sem atua¢do de qualquer via de transducao de sinal (BAILEY & DRIEDZIC,
1990). Em miocitos ventriculares de ratos o aumento nas concentragdes extracelulares
de Na" e Ca*” promoveu aumento nas concentra¢des de Ca’" transiente via trocador
atingindo valores maximos em ~ 30 segundos, demonstrando que a modificacdo nas
concentragdes i6nicas do meio extracelular pode modificar a atividade deste
transportador (fazendo com que o mesmo atue no modo reverso) (BAARTSCHEER, et
al., 1996).

Dessa maneira, ¢ de esperar-se que incrementos na concentragio de Ca’" do
meio extracelular promovam efeito inotrdpico positivo sobre a Fc de peixes teledsteos.
De fato, esses resultados foram observados no presente estudo. Em ambas as
temperaturas testadas, os incrementos de calcio (1,25 a 11,25 mM) resultaram em um
aumento da forga de contragdo em ~ 90% a 25° C e ~ 41% a 35° C, indicando que esta
espécie se beneficia do Ca®’ proveniente do meio extracelular no acoplamento
excitagdo-contragdo. De acordo com DRIEDZIC & GESSER (1985), a for¢a isométrica
pode aumentar de 50 % a 500 %, dependendo da espécie, durante os incrementos na

~ 2+
concentragdo de Ca” extracelular.
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Segundo BERS (2002), existem duas maneiras de mudar a for¢a de contragao
cardiaca: por meio de altera¢des na amplitude ou duragdo do transiente de Ca>" ¢ pela
modificaco na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*".

E provavel que o efeito do Ca®" extracelular seja modulado mais pelo estado de
abertura dos canais, especialmente do canal do tipo L, que pela propria concentragio de
Ca”" extracelular, pois esta, in vivo, raramente ultrapassa ImM (AHO & VORNANEN,
1999). No entanto, ¢ importante considerar-se que, apesar de elevadas concentragdes de
calcio ndo serem encontradas no sangue em condi¢des normais, estas poderiam ser
desencadeadas pela liberagdo de adrenalina durante o estresse (ANELLI-JR, 2002). Isso
pode ser evidenciado por meio da adicdo de adrenalina, um modulador dos canais de
Ca® do tipo L, ao meio extracelular. A estimulacdo dos P,-adrenoceptores pela
adrenalina ativa, via AMPc, uma quinase A que provoca fosforilacio dos canais L,
aumentando sua condutincia e, conseqiientemente, elevando a concentragio de Ca*"
intracelular (VORNANEN, 1998; KAMP & HELL, 2000). Assim, de acordo com AHO
& VORNANEN (1999), a adicdo deste agonista aumenta a forca de contragao
isométrica cardiaca de teledsteos em cerca de 2 vezes, enquanto que a adicdo do
antagonista verapamil diminui a for¢a de 4 a 6 vezes, provavelmente, por diminuir a
condutancia dos canais L.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a concentragdo do Ca’"
seja responsavel pela modulagdo da forca de contragdo isométrica. Resultados
semelhantes aos aqui apresentados, em relagdo a temperatura de 25° C, foram descritos
por COSTA (2003) para piramboia. Este animal também apresentou elevagdes na forga
de contragdo frente aos incrementos de Ca®” em concentra¢des iguais ou superiores a
8,5 mM. Por outro lado, este mesmo animal, quando submetido a elevagdes nas
concentragdes de Ca”" a 35° C, ndo apresentou nenhuma modificago significativa no
desenvolvimento de forca, diferentemente, do encontrado no presente estudo.

O mugum, S. marmoratus, nao apresentou modificagdes perante incrementos de
Ca’ a 15°C ¢ 25°C (ROCHA, 2004). Porém, a 35° C, este animal apresentou aumentos
na forca de contracdo j& no primeiro incremento na concentragcdo de Ca*" (3,25 mM),
observacdo esta que vai ao encontro dos resultados obtidos no presente estudo para o
curimbata.

Nossos resultados deixam claro que a elevacao da temperatura causa redugdo na
forca de contragdo como ja foi discutido no item 4.2.1. O fato dos incrementos nas

concentragdes de Ca’" extracelular ter promovido elevagdes na for¢a a 35° C enfatiza
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que, nesta temperatura, a disponibilidade de Ca’" estd sendo limitante para o
desenvolvimento de forga. Deve-se considerar, também, que os mecanismos de
transporte de calcio transarcolemais sdo sensiveis a modificagdes na temperatura,
tornando-se ativos em temperaturas mais elevadas, reduzindo os pardmetros tempo-
dependentes ¢ a forga de contragdo. No entanto, os incrementos de célcio, no meio
extracelular, estariam disponibilizando um maior numero de ions para o processo €
amenizando a queda na forca em fun¢do das elevacdes na temperatura.

COSTA (1998) salienta que um aumento da for¢ca em resposta a elevagdo nas
concentragdes de Ca’’, em temperaturas mais elevadas, indicaria que o fornecimento
deste ion constitui um passo crucial para obtencdo de uma performance adequada ao
aumentado demanda de O, pelos diferentes sistemas.

Apesar de a forca ter sido aumentada em fungio dos incrementos de Ca®" no
meio extracelular, ela foi significativamente menor a 35° C quando comparada com o
controle (25° C) em todas as concentragdes testadas. Isso sugere que os transportadores
sarcolemais j4 estariam trabalhando na sua capacidade méxima nesta temperatura. Além
disso, a menor forga observada a 35° C pode estar relacionada a ineficiéncia de outros
mecanismos, ¢ no ao fornecimento de Ca®", de maneira a permitir um desenvolvimento
adequado de forca em altas temperaturas.

BAYLEY & DRIEDZIC (1990), apontam que um aumento na contratilidade
desencadeado pelo Ca*" extracelular pode corresponder a uma resposta de curta duragio
com o intuito de facilitar a performance cardiaca, quando um animal aclimatado a uma
temperatura ¢ exposto a uma temperatura mais elevada.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que os pardmetros tempo-
dependentes apresentaram-se prolongados em propor¢ao direta as elevacdes nas
concentragdes de calcio (com exce¢do do THR a 35° C). Sendo que os valores
encontrados para 35° C sdo sempre menores que aqueles apresentados pelos controles.

O aumento no THR a 25° C provavelmente, deve-se ao fato de os mecanismos
responsaveis pela extrusdo deste ion ndo serem capazes de retirar o Ca®" do sarcoplasma
com a mesma velocidade que ele estd entrando via canais sarcolemais. Assim, o
musculo leva um tempo maior para relaxar. Isso ndo foi observado a 35° C,
provavelmente, porque a atividade da SERCA ¢ temperatura-dependente, sendo mais
ativa em temperaturas mais altas e, entdo, o célcio estaria sendo transportado para o RS

mais rapidamente.
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LADEIRA-FERNANDEZ et al. (2004) pesquisaram a dependéncia da
temperatura da SERCA de trés espécies de atuns, mensurando a absor¢io de Ca’" em
diferentes temperaturas (5-35° C). Estes pesquisadores concluiram que, embora existam
diferencas interespecificas, a tomada de Ca®" pelo RS foi maior a 35° C em todas as
espécies testadas, indicando que a atividade da SERCA ¢ altamente dependente da
temperatura. Essa maior atividade da SERCA promoveria um relaxamento mais rapido
do miocito, encurtando o THR, o que também permitiria o desenvolvimento de uma
taquicardia em temperaturas elevadas, como o observado no presente estudo e discutido
no item 4.1.

Dados semelhantes a estes foram descritos por COYNE et al. (2000) para anéis
ventriculares de truta a 4, 10 e 18° C. Os autores verificaram aumentos da for¢a e
reducdes nos parametros tempo-dependentes na maior temperatura testada, frente a
incrementos crescentes do Ca”" extracelular.

Outro fato que explicaria a manuten¢do do THR a 35° C seria o aumento do
efluxo do Ca®" para o espago extracelular via NCX, pois a atividade do trocador
também aumenta com elevagdes na temperatura (COSTA, 2000). A redugdo na fase de
platd do potencial de agdo, devido ao maior influxo de K', como ja foi discutido
anteriormente, também poderia explicar esse fato. A Manutengdo do THR a 35° C
poderia, ainda, ser resultante da combinacao desses fatores.

No presente trabalho, as eleva¢des no TPT, em ambas as temperaturas, indicam
que o musculo permanece mais tempo ativo devido a maior disponibilidade de Ca*", o
que se reflete no desenvolvimento de forga. O prolongamento do TPT, a 35° C, e sua
maior responsividade sugere modificagdes na cinética dos canais i6nicos, aumentando a
quantidade de Ca®" disponivel no citosol. Essa maior concentracio de Ca** disponivel
no citosol poderia ser proveniente tanto do meio extracelular, que estaria adentrando a
sarcolema via canis L ou NCX, quanto da liberacdo de Ca®" dos estoques do RS.
Presumivelmente, ocorreu uma combinacao destes fatores.

As assertivas acima sugerem que o curimbatd beneficia-se de incrementos do
Ca”" extracelular para o processo de E-C, concordando com a maioria dos resultados
encontrados por outros autores, entretanto nao ¢ descartada a hipotese da participagao
do RS como fornecedor de célcio ao aparato contratil, em ambas as temperaturas

testadas.
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4.2.3. Efeito da adicdo de adrenalina sobre a forca de contracio e parametros
tempo-dependentes a 25° C e 35° C.

Os peixes apresentam respostas classicas ao estresse frente a variacdes agudas
ou cronicas no ambiente em que vivem. Esses animais respondem a mudangas nos
ambientes interno ou externo por meio da liberagcdo de catecolaminas (CA) (FABBRI et
al., 1998). A magnitude da elevacdo nos niveis das catecolaminas plasmaticas pode
variar de acordo com o tipo do estresse imposto, com a severidade do estresse e também
com a espécie (REID et al., 1998).

Nos peixes, as CA sdo liberadas na circulacao pelo tecido cromafim. Segundo
SCHEUERMANN (1993), podem ser definidas como células cromafins quaisquer
células derivadas da neuroectoderme, inervadas por fibras pré-ganglionares simpaticas e
capazes de sintetizar, armazenar e secretar catecolaminas. Nos mamiferos, estas células
estdo localizadas, principalmente, na medula adrenal. Entretanto, por ndo possuirem
glandulas adrenais verdadeiras, o tecido cromafim dos peixes pode estar localizado em
diferentes regioes.

O sistema cromafim de teledsteos consiste em células dispersas da regido
cefalica a caudal, especialmente, nas paredes das grandes veias cardinais posteriores.

A liberagio de CA ¢ controlada, principalmente, pelo neurotransmissor
acetilcolina das fibras pré-ganglionares, que promove exocitose desses hormonios na
corrente sanguinea. Entretanto, ha consideraveis evidéncias de que um grande nimero
de neurotrasmissores ndo colinérgicos ¢ de hormonios podem estar envolvidos na
modulacao da liberacdo de adrenalina e noradrenalina nos vertebrados.

Dentre os agentes humorais estariam a serotonina, a angiotensina, peptideos
natriuréticos, cortisol, peptideos opidides, adenosina, histamina e as proprias
catecolaminas. Os fatores ndo humorais incluiriam o ion potdssio, o oxigénio ¢ a
acidose (REID et al., 1998), sendo que os dois ultimos sdo considerados agentes
estressores para os peixes.

A reducdo dos niveis de oxigénio no sangue ¢ um dos principais fatores que
iniciam a liberagao de CA pelo tecido cromafim de teledsteos (REID et al., 1998). No

entanto, estudos tém demonstrado a presenca de concentragdes tonicas de adrenalina
circulantes nos peixes sob condi¢des de repouso (10_9 M) (MILLIGAN et al., 1989).

Frente a diferentes mecanismos estressores, tais como: hipdxia, acidose

metabolica, hipotensdo, hipoglicemia, alteragdes agudas na temperatura e exercicio
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fisico, a liberacdo aumentada de CA (adrenalina e/ou noradrenalina) pode ser
considerada uma resposta compensatoria para otimizar a fungdo cardiovascular e
respiratoria e mobilizar reservas energéticas devido ao aumento metabolico associado
com o estresse (FABBRI, et al., 1998). Entretanto, PERRY & BERNIER (1999)
sugerem que a liberacdo de adrenalina s6 ocorre em situagdes de estresse severo como,
por exemplo, numa situagao de hipdxia, em que a liberagao de CA ocorre abruptamente
quando a satura¢ao da hemoglobina atinge 50%.

McDONALD & MILLIGAN (1992) enfatizam que, em situacdes de estresse severo, as

concentragdes de adrenalina circulantes podem chegar a 10° M.

Em teledsteos, a adrenalina ¢ a principal catecolamina que influencia o sistema
cardiovascular e pode causar efeitos tanto inotropicos, quanto cronotropicos (FARREL
& JONES, 1992).

Os efeitos inotropicos positivos causados pela adrenalina, geralmente, estdo
relacionados com a presenga de receptores P, no coragdo desses animais. A liga¢do da
adrenalina a tais receptores promove ativa¢ao da enzima adenilato ciclase (via proteina
G), aumentando a concentragao de AMPc, que ativa uma proteina quinase A (PKA). A
PKA, por sua vez, fosforila os canais do tipo L e os receptores de rianodina,
aumentando a condutancia desses canais que culmina na maior disponibilidade de Ca*"
ao aparato contratil e maior desenvolvimento de forca (MACLENNEAN & KRANIAS,
2003; BOLLER & POTT, 1989).

Além de aumentar a concentragio de Ca”" no citosol, alguns estudos utilizando
miocardio de mamiferos tém mostrado que a adrenalina aumenta também a tomada de
Ca” pelo RS (Tada et al., 1974 apud COSTA et al., 2004). Um esquema do efeito das
catecolaminas no tecido cardiaco ¢ mostrado na figura 21.

Os resultados do presente estudo evidenciaram que a adi¢ao de doses crescentes
de adrenalina ndo teve nenhum efeito significativo sobre o desenvolvimento de forga a
25° C (controle). No entanto, a forga desenvolvida a 25° C foi sempre superior aquela
observada a 35°C.

Nos experimentos conduzidos a 35° C, a adrenalina promoveu inotropismo
positivo nas maiores concentracdes testadas, sendo que esse efeito igualou o
desenvolvimento de forga dessas preparagdes a forga apresentada pelo controle (25° C).
Esses resultados evidenciam que, quando sujeitos a uma condicdo estressante, tal como

a elevacdo aguda da temperatura (que provoca reducao no desenvolvimento de forca), o
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curimbatd pode langar mao das catecolaminas liberadas pelo tecido cromafim para
adaptar-se ao estresse momentaneo.

Resultados semelhantes foram encontrados por COSTA et al. (2000) em tilapia
do Nilo, em que a adicdo de doses crescentes de adrenalina promoveu inotropismo
positivo nos experimentos conduzidos em temperaturas elevadas (40° C), porém, nédo
teve efeito na temperatura de aclimatagdo (25° C).

Entretanto, alguns estudos relataram que, em temperaturas elevadas, os midcitos
cardiacos demonstram menos sensibilidade a acdo da adrenalina. Um exemplo dessa
menor sensibilidade em maiores temperaturas foi observado em truta marrom, que
apresentou aumentos no débito cardiaco com adi¢do de adrenalina tanto a 14° C (15%)
quanto a 18° C (30%). No entanto, a 18° C foram necessarias doses maiores de
adrenalina (1uM) em relacdo aquelas utilizadas a 14° C (MERCIER, et al., 2002).

COSTA (2003), trabalhando com a piramboia, observou fato semelhante, em
que nas temperaturas mais baixas (15 e 25° C) a adrenalina promoveu inotropismo
positivo, enquanto a 35 °C esse efeito foi abolido. A autora sugere que, nas temperaturas
mais elevadas, os transportadores de membrana ja estariam transportando a maior
quantidade possivel de Ca®" nas condi¢des controle (2,5 mM de Ca®"), tornando, assim,
impossivel que qualquer agente inotropico, tal como a adrenalina, melhorar a contragao

muscular.

Catecolamina

Receptor
p-adrenérgico

FIGURA 21. Esquema demonstrando o efeito da adrenalina sobre os mecanismos
transportadores de Ca®" no midcito cardiaco. AC — adenilato ciclase;
NCX - trocador Na'/Ca®"; PKA — proteina-quinase A; PLB -
fosfolambano; RS — reticulo sarcoplasmatico; RyR — receptor de
rianodina; SERCA, — Ca®"-ATPase do reticulo endo-sarco-plasmatico.
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CHEN et al. (2002) demonstraram que uma reducao na temperatura de 25° C
para 12° C promoveu aumento nas concentragdes de adrenalina plasmatica de ~ 50 para
~ 60 ng/mL e noradrenalina de ~ 25 para ~ 45 ng/mL, mas, apos algumas horas, os
niveis tendem a diminuir. Esses dados sugerem que uma das respostas do estresse
causado pela diminui¢do aguda da temperatura é a elevagdo nas concentragdes das CA
plasmaticas. Entretanto, embora existam varios trabalhos (j& citados) avaliando os
efeitos dos incrementos nas concentragoes de adrenalina in vitro, sao escassos 0s
trabalhos que mensuram os niveis plasmaticos desses hormdnios provenientes do tecido
cromafim frente a elevagdes da temperatura in vivo.

O inotropismo positivo poderia ainda estar relacionado ao o aumento da
velocidade das reagdes que promovem o influxo e o efluxo de Ca>" no midcito ou,
possivelmente, uma combinagdo de tais fatores. Essa hipotese pode ser refor¢ada por
meio do protocolo de incrementos da [Ca*'] extracelular, j& que os anéis ventriculares
de curimbata responderam de maneira semelhante a 25° C e 35° C aos incrementos na
concentracao de Ca*" no meio, ou seja, mesmo a 35°C, o Ca*" extracelular promoveu
inotropismo positivo.

O cronotropismo positivo causado pela adrenalina em temperaturas mais
elevadas sugere que uma estimulacao -adrenérgica temperatura-dependente poderia ser
um meio para diminuir a relacdo forca-freqiiéncia negativa em elevadas temperaturas
(como o observado no presente estudo e discutido no item 4.2.5.) e manter o débito
cardiaco adequado. Isto sugere que a espécie ¢ adaptada a elevagdes agudas na
temperatura.

J& foi constatado que, em mamiferos, a adrenalina estimula a bomba de Na'/K"
da sarcolema, o que impede o acumulo de Na' dentro da célula, favorecendo, assim, o
efluxo de Ca®" através do NCX (BERS, 1991).

Como mencionado anteriormente, a fungdo do RS também ¢ modificada pela
adrenalina via fosforilagao do fosfolambano.

O fasfolambano ¢ uma pequena proteina transmembrana que exerce efeito
inibitorio sobre a atividade da SERCA, impedindo o seqiiestro de Ca”" pelo RS. A
fosforilagdo do fosfolambano libera a SERCA da inibicdo causando aumento na
velocidade do seqiiestro de Ca*" pelo RS e, como conseqiiéncia, ha o relaxamento do
miocardio. O aumento na tomada de Ca®" pelo RS promove um maior acimulo deste
ion neste reservatdrio e sua maior liberagdo nos batimentos subseqiientes, o que se

traduz num aumento na contratilidade (MUNDINA-WEILENMANN, et al., 2001).
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Normalmente a fosforilagdo do fosfolambano ¢ controlada por um mecanismo
de retroalimentacdo, em que a reducdo na concentragdo calcio dentro do RS ativa
proteinas-quinase que desencadeiam o processo de fosforilacio (BHOGAL &
COLYER, 1998). A estimulacdo P-adrenérgica pelas catecolaminas também possui
capacidade de ativar uma proteina-quinase A que, por sua vez, fosforila o fosfolambano
desinibindo a SERCA e aumentado a tomada de Ca’" pelo RS, diminuindo os
parametros tempo-dependentes. (VASSALO et al., 1994; SHIELS & FARREL, 1997).
Entretanto, a fosforilagdo dos miofilamentos protéicos também poderia contribuir para
um relaxamento mais rapido por aumentar a taxa de dissociacio do Ca’" com a
troponina C, este efeito também ¢ desencadeado pela adrenalina (Robertson et al. apud
LAYLAND & KENTISH, 2002).

No presente estudo, os parametros tempo-dependentes foram sempre superiores
a 25° C que a 35° C, como ja comentado anteriormente, esse ¢ um efeito da propria
elevacdo da temperatura sobre a cinética dos canais. A adrenalina ndo causou
modificacdes nesses parametros em ambas as temperaturas testadas.

Nos estudos realizados por KEEN, et al. (1993) com truta arco-iris, os
parametros cardiovasculares, tais como a freqiiéncia cardiaca, volume de ejecao e débito
cardiaco mostraram-se mais sensiveis (cerca de 10 vezes) a agdo da adrenalina em
animais aclimatados a 8° C que naqueles aclimatados a 18° C. Os autores sugerem que a
aclimatacdo a menores temperaturas aumenta a densidade de receptores -adrenérgicos
na sarcolema, neste caso observou-se um aumento de 3 vezes. Uma estimulagdo
adrenérgica aumentaria o influxo de Ca>" via canais L da sarcolema sendo manifestado
pelo aumento no desenvolvimento de forca. Esse mecanismo seria responsavel pelas
respostas nas variaveis comentadas acima.

Além de influenciar o numero de receptores, a aclimatacdo térmica também
influenciaria o tipo de receptor presente, pois, de acordo com MILLIGAN (1991), os
midcitos de truta arco-iris sdo mais sensiveis a noradrenalina que a adrenalina quando
aclimatados a 20° C, se comparados com aqueles aclimatados a 9° C. No presente
trabalho, apenas as variagdes agudas na temperatura foram estudadas, ndo sendo
possivel inferir sobre os efeitos cronicos da mesma.

O fato de diversos estudos terem demonstrado a existéncia de uma relacao
inversa entre a temperatura e o nimero de adrenoceptores levou alguns pesquisadores a
supor que espécies provenientes de climas tropicais possuissem menor nimero de

adrenoceptores, quando comparados com espécies de clima temperado ou da Antartica.
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Entretanto, uma comparagdo feita entre sete espécies provenientes dos trés climas
citados demonstrou claramente que isso ndao acontece e, ao invés de uma relacao
negativa, existe uma relacdo positiva entre o nimero de adrenoceptores e entre a
elevagdo da temperatura. Isso demonstra que a regulacdo dos adrenoceptores, em
resposta, a temperatura, pode diferir entre a temperatura de aclimatagdo e da adaptagao
evolucionaria. Intraespecificamente, o frio pode sinalizar a “wup-regulation” dos
adrenoceptores, mas, interespecificamente, temperaturas mais quentes podem estar
associadas a altos niveis de adrenoceptores (OLSSON et al., 2000).

De acordo com FABBRI et al. (1998), a adrenalina ¢ a principal catecolamina
que afeta a contratilidade em muitos teledsteos, e causa tanto efeitos cronotropicos,
quanto inotropicos positivos. Os efeitos cronotropicos positivos estdo, geralmente,
correlacionados a ocupacdo de receptores do tipo 32 no coragdo (ASK et al., 1983) e a
aumentos no influxo de Ca®’, através da sarcolema via canais L (KEEN et al., 1992).
Efeitos cronotropicos negativos também tém sido descritos em alguns peixes, mas nao
ha um consenso sobre os mecanismos envolvidos nesse efeito. Na enguia européia, as
catecolaminas reduzem a freqiiéncia contratil induzindo a liberagdo de acetilcolina
(CAMERON & BROWN, 1981), enquanto que, este mesmo efeito, na perca,
provavelmente, ¢ mediado pela ativacdo de receptores a-adrenérgicos (TIRRI &
RIPATTI, 1982). A coexisténcia de receptores o- e [-adrenérgicos, responsaveis por
efeitos negativos e positivos, respectivamente, foi demonstrada em coracdo de carpas
(TEMMA et al., 1989).

Efeitos inotropicos positivos de catecolaminas atuando via a-adrenoceptores
cardiacos em enguias (Anguilla japonica) foram descritos por CHAN & CHOW (1976).
Em truta, a ocupacdo dos receptores -adrenérgicos tem sido associada ao aumento de
AMPc e a fosforilagdo dos canais L pela PKA, fazendo com que os mesmos
permane¢am um maior tempo aberto e, conseqiientemente, levando a um maior influxo
de Ca** (TIBBITS et al., 1992).

Dessa forma, fica evidente a falta de homogeneidade nos resultados descritos
pela literatura e, também, a grande variabilidade interespecifica nas respostas as

catecolaminas circulantes.

4.2.4. Tensao pos-repouso

.. .. . - 24+ g .
Apesar de a maioria dos estudos indicarem que a liberagdo de Ca” célcio-

induzida (LCCI), tipica de mamiferos € menos importante na ativacdo do acoplamento
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excitacdo-contracao em peixes (GESSER, 1996; COSTA et al., 2002), fez-se necessaria
a investigagdo da presenca de um RS funcional na espécie em questdo, pois, trata-se de
um peixe tropical muito ativo, diferente da maioria das espécies tropicais ja estudadas
(ex: traira, cascudo e mugum).

Evidéncias recentes indicam que a contribui¢do do RS como fornecedor de Ca*"
ao aparato contratil ¢ variavel e, em alguns casos, pode tornar-se a principal fonte de
calcio ativador no midcito cardiaco de peixes (VORNANEN et al., 2002).

A caracterizagdo da potenciacdo poOs-pausa pode fornecer informagdes uteis
sobre os mecanismos basicos de controle da contragdo do musculo cardiaco tais como: o
grau de participacdo dos estoques intracelulares como fornecedores do Ca’" ativador
durante a contracao, e a atividade do NCX (VASSALO & MILL, 1998).

Existem proeminentes diferencas espécies-especificas no processo de
acoplamento excitagdo-contragdo e no relativo papel das fontes intra e extracelulares de
Ca”" entre peixes teleésteos. Em algumas espécies de peixes, o RS de midcitos
ventriculares e/ou atriais sob certas circunstdncias pode representar a maior fonte de
Ca®" sistolico. Estas diferencas interespecificas sdo obviamente uma estratégia
evolucionaria para a adaptacdo a diferentes habitats ¢ a diferentes modos de vida.
Existem também diferencas interespecificas na liberacao de Ca’>" calcio-induzida,
dependendo das mudangas cronicas ou agudas da temperatura (TIITU, 2002).

Durante a pausa, o Ca’" pode ser bombeado para fora da célula pela
bomba de Ca®" transarcolemal ou pelo trocador Na“/Ca®" (NCX) ou, ainda, ser estocado
em compartimentos intracelulares como o RS. Acredita-se que, quando os anéis
ventriculares sdo submetidos a uma pausa diastolica prolongada, o RS armazene Ca>"
suficiente para potencializar a primeira contracdo pds-pausa (figura 3), sendo esta
potenciagdo continuada geralmente nas proximas 15 contragdes. Apesar de nao
fisiologico e temperatura-dependente, esse fenomeno tem sido uma ferramenta util para
a verificacao de um RS funcional.

Em preparagdes ventriculares de mamiferos, tais como coelhos e porquinhos da
india, periodos de repouso s3o seguidos por pequenas e progressivas reducdes na forca
que sdo acompanhadas por um paralelo decaimento nas concentracdes de Ca’" na RS.
Por outro lado, no ventriculo de ratos e caes, periodos de pausa causam aumentos na
forca de contracdo. Nos anéis ventriculares de ratos, em particular, a potenciacdo da
forca pos-pausa ¢ acompanhada por manutengdo ou elevagdo nos niveis de Ca®’, no

interior do RS.
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No presente estudo, a pausa prolongada de 5 min promoveu um significativo
aumento na for¢a de contrag¢do isométrica de curimbatd, tanto a 25° C quanto a 35°C. O
efeito foi mais pronunciado a 25° C, ja que nesta temperatura o aumento na forga de
contracdo isométrica foi de aproximadamente, 60%, enquanto a potenciacdo observada
a 35° C foi de, aproximadamente, 28% em relagdo aos valores obtidos antes da pausa.
Entretanto, esses valores nao diferirem significativamente entre si. O decréscimo pos-
pausa da forca de contracdo em temperaturas elevadas ¢ um indicativo de que, durante o
repouso, os niveis de Ca”" intracelulares estariam sendo reduzidos. Esta redugdo se da
provavelmente devido a alta atividade do NCX, promovendo a extrusdo do ion da
célula, uma vez que este parece ser o principal mecanismo de efluxo de Ca>" da célula
em mamiferos e peixes (TIBBITS et al., 1992; BERS, et al., 1993).

Dados semelhantes aos encontrados neste estudo foram relatados por COSTA et
al. (2004) que desenvolveu estudos de tensdo pos-pausa com pirambdia em trés
diferentes temperaturas (15, 25 e 35° C) e observou que elevagdes na temperatura eram
acompanhadas por decréscimos na potenciacdo pos-pausa o que, segundo a autora,
comprova uma elevada dependéncia do NCX em relagdo a temperatura. Isso sugere que
em animais adaptados a temperaturas relativamente mais altas, um aumento
temperatura-dependente da atividade do NCX poderia vir a ser uma forma muito eficaz
de melhorar tanto a contracdo, quanto o relaxamento cardiaco (COSTA, 2003).

No presente estudo, a adicdo de 10 uM de rianodina aboliu totalmente a
potenciagdo pds-pausa tanto nas preparagdes controle (25° C), quanto a 35° C. Esses
resultados demonstram que, neste animal, o RS contribui como fornecedor de Ca*" em
temperaturas fisioldgicas. Outros teledsteos tropicais que apresentaram padrdes de
respostas semelhantes aos encontrado para curimbatd foram a traira, H. malabaricus
(OLLE, 2003), o mucum, S. marmoratus (ROCHA, 2004), e o pacu, P. mesopotamicus
(ANELLI-JR et al., 2004). Entretanto, estudos da funcao cardiaca de peixes neotropicais
ainda sdo escassos.

Por outro lado, nossos resultados contrariam a hipdtese proposta por SHIELS &
FARRELL (1997) de que elevagdes na temperatura aumentam a atividade do SR e,
conseqilentemente, seu grau de participagdo como fornecedor de Ca®" ao aparato
contratil. Em seus experimentos desenvolvidos com trutas a 12° C e 22° C, eles
observaram que, na temperatura mais elevada, os animais apresentavam uma maior

dependéncia do célcio liberado pelo RS para o desenvolvimento de forga.
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A hipotese de que a elevacdo aguda na temperatura aumente o grau de
participacdo do RS no acoplamento excitagdo-contragdo também ndo se aplica ao
amboré (RANTIN, et al., 1998) e a tilapia-do-nilo (COSTA et al., 2000), uma vez que
ambas as espécies estdo sujeitas a variacdes diarias da temperatura ambiental e
demonstraram ser totalmente insensivel a rianodina tanto na temperatura de aclimatagao
(25° C) quanto quando a temperatura foi elevada para 35° C ou 40° C.

Estudos recentes realizados com o “burbot” Lota lota, uma espécie encontrada
em rios de pouca correnteza e adaptada a 4guas geladas, quando testadas nas
temperaturas de 1° C e 2° C (TIITU & VORNANEN, 2001), revelaram que a adi¢do de
rianodina aboliu totalmente a tensdo de repouso desenvolvida pelo animal. Resultados
semelhantes a estes também foram relatados em truta por HOVE-MADSEN, (1992) e
AHO &VORNANEN (1998).

No entanto, na maioria dos estudos realizados com peixes de ambientes
temperados, o RS se mostrou insensivel a rianodina. Dentre estes, pode-se citar a carpa
cruciana, um peixe euritérmico (que tolera variacdes de temperatura de 0 a 36° C)
demonstrou ser insensivel a rianodina tanto a 4° C quanto a 23° C (TIITU &
VORNANEN, 2003).

Estudos morfologicos realizados por CHUGUN et al. (1999) mostraram que
apesar do RS de carpa ter um importante papel no fornecimento de Ca®" ativador ao
aparato contratil a 25° C, este ¢ extremamente esparso e de tamanho reduzido e
apresenta um nimero menor de “sitios” de ligagdo com a rianodina quando comparado
com o RS de rato, o que reforca a teoria de que o Ca®" liberado pelo RS desempenha um
papel menos vital nos teledsteos quando comparados com os mamiferos. O menor
numero de sitios de ligacdo com a rianodina poderia indicar a necessidade de maior
concentracio de Ca”" para ativar a liberacdo de Ca>" pelo RS em peixes.

O aspecto que levou os pesquisadores a acreditarem que o Ca’’ extracelular
provavelmente suporte o acoplamento excitacdo-contracdo em peixes teledsteos, bem
como em demais vertebrados inferiores, estd justamente relacionado a morfologia e a
estrutura de seus midcitos cardiacos. Células cardiacas de rds e peixes apresentam
tamanho reduzido, sendo que a maioria dos teledsteos apresenta miocitos com didmetro
entre 2,5 ¢ 6,0 um, variando desde 1,0 a 12,5 um. Ja nos mamiferos, tais didmetros
estdo entre 10 e 25 um. Além do tamanho reduzido, os miocitos cardiacos dos
teledsteos sao longos e estreitos em comparagao com as cé¢lulas de mamiferos. Midcitos

ventriculares de truta arco-iris, por exemplo, apresentam 180 pm de comprimento e 8
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um de didmetro com uma 4drea de superficie sarcolemal de 3000-4000 pm’
(VORNANEN et al., 2002). Portanto, os teledsteos possuem uma area de superficie
sarcolemal por unidade volume de célula 4 a 5 vezes maior que a dos mamiferos
(VORNANEN, 1999). Além disso, as miofibrilas estdo arranjadas perifericamente, o
que facilita muito as trocas entre os espacos intra e extracelulares nos peixes
(DRIEDZIC & GESSER, 1994). No entanto, a literatura ¢ pobre em dados sobre a
ultraestrutura dos miocitos de peixes teledsteos.

De acordo com TIITU & VORNANEN (2003), as diferengas espécie-especificas
e temperatura-induzidas na sensibilidade a rianodina no coragdo de peixes sao
dependentes de uma estreita relagdo entre os receptores de dihidropiridina (DHPR),
canais do tipo L e os receptores de rianodina (RyR) e da razdo RyR/DHPR. Esses
autores encontraram um numero significativo de RyR em todas as espécies testadas
(rato, carpa, “burbot” e truta), mesmo naquelas que ndao se mostravam sensiveis a
rianodina. No entanto, a densidade desses canais foi claramente menor em peixes que
em ratos. A razdo RyR/DHPR também foi menor em peixes quando comparada com
ratos e grandemente correlacionada com o grau de sensibilidade a rianodina. Truta arco-
iris, a espécie menos sensivel a rianodina, apresentou o dobro de receptores DHPR em
comparacao a carpa, ao “burbot” e ao rato. Em truta, a temperatura de aclimatacao nao
teve efeito sobre a RyR/DHPR. J4 carpas aclimatadas em menores temperaturas (4° C)
essa razdo foi menor, quando comparadas aquelas aclimatadas a aguas mais quentes
(17° C). Entretanto, o influxo de Ca*" em ambos os grupos, foi similar. A densidade dos
receptores de rianodina mensurada nas trés espécies de teledsteos ficou entre 37%
(carpa aclimatada ao frio) e 74% (truta aclimatada ao frio) daquela observada para ratos,
sendo que o “burbot apresentou um numero intermediario de RyR entre a carpa e a
truta, o que indica a presenga de um numero substancial desses receptores no coragdo de
teledsteos, esses valores sao de 3 a 5 vezes superiores a outros encontrados em estudos
prévios. No entanto a aclimatacdo a baixas temperaturas ndo modificou o nimero desses
receptores, nas espécies de peixes estudadas, sugerindo que as mudangas temperatura-
induzidas na funcdo cardiaca das mesmas nao estdo associadas com mudangas no
numero de canais de rianodina, e ainda que a baixa RyR/DHPR no coragdo de peixes
em comparagdo ao coracdo de ratos indica que a liberacdo de célcio célcio-induzida,
tipica de mamiferos ¢ menos importante para a ativacao da contratilidade em midcitos

ventriculares de peixes.
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BERS (1987, 1989) enfatiza que, em mamiferos, o canal de rianodina do RS
apresenta elevada dependéncia em relacdo a temperatura, operando mais eficazmente
em temperaturas mais elevadas. Assim, a elevacdo aguda da temperatura poderia
evidenciar indiretamente um possivel aumento da contribuicdo desta organela na
geracdo de forga do tecido cardiaco que apresenta um RS funcional.

Em truta, em temperatura ambiente apesar da existéncia de um potente NCX, o
RS contribui com cerca de 50% do total de célcio transiente (Hove-Madsen et al., 1999
apud HOVE-MADSEN et al., 2001).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam a presenca de um RS
funcional no miocardio ventricular de curimbatd em ambas as temperaturas testadas,
especialmente, na temperatura de aclimatacdo, podendo, potencialmente, contribuir com
o manejo do Ca** no processo acoplamento excitagio-contragio no musculo cardiaco
desta espécie, reduzido as distancias difusionais nas temperaturas proximas daquelas
onde este animal pode ser encontrado em seu habitat.

Dessa maneira, pode-se sugerir que o Ca’’, responsavel pela ativacdo das
miofibrilas, causando a contragdo muscular nos midcitos de curimbata deve originar-se
de duas fontes: o meio extracelular e o RS. Entretanto, ¢ importante saber se tal
funcionalidade ocorre em freqiiéncias de contragao cardiaca fisiologicas. Para avaliar-se
a funcionalidade do RS em diferentes freqiiéncias de contracdo cardiaca, faz-se
necessario o estudo da relagdo forga-frequéncia.

Alguns autores sugerem haver uma correlacdo entre o nivel de atividade da
espécie e a presenca de um RS funcional nos miocitos cardiacos. Assim, espécies de
natagdo rapida, como atuns e cavalas demonstraram sensibilidade a rianodina (SHIELS

et al., 1999; SHIELS & FARRELL, 2000). Os resultados do presente estudo estdo de

acordo com esta hipotese, ja que o curimbata ¢ uma espécie migratéria e muito ativa.
4.2.5. Efeito do aumento na freqiiéncia de estimulacio.

O estudo da relagdo entre a freqiiéncia de estimulacdo e a forca isométrica
desenvolvida (relagdo forca-frequéncia) ¢ de fundamental importancia para a
compreensdo da habilidade do coragdo em desenvolver forca perante diferentes
freqiiéncias de estimulagdo (SHIELS et al., 2002). Isto se deve ao fato de que o aumento
no metabolismo requer concomitante aumento no débito cardiaco, que ¢ o produto da

freqiiéncia cardiaca e do volume de ejecao.
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Como visto no item 4.1, a elevagdo na temperatura da agua afetou
significativamente a freqiiéncia cardiaca do curimbatd, promovendo elevacdo da
mesma. Entretanto, alguns autores sugerem que o mecanismo de Frank-Starling ¢ mais
importante para aumentar o débito cardiaco em peixes que nos mamiferos (SHIELS et
al., 2002), o que torna imprescindivel o desenvolvimento de estudos que mensurem a
forga sob diferentes freqiiéncias de estimulagao.

Sabe-se que existem diferencas na relagdo forca-frequéncia entre diversos
grupos de vertebrados. Segundo RIVAROLI (2002), estas diferencas parecem refletir,
indiretamente, variagdes nos processos de acumulagao e liberagdo do calcio, inclusive a
participagdo efetiva do RS como fornecedor e armazenador deste ion durante o ciclo
cardiaco.

Nos mamiferos, que apresentam RS funcional, a forga é tipicamente aumentada
com elevagdes na freqiiéncia de estimulagdo, mecanismo conhecido como relagdo forga-
freqiiéncia positiva ou efeito escada positivo (SHIELS et al., 2002).

LAYLAND & KENTISH (1999), desenvolveram um estudo com trabéculas
ventriculares de ratos nas temperaturas de 24, 30 ¢ 37° C e com freqiiéncias de
estimulacdo variando entre 0,1 a 12 Hz. Os niveis de Ca" sistolico e diastélico também
foram monitorados (fluorescéncia). Estes pesquisadores observaram uma relagdo forga-
frequéncia positiva em todas as temperaturas testadas, com declinio a partir de 3 Hz a
24° C, 6 Hz a 30° C e 10 Hz a 37° C. Os pesquisadores atribuiram a queda no
desenvolvimento de for¢a a um relaxamento incompleto, ja que os niveis diastdlicos de
Ca”" apresentaram-se aumentados e concluiram que a relacdo forca-frequéncia positiva
observada é devida a uma liberagio frequéncia-dependente do Ca®" do RS. Estes autores
sugeriram que sob altas freqiiéncias ou sobrecarga Ca’’, esse sistema poderia estar
saturado, o que diminuiria a liberagio de Ca®" pelo RS, e conseqilentemente o
desenvolvimento de forga.

A relagdo forga-frequéncia tem sido documentada para diversas espécies de
teledsteos, especialmente, aquelas de clima temperado. Para a maioria das espécies
estudadas, o desenvolvimento da for¢a de contra¢do diminui com o aumento na
freqiiéncia de estimulagdo. Esta relacdo inversa ¢ denominada relagdo forca-frequéncia
negativa ou efeito escada negativo (DRIEDZIC & GESSER, 1985; MERCIER et al.,
2002). Assim, em frequéncias elevadas a for¢a ¢ reduzida de 50 a 90% no musculo
cardiaco da maioria dos teledsteos, antes que as mesmas se tornem arritmicas (SHIELS

et al., 2002).
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Os resultados do presente estudo demonstraram que, a 25° C, a elevagdo na
freqiiéncia de estimulagdo promoveu redugdo na forga isométrica desenvolvida pelos
anéis ventriculares, ou seja, relagdo forca-frequéncia negativa. Os experimentos
desenvolvidos na temperatura mais elevada (35° C), apresentaram comportamento
semelhante ao controle. No entanto, a forca de contracdo inicial foi menor,
corroborando as assertivas discorridas acima.

A adigdo de rianodina tanto nas preparagdes controle quanto a 35° C causou
dréstica reducdo no desenvolvimento de forca, tanto em baixas freqiiéncias (~ 87%—
controle € ~ 67% - 35 ° C), quanto em freqiiéncias fisiologicas (~ 67% — controle € ~

57% - 35°C.

Os resultados observados neste experimento sdo condizentes com aqueles
obtidos nos estudos de tensdo pds-pausa, em que se observou maior potenciacdo da
forga em temperaturas fisiologicas (25° C). Assim, pode-se sugerir uma contribuigdo
efetiva do RS para o acoplamento excitagdo-contracao tanto em temperaturas, quanto

em frequéncias fisiologicas.

Em frequéncias subfisioldgicas, a rianodina causou maior depressdo na forca a
35° C quando comparada com o controle. SHIELS & FARRELL, (1997) sugerem que a
capacidade de truta arco-iris em manter uma Fc maxima durante elevagdes na
temperatura e na freqiiéncia de estimulag¢do pode estar relacionada ao recrutamento dos
estoques de Ca®" do RS.

Mudangas no desenvolvimento de forca estdo diretamente relacionadas a
mudancas no transiente de calcio intracelular. Portanto, redu¢des nos niveis de calcio
citoplasmdtico levariam a reducdes na forca de contragdo devido a menor
disponibilidade de Ca*" para ativar os filamentos contrateis (SHIELS et al., 1999). Essas
redugdes nos niveis citoplasmaticos de calcio sob altas freqiiéncias podem estar
relacionadas a uma diminuicao do influxo deste ion via sarcolema, através dos canais L
ou NCX, a redugdo na liberagao de calcio do RS ou ainda a uma combinagao dos dois
mecanismos (liberagdo de célcio calcio-induzida).

Em tiras ventriculares de trutas, o declinio no desenvolvimento de for¢a em
fun¢do de aumentos na freqiiéncia de estimulagdo foi maior a 18 °C que a 14 °C, sendo
que tais diferencas foram evidenciadas a partir de 1,2 Hz. Porém, neste trabalho foram

utilizadas doses tonicas de adrenalina (1nM) (MERCIER et al., 2002).
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Segundo LAYLAND & KENTISH (1999), a taxa na qual o RS pode acumular
calcio comeca a ser limitada pelo aumento na frequéncia de estimulagdo, uma vez que o
intervalo entre os batimentos cardiacos ¢ cada vez menor. Ao redor desse ponto, os
mecanismos que tendem a reduzir a liberagio de Ca®" pelo RS (por exemplo, o tempo
reduzido para que os canais de Ca”" do RS se recuperem de seu estado adaptado/inativo)
predominariam, causando um declinio na for¢a de contragao.

Em midcitos ventriculares de truta, incrementos na freqiiéncia de estimulacao de
0,2 para 1,4 Hz, causaram aumentos significativos na concentra¢ao do Ca’" intracelular
(diastdlico) e diminuicdo na duragdo do potencial de acdo. Por outro lado, durante a
sistole, houve queda na concentracdo de Ca’" transiente, que levou & diminuicio da
amplitude de contracdo (diminuicdo da forca). Os autores verificaram que o RS
contribui com ~15% do Ca”" transiente ¢ que houve uma diminui¢do do influxo de Ca*"
freqiiéncia-dependente através dos canais L, mas que a tomada de Ca®" pelo RS nio foi
afetada pelos aumentos na freqiiéncia de estimulagdo (HARWOOD et al., 2000).

Essa relacdo forca-frequéncia negativa também foi documentada para algumas
espécies tropicais, tais como o amboré de poga de maré (RANTIN et al., 1998), tilapia-
do-nilo (COSTA et al., 2000), traira (OLLE, 2003), pacu (ANELLI-JR et al., 2004) ¢ a
pirambodia, (COSTA et al.,, 2004). Entretanto, estudos desenvolvidos com tiras
ventriculares de répteis, anfibios e elasmobranquios e tiras atrias de atum demonstraram
uma relacao forga-freqiiéncia positiva em baixas freqiiéncias de estimulagdo, mas que se
tornava negativa a medida que a freqiiéncia era elevada (DRIEDZIC & GESSER,
1985,1988; KEEN et al., 1992).

SHIELS et al. (1999) observaram que em midcitos atrias de atum de nadadeira
amarela, a adicdo de rianodina ao meio reduz o desenvolvimento de forca
independentemente da temperatura (15, 18 ou 25° C) ou da freqiiéncia testada. Em 25
°C, a utilizagdo do RS foi mais ou menos constante em freqiiéncias fisiologicas, mas
aumentou significativamente em altas freqiiéncias, sugerindo maior participacdo do
ciclo de Ca** do RS nessas condigdes. Em baixas freqiiéncias, a utilizagdo do RS foi
mais acentuada a 18° C e 25° C quando comparado com 15° C. No entanto, em
freqii€ncias fisioldgicas a porcentagem de utilizagdo do RS foi maior em temperaturas
mais baixa.

Dessa maneira, os resultados obtidos no presente trabalho vém contrariar a
maioria dos estudos, os quais afirmam que mesmo em espécies com RS relativamente

bem desenvolvido como a truta, este apresenta papel importante como fornecedor de
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Ca”" ao aparato contratil somente em temperaturas supra-fisiologicas e/ou frequéncias
sub-fisiologicas (KEEN et al., 1994; HOVE-MADSEN, 1992; SHIELS et al., 2002).

SHIELS & FARRELL (1997), estudando trutas aclimatadas a 12° C ¢ 22°C e
testadas em ambas as temperaturas evidenciaram que a 22° C, a adigdo de rianodina
diminuiu o pico de tensdo em todos as freqiiéncias. A magnitude da contribuicdo do
Ca” proveniente do RS foi inversamente relacionada com a frequéncia de estimulagio,
porém permanece significativa em temperaturas fisiolégicas. Em contraste, quando os
estudos foram realizados em baixas temperaturas (12° C), a rianodina reduziu o pico de
tensdo somente em baixas freqliéncias de estimulacdo. Esses resultados sugerem que o
papel do RS como fornecedor de Ca*" ativador para o desenvolvimento de tensdo,
apesar de secundario, ¢ significante em temperaturas elevadas (supra-fisiologicas). Ja
em temperaturas e freqiiéncias fisiologicas, o RS parece ndo ser relevante no suprimento
de Ca”" para os elementos contrateis dessa espécie.

A freqliéncia de contracdo maxima atingida esta intimamente relacionada ao
grau de desenvolvimento do RS e a eficiéncia dos mecanismos transportadores
sarcolemais, sendo que as maiores freqiiéncias sdo observadas em fibras musculares que
apresentam um RS mais desenvolvido e/ou mecanismos de transporte sarcolemais muito
eficientes (HELLE, 1983).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que a frequéncia de
contra¢do maxima suportada pelo miocardio ventricular de curimbata ¢ maior a 35° C,
resultado este corroborado por outros estudos realizados com varias espécies de peixes
neotropicais, tais como os estudos desenvolvidos por RANTIN et al. (1998) com o
amboré, COSTA et al. (2000) com a tildpia-do-nilo, ANELLI-JR et al. (2004) com o
pacu, COSTA et al. (2004) com a pirambodia e ROCHA (2004) com o mug¢um. Esse
padrdo de resposta também foi documentado para espécies de ambientes temperados por
SHIELS et al. (2002) para a truta arco-iris e a carpa e por SHIELS & FARRELL (2000)
para a cavala do Pacifico. Esses resultados vém confirmar a hipotese da presenca de um
NCX depende da temperatura, tornando-se mais ativo em temperaturas elevadas,
causando assim a extrusio do Ca’" para o meio extracelular mais rapidamente,
permitindo que o musculo suporte maiores freqliéncias de estimulagdo. Como ja
discutido anteriormente, tanto a presen¢a de um RS funcional, quando de mecanismos
transarcolemais eficientes para a extrusio de Ca’" permitem que o musculo suporte

maiores freqiiéncias de estimulagdo (COSTA , 2003).
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Poder-se-ia considerar que se somente a diminui¢cdo do influxo do calcio, via
sarcolema, pudesse ser responsavel pela reducao da forga em altas freqii€ncias, a adi¢ao
de Ca®" a0 meio levaria & manutencio da forca ou ainda ao desenvolvimento de relacio
forca-freqiiéncia positiva. No entanto, a elevagdo nas concentragdes de calcio de 2 para
9 mM somente reduziu a relagdo forca-frequéncia negativa mas n3o a aboliu
(DRIEDZIC & GESSER, 1985, 1988).

Portanto, o desenvolvimento de forca sob elevadas freqiiéncias de estimulagdo
poderia estar sendo influenciado tanto pelos mecanismos que promovem a entrada de
Ca” na célula, quanto por aqueles que promovem sua extrusio, o que levaria a um
relaxamento incompleto e, conseqlientemente, a diminuicao da forga.

A restituicdo mecanica descreve a habilidade do musculo cardiaco em produzir
forca em diferentes (geralmente curtos) intervalos diastélicos, sendo estes determinados
pelos mecanismos moleculares envolvidos no processo acoplamento excitagdo-
contragdo do miocito cardiaco. O processo molecular responsavel por iniciar o
batimento cardiaco necessita de um tempo finito para se recuperar da inativacdo do
batimento precedente para dar inicio a uma nova contracdo de igual magnitude (TIITU,
2002).

Um mecanismo de restitui¢ao incompleta ¢ denominado tensao de repouso (RT)
e pode ser evidenciado em altas freqiiéncias de estimulacdo, causando a diminui¢do da
forga desenvolvida (TIITU, 2002).

Segundo SHIELS & FARRELL (1997), em peixes, o relaxamento ¢ um passo
crucial para a manutencao da forca de contracdo mediante a elevagdo da freqiiéncia, o
que pode ser evidenciado pelo aumento do RT. Portanto, o RT resulta da elevacdo nas
concentra¢des intracelulares de Ca®" livre e aumentos no RT evidenciam uma maior
dificuldade em reduzir os niveis intracelulares de Ca*” como aqueles observados em
repouso. Condigdes de elevado influxo deste ion através da sarcolema, devido a alta
freqiiéncia dos potenciais de agdo, fazem com que o Ca*" permaneca disponivel ao
aparato contratil mesmo apds o desenvolvimento da tensao.

No presente estudo, foi possivel evidenciar o relaxamento incompleto em todas
as preparagdes. Nas preparagdes controle (sem rianodina) em ambas as temperaturas
(25° C ou 35° C) testadas foi observado o aumento na tensdo de repouso a partir de
1,2Hz. Enquanto que nas preparacdes com adicdo de rianodina, o RT tornou-se
significativo a partir de freqiiéncias mais elevadas de 1,6 Hz, a 25° C e 1,4 Hz a 35° C.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os protocolos experimentais.
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Segundo LAYLAND & KENTISH (1999), sob altas freqiiéncias de estimulagao
o0 aumento na concentracdo de Ca*" distélico (responsavel pelo desenvolvimento do RT)
ocorre, presumivelmente, porque o influxo de Ca®" excede a quantia de Ca*" que pode
ser removido pelo RS ou pelos mecanismos de extrusdo durante a redugdo dos
intervalos de estimulagao.

O fato de ter-se observado maiores valores de RT nas preparagdes com adi¢ao
de rianodina sugere que, quando o RS perde sua fungio como acumulador de Ca*’, a
concentragdo deste ion no citosol aumenta, provavelmente, porque somente o0s
mecanismos transportadores Ca®" transarcolemais ndo sdo suficientes para promover a
extrusdo do ion. A 35° C, os valores de RT foram significativamente maiores que os
observados a 25° C, corroborando a afirmagdo de que, em temperaturas elevadas, os
mecanismos de influxo de Ca®" estdo mais ativos, levando a um maior acimulo de Ca*"
no citoplasma.

Assim, os resultados obtidos demonstram que o curimbatd ¢ uma espécie
tropical bem adaptada as mudancas térmicas impostas pelo ambiente, sugerindo
mecanismos eficientes tanto para a influxo de Ca®" (RyR, canais L ¢ NCX), durante a
contragcdo do midcito, quanto para sua extrusdo do sarcoplasma (SERCA e NCX)
durante o relaxamento.

Cabe salientar que o curimbatd ¢ uma espécie bastante ativa, o que justificaria a
presenga de um RS funcional para manter a taxa adequada de forca sob altas freqiiéncias
de contracdo, como as impostas durante o exercicio intenso. Além disso, a presenca de
um RS funcional também poderia ser uma adaptagao a elevadas temperaturas tais como

as observadas em algumas regides do Brasil onde esta espécie pode ser encontrada.



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a respeito dos efeitos de mudancgas agudas na temperatura,
as possiveis fontes de célcio ativador do processo de acoplamento excitagdo-contracdo e
o efeito da adrenalina sobre o miocardio ventricular do teledsteo neotropical curimbata,

permitiram as seguintes conclusoes:

a. Ajustes cronotropicos sdo o principal mecanismo utilizado pela espécie para
manter seu débito cardiaco frente a incrementos na temperatura, uma vez que a
elevacdo na temperatura promoveu incrementos na fy enquanto a forca de

contracao isométrica reduziu-se;

b. A reducao de TPT e THR com a elevacao da temperatura ¢ um indicativo de que
os mecanismos transportadores de Ca’" s3o temperatura-dependentes,
aumentando sua atividade e contribuindo para o cronotropismo positivo

observado na espécie;

c. A recuperacao dos valores de fi apds o retorno a temperatura de aclimatagao

reforca a adaptacdo da espécie as variagdes ambientais;

d. O efeito inotropico positivo da adi¢do de doses crescentes de adrenalina a 35° C
sugere que em situagdes de estresse severo, tais como aqueles enfrentados
quando a temperatura do meio ¢ modificada, a liberacao enddgena deste agonista
contribui para a manuten¢do do débito cardiaco tanto por aumentar a freqiiéncia

cardiaca, quanto por promover incrementos na forga de contragao;

e. Os resultados indicam que, em curimbatd, os ions calcio responsaveis pela
ativacdo dos miofilamentos do musculo cardiaco sdo provenientes de duas

fontes: o RS e 0 meio extracelular;

f. A reducgdo na forca de contragdo a medida que a freqiiéncia de estimulacao foi
aumentada (relagdo forga-freqiiéncia negativa), tanto a 25 quanto a 35° C, sugere
mecanismos ineficientes tanto de fornecimento quanto de retirada de ions calcio

do sarcoplasma em elevadas freqiiéncias de contragao;
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g. Os aumentos da tensdao de repouso (RT), tanto a 25 quanto a 35° C, indicam o
relaxamento incompleto em elevadas frequéncias e reforcam a ineficiéncia da

~ 2+ . -
extrusdao de Ca” sob tais condigdes;

h. A queda dréstica no desenvolvimento de for¢a em todas as freqiiéncias testadas
apos a adicdo de rianodina demonstra a presenga de um RS funcional nesta

espécie, mesmo em freqiiéncias fisioldgicas.
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