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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo analisar as respostas in vivo e in vitro
do miocardio de jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus, na temperatura de aclimatagdo (25
°C) em relag¢do a diferentes concentragdes de calcio extracelular e adrenalina, e na
presenca e auséncia de rianodina. Os registros de freqiiéncia cardiaca in vivo (fg — bpm)
foram realizados através da implantacao de eletrodos na regido cardiaca do animal para
registros eletrocardiograficos. Adicionalmente foram realizados registros in vitro das
respostas inotropicas (Fc) e dos parametros tempo-dependentes (TPT — tempo para o
pico de forca e THR — tempo para 50% do relaxamento) das tiras ventriculares
estimuladas eletricamente a diferentes freqiiéncias, concentracdes extracelulares de
calcio, adrenalina e rianodina (bloqueadora da fun¢ao do reticulo sarcoplasmatico). In
vivo, a fy obtida foi 29,3 + 0,31 bpm. A adicdo de concentracdes crescentes de calcio
(1,25 até 9,25 mM) ao banho causou aumento da Fc a partir de 5,25 mM. Tanto o TPT
quanto o THR se mantiveram inalterados durante o experimento. A analise da tensao
poOs-pausa, com e sem 10 uM de rianodina, revelou uma significante potenciacdo da
forca nas preparagdes controle (de 100,0 para 168,3 + 11,4 %), a qual foi inibida pela
rianodina (108,6 + 4,7 %). Quedas na Fc em preparacdes controle foram observadas a
partir da freqiiéncia de 0,4 Hz. O TPT e o THR sofreram redugdes significativas quando
comparados aos valores obtidos inicialmente. O tratamento com rianodina provocou
uma diminui¢do na Fc somente na ultima freqiiéncia atingida (1,2 Hz - 38%), enquanto
o TPT sofreu redugdo significativa a partir da freqiiéncia de 0,6 Hz (28%) e o THR ndo
foi alterado. A combinacio entre rianodina e baixa concentragdo de adrenalina (10° M),
causou uma diminui¢do da Fc a partir da freqiiéncia de 0,6 Hz (20%), além de reducgdo
significativa do TPT a partir da freqiiéncia de 0,6 Hz (15%), enquanto o THR nao se
alterou. A combinacdo entre rianodina e elevada concentra¢io de adrenalina (10° M)
mostrou que nesta situagdo, os cardiomidcitos sdo capazes ndo apenas de recuperar o
inotropismo negativo causado pela rianodina, mas de superar a Fc observada no
controle (aumento de = 75%) enfatizando a importancia do influxo de célcio através da
sarcolema. Neste caso, o aumento da Fc foi acompanhado por valores inalterados de
TPT e THR. Os dados revelaram que o calcio responsavel pela ativagdo dos
miofilamentos deve derivar de pelo menos duas fontes: os espagos extracelulares
(evidenciado pelo aumento de Fc durante incrementos na concentragdo de calcio
extracelular) e uma fracao significativa fornecida por fontes internas, ou seja, o RS.



ABSTRACT

The present study anlyzed the in vivo and in vitro responses of the
ventricular myocardium obtained from Hoplerythrinus unitaeniatus acclimated and
tested at 25 °C. The in vivo heart rate (fg — bpm) was obtained (ECG recordings at lead
D of the electrocardiography) from electrodes inserted at cardiac region. Recordings of
the 1sometric contraction force (Fc — %) and time-dependent parameters (TPT — time to
peak tension; THR — time to half relaxation) were obtainded in vitro from ventricle
strips electrically paced in response to changes in stimulation frequency, extracelular
Ca™" and adrenaline concentrations, and ryanodine (blocker of the sarcoplasmic
reticulum — SR). The species presented resting fi; values of 29.3 £ 0.31 bpm. The
increase in twitch force following addition of crescent Ca®" concentrations to the
medium evidenced the importance of the extracellular Ca®" for the heart contraction.
Significant changes in the time-dependent parameters after increments in the Ca®'
extracellular concentration were not recorded. The post rest tension was analyzed with
and without addition of 10 uM ryanodine to the medium. A significant post rest
potentiation was recorded for the control preparations (100 to 168.3 = 11.44 %).
However, this post rest potentiation was inhibited by ryanodine (100 to 108.6 £ 4.7 %)).
The impact of increases in the imposed contraction frequency caused a decline of Fc,
TPT and THR in frequencies > 0.4 Hz. During increases in frequency, the pre-treatment
with ryanodine decreased force only at the highest frequency (38 % at 1.2 Hz), while
TPT decreased at 0.6 Hz and THR remained constant. The combination of ryanodine
and a tonic level of adrenaline (10 M) did not prevent the force decline as frequency
was increased. Adrenergic stimulation with a high level of adrenaline (10°° M) after pre-
treatment with ryanodine caused positive inotropy in a magnitude that ameliorated the
negative inotropic effect of ryanodine. In conclusion, H. unitaeniatus seems to present
well-developed intracellular stores of activator Ca®’, resembling those of mammals
rather than of terrestrial ectothermic vertebrates. As a difference, this species also
depends on extracellular sources of Ca®" which provide more flexibility to modulate the
contraction force.
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1. INTRODUCAO

Os peixes sdo os vertebrados que apresentam maior diversidade e nimero
de espécies. De acordo com WOOTTON (1990), aproximadamente 30.000 espécies de
peixes ocupam uma grande diversidade de habitats, que variam amplamente tanto em
relacdo as condigdes abidticas (temperatura, O, dissolvido, pH, profundidade,
iluminacdo etc) quanto bidticas (disponibilidade de alimento, competicdo, predagdo
etc). Tais caracteristicas fazem com que a demanda imposta ao coragdo desses animais
varie consideravelmente, resultando em uma ampla gama de modificagdes na
morfologia e fisiologia de seus sistemas cardiovasculares (TIITU, 2002).

Os regimes ambientais de ampla variacdo aos quais os peixes estdo
sujeitos impdem a necessidade de regulagdo da contratilidade cardiaca e,
conseqiientemente do acoplamento excitagdo-contracdo (acoplamento E-C). A
temperatura provavelmente constitui-se no fator ambiental predominante (BENNETT,
1984), apesar de estudos acerca de sua influéncia sobre a contratilidade cardiaca terem
sido quase exclusivamente desenvolvidos com espécies endotérmicas, nas quais o
musculo cardiaco trabalha in vivo em uma temperatura essencialmente constante
(HOVE-MADSEN, 1992).

Apesar da maioria dos estudos analisando a performance cardiaca de
peixes e os processos a ela relacionados terem sido desenvolvidos com espécies de
ambiente temperado (HOVE-MADSEN et al., 1998, 2001; BAILEY et al., 2000;
HARWOOD et al., 2000; SHIELS & FARRELL, 2000; HOVE-MADSEN et al, 2001;
TITU & VORNANEN, 2002, 2003; VORNANEN et al., 2002) estudos mais recentes
realizados com peixes de ambientes tropicais (COSTA et al., 2000, 2002, 2004;
RIVAROLI, 2002; OLLE, 2003; ANELLI Jr. et al., 2004) indicam haver importantes
diferencas no modo como se da o acoplamento E-C cardiaco de acordo com o ambiente
térmico em questao, bem como conseqiiéncia da amplitude de variagdo térmica a qual o
animal é sazonal ou diariamente submetido em seu ambiente natural. Assim, torna-se
imprescindivel ampliar o conhecimento de mais espécies tropicais, 0 que se constitui na

proposta do presente estudo.
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1.1. Acoplamento Excita¢cdo-Contraciao Cardiaco

Levando-se em conta a provavel diferenga existente entre o coragdo de
espécies endotérmicas e ectotérmicas no que concerne as contribuigcdes relativas do
fluxo de calcio através da sarcolema (SL) e também de sua liberagdo e tomada pelo
reticulo sarcoplasmatico (RS), torna-se imprescindivel o conhecimento do acoplamento
E-C em peixes.

Segundo DRIEDZIC & GESSER (1994), os mecanismos contrateis, ou
seja, a interagdo actomiosinica e sua regulacao pelo célcio, parecem ser similares nos
diferentes grupos de vertebrados (BERS, 2001). Porém, distingdes anatomicas e
estruturais existentes no coragdao de peixes, como um RS esparso, auséncia de tibulos
transversos (tibulos-T), midcitos relativamente pequenos e miofibrilas perifericamente
arranjadas, sdo a base de importantes diferencas fisioldgicas, particularmente em relagdo

a origem do célcio a ser utilizado pelo aparato contratil (TIBBITS et al., 1991; figura 1).

FIGURA 1 - Fotomicrografia eletronica de um corte transversal do miocito ventricular
de carpa cruciana, Carassius carassius (aumento de 12.000 vezes). As
setas apontam para o RS, pobremente desenvolvido. Notar o pequeno
didmetro dos miocitos (5,78 £ 0,11 um), associado a auséncia de tibulos-T
e a disposicao periféricas das miofibrilas (modificado de VORNANEN,
1997).
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FABIATO (1983) propos que, em mamiferos, o influxo transarcolemal de
célcio, através da troca Na“/Ca® (NCX) e de canais voltagem-dependentes tipo L
(lentos), dispara a liberacao de uma quantidade ainda maior deste ion do RS, através de
canais de calcio denominados canais de rianodina, mecanismo denominado liberagdo de
calcio calcio-induzida (BERS, 1991; FRANK et al., 2003). No entanto, a quantidade de
calcio removida da célula durante o relaxamento ¢ a mesma que entra pela SL a cada
batimento, sendo que a célula ndo ganha nem perde ions calcio (BERS, 2002).

Apesar do fato da magnitude do influxo de célcio através dos canais
lentos da sarcolema ser varidvel entre as espécies de mamiferos, a maioria dos estudos
indica que este ¢ insuficiente em magnitude para suportar a contragio (CHAPMAN,
1983; BERS, 2001). Assim, o calcio liberado do RS constitui a fonte principal deste ion
para a contracdo no cora¢do de todos os mamiferos estudados (WIER, 1990).

Por outro lado, no coracdo dos vertebrados inferiores a situagdo parece
ser muito diferente (figura 2). TIBBITS et al. (1991) sugeriram que no miocardio de
anfibios, o calcio liberado do RS ndo ¢ significativo para a contragdo, além de ter sido
contestada a ocorréncia de liberagdo de calcio calcio-induzida no ventriculo destes
animais (FABIATO, 1983).
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FIGURA 2 - Esquema geral do mecanismo de acoplamento E-C do musculo cardiaco,
comparando o modelo existente em mamiferos (A) com o proposto para
teleosteos (B). A figura também ilustra algumas diferengcas entre a
estrutura dos miocitos de peixes e mamiferos, como variagdes no didmetro
das células, distribuicdo e abundancia do RS e existéncia de tabulos-T. As
linhas pontilhadas sugerem um possivel papel das fontes de célcio. DHPR:
canal de dihidropiridina; SL: sarcolema; RS: reticulo sarcoplasmatico
(modificado de TIBBITS et al., 1992a).
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A contragcdo ventricular tanto em anfibios (BERS, 1985) quanto na
maioria dos-teledsteos (HOVE-MADSEN & GESSER, 1989; MOLLER-NIELSEN &
GESSER, 1992, KEEN et al., 1994; GESSER, 1996; RANTIN et al., 1998; COSTA,
2000) parece ser relativamente insensivel a rianodina, mesmo em concentragdes que
comprovadamente bloqueiam a liberagao de calcio do RS, quando os experimentos sao
conduzidos utilizando-se freqiiéncias estimulatorias e temperaturas dentro da faixa
fisioldgica.

Devido a essas observacdes, associadas a existéncia de uma maior razao
superficie/volume — a qual também proporciona uma maior densidade de canais L
(THOMAS et al., 1996) —, ¢ de se esperar que no coragdo de vertebrados inferiores o
transporte transarcolemal de célcio seja suficiente para permitir a contracdo
(VORNANEN, 1997), a menos que outra organela, como a mitocondria, seja capaz de
contribuir com a regulacdo batimento-a-batimento da concentragdo intracelular de
calcio. Essa possivel contribuicdo direta da mitocondria tem sido descartada para o
coragdo de mamiferos, baseada em uma variedade de argumentos cinéticos e
farmacoldgicos (BASSANI et al., 1996). Contudo, a validade destes argumentos ainda
necessita ser testada em peixes. Pelos motivos anteriormente mencionados, o papel do
RS na geragdo da tens@o no coracdo de vertebrados inferiores ¢ normalmente
desconsiderado (TIBBITS et al., 1990; MOLLER-NIELSEN & GESSER, 1992).

Por meio dos argumentos anteriores, pode-se constatar que, embora o
miocardio ventricular dos peixes teledsteos contenha basicamente todos os componentes
celulares para o acoplamento E-C observados em mamiferos, a interacao exata e o papel
desempenhado por cada um dos componentes na geracao de for¢ca ainda nao foram
totalmente elucidados. Em particular, a importancia relativa das fontes de célcio para a
ativagdo contratil no miocardio ventricular dos teledsteos (i.e., influxo transarcolemal
versus liberacdo pelo RS) ndo foi claramente definida e apresenta peculiaridades que
variam entre as espécies (COSTA et al., 2000; ANELLI JR et al., 2004).

Além disso, estudos ultraestruturais indicaram haver uma variabilidade
interespecifica na estrutura e complexidade do RS do coragdo de teledsteos oriundas
ndo apenas de diferencas quanto ao grau de desenvolvimento desta organela, como
também da sua capacidade de armazenamento de célcio, densidade e disposi¢do dos
canais de rianodina, subtipos e diferenciagdo da atividade de bombas e canais idnicos
(THTU & VORNANEN, 2003).
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1.2. Relaxamento Cardiaco

TIBBITS et al. (1992a) destacam que, teoricamente, a diminui¢do do
calcio livre pode ser obtida por sistemas de transporte localizados em 3 diferentes
compartimentos: 1) a bomba de célcio do RS; 2) o NCX ¢ a bomba de célcio (Ca*'-
ATPase) da SL; e, 3) a mitocondria.

No coragdo de mamiferos, a bomba de calcio do RS e o NCX da SL sao
0s principais mecanismos para reduzir a concentragdo citosolica de célcio a fim de
induzir o relaxamento maximo. De acordo com BERS (2002), sob condi¢des normais,
cerca de 70% do célcio ¢ removido pelo RS através da bomba e, o restante, pelo NCX
sarcolemal. Além disso, a bomba de calcio da SL e a tomada mitocondrial de calcio
aparentemente desempenham um papel muito reduzido no relaxamento cardiaco de
mamiferos (BASSANI et al., 1996; MARENGO et al., 1997).

Os peixes, por sua vez, devido ao fato de apresentarem um RS
relativamente menos desenvolvido e uma maior razdo superficie/volume, diferem dos
mamiferos em termos da contribuicdo relativa dos mecanismos para a movimentacao de
calcio também no relaxamento cardiaco. Nos vertebrados inferiores, o influxo
transarcolemal relativamente grande de célcio ¢ removido do citosol, durante o
relaxamento cardiaco, basicamente através do NCX ¢ da bomba de calcio sarcolemais
(THOMAS et al., 1996), o primeiro constituindo-se no principal mecanismo em
teleosteos (TIBBITS et al., 1991; DRIEDZIC & GESSER, 1994). Portanto, durante o
ciclo cardiaco de peixes podemos observar uma importancia reduzida do RS tanto como
fornecedor quanto como armazenador de calcio, o oposto ocorrendo com a SL.

A relagdo entre for¢a isométrica méxima e freqiiéncia de contragdo ¢
documentada para diversas espécies de peixes. Em tiras ventriculares da maioria dos
teledsteos, um aumento na freqiiéncia de contragdo reduz a duragdo do estado ativo,
diminui a tensdo isométrica maxima e, a maiores freqiiéncias, a taxa de contragdo
(DRIEDZIC & GESSER, 1985; VORNANEN, 1989). Essa relagdo inversa entre tensao
isométrica maxima e a freqiiéncia de contracdo na maioria dos teledsteos ¢ referida
como um efeito escada (“staircase”) negativo. Esta tendéncia a uma relagdo forca-
freqliéncia negativa tende ainda a ser acentuada por elevacdes da temperatura na faixa
de 5a25° C (HOVE-MADSEN, 1992).

Segundo DRIEDZIC & GESSER (1985), a razdo da ocorréncia de uma
relacdo forca-freqiiéncia negativa apresentada pela maioria dos teledsteos estd
relacionada ao controle intracelular de célcio, evidenciando uma menor capacidade de

obtencdo de célcio livre a partir de reservas intracelulares nestes animais, associada a
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mecanismos sarcolemais de transporte deste ion insuficientes do ponto de vista
funcional para a manutencdo do inotropismo a elevadas taxas de estimulagdo
determinando indiretamente o grau de (in) eficacia do acoplamento E-C no musculo
cardiaco.

Por tudo o que foi descrito anteriormente, fica claro que a contribuicao
relativa do meio extracelular e do RS como fornecedores de calcio varia grandemente
entre as diferentes espécies. Tal contribuicdo pode ser examinada utilizando-se a
rianodina, que se liga aos canais do RS e inibe a liberacdo de célcio. Varias espécies de
peixes como a carpa-cruciana (Carassius carassius - VORNANEN, 1989), o bacalhau-
do-atlantico (Gadus morhus — DRIEDZIC & GESSER, 1988), a tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus - COSTA et al., 2000), e o gobideo-de-po¢a-de-maré
(Bathygobius soporator - RANTIN et al., 1998) mostraram-se insensiveis a rianodina.
Em espécies ativas, contudo, a rianodina reduziu o desenvolvimento de for¢a em ~20%
(cavala — Scomber scombrus - SHIELS & FARRELL, 2000) e ~40% (atum - Thunnus
albacares - SHIELS et al., 1997). Além disso, a sensibilidade a rianodina pode ser
frequéncia-dependente e temperatura-dependente, como na truta, sendo maior em
freqliéncias sub-fisiologicas e altas temperaturas (KEEN et al., 1994; HOVE-MADSEN
et al. 1998).

Dessa forma, para as espécies acima citadas, parece haver uma forte
correlagdo entre nivel de atividade, elevadas temperaturas e baixas freqiiéncias de
estimulagdo e a presenca de um RS funcional. No entanto, estudos realizados com
espécies neotropicais indicaram grandes diferengas em relacdo a funcionalidade dessa
organela como fornecedora de célcio para a contragao.

ANELLI JR. (2002), estudando o pacu, Piaractus mesopotamicus,
encontrou uma reducdo de aproximadamente 40% na forga de contragdo (Fc) a 25 °C
(freqiiéncia de estimulacdo de 0.2 Hz) apés aplicagdo de rianodina. RIVAROLI (2002),
também trabalhando em 25 °C e 0.2 Hz, encontrou redugdes na Fc de 39% para a traira,
Hoplias malabaricus, 32% para o curimbatd, Prochilodus lineatus ¢ 17% para o
cascudo Hypostomus regani ap6s a aplicagdo de rianodina. A evidéncia de um reticulo
sarcoplasmatico funcional na temperatura em que a espécie ocorre naturalmente so tinha
sido descrita para tiras atriais do atum (KEEN et al., 1992).

Além de demonstrar a funcionalidade do RS sob condigdes fisioldgicas
de temperatura e freqiiéncia de estimulacdo, o estudo de RIVAROLI (2002) indica que
a relagdo entre funcionalidade do RS e nivel de atividade ndo ¢ totalmente aplicavel

para espécies neotropicais, uma vez que a traira e o cascudo sao espécies sedentarias.
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Uma hipétese para a presenga de RS funcional nas espécies estudadas por
RIVAROLI (2002) e ANELLI Jr. (2002) pode ser a posi¢ao sistemdtica em que se
encontram. Revisando a filogenia dessas espécies, foi possivel se constatar que todas
pertencem a superordem OSTARIOPHYSI. Da mesma forma, a carpa, estudada por
CHUGUN et al. (1999) também apresentam RS funcional e pertencem a esta
superordem, sugerindo que esta seja uma caracteristica comum aos OSTARIOPHYSI,
especialmente os neotropicais.

Reforgando essa hipdtese, temos que peixes que ndo apresentaram
sensibilidade a rianodina pertencem, em sua maioria a outras superordens de teledsteos.
A tilapia-do-nilo, o emboré, o linguado e o sea-raven pertencem a superordem
ACANTHOPTERYGII e o bacalhau, insensivel a rianodina, e a truta, sensivel em
condi¢des nao fisiologicas, pertencem a superordem PROTOACANTHOPTERYGIL.

Excecdes a essa regra seriam os membros da familia Scombridae. Os
atuns Katsuwonus pelamis (KEEN et al. 1992) e Thunnus albacares (SHIELS et al.,
1997) e a cavala Scomber japonicus (SHIELS & FARRELL, 2000) apresentaram RS
funcional mesmo pertencendo a superordem ACANTHOPTERYGII. Neste caso,
porém, a presenca de RS funcional parece mais relacionada ao alto grau de atividade de
suas espécies, constituindo-se em uma caracteristica adaptativa desta familia.

Numa tentativa de ampliar o nimero de espécies analisadas, o presente
trabalho propde-se a estudar o teledsteo tropical jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus, um
ostariofiseo de habito relativamente sedentario, que se encontra amplamente distribuido

no Brasil.
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1.3. Objetivos

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de elucidar alguns

dos mecanismos intracelulares envolvidos com a regulag@o do calcio no acoplamento E-

C do miocardio ventricular do teledsteo neotropical jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus.

Para tanto, as seguintes respostas foram analisadas:

a)

b)

Respostas cronotropicas do miocardio ventricular por meio de registros
eletrocardiograficos da freqiiéncia cardiaca in vivo em condi¢des de repouso, na
temperatura de aclimatacao (25 °C);

Efeito do tempo (40 minutos) sobre as respostas inotrdpicas das tiras
ventriculares eletricamente estimuladas a 0,2 Hz a 25 °C para verificar a possivel
ocorréncia de uma deterioragdo tempo-dependente da for¢a de contragdo;
Importincia do célcio extracelular para o acoplamento E-C do miocardio
ventricular a 25 °C, por meio do estudo do efeito da adicdo de concentragdes
crescentes de calcio ao meio extracelular;

Efeito da adrenalina sobre o desenvolvimento de forca das tiras ventriculares,
analisando as provaveis causas e conseqiiéncias das respostas obtidas.

Efeito de uma pausa diastdlica prolongada sobre o desenvolvimento de forga das
tiras ventriculares da espécie a 25 °C com e sem o tratamento prévio com 10 pM
de rianodina, determinando indiretamente a importancia do RS a freqiiéncias
subfisiologicas;

Efeitos do aumento da taxa de estimulacdo sobre a for¢a de contracdo e sobre os
processos tempo-dependentes (tempos para que o pico maximo de forca fosse
atingido -TPT e para 50 % de relaxamento -THR) de tiras ventriculares em
condi¢des controle ¢ submetidas ao tratamento com concentragdes tonica (10
M) e aguda (10° M) de adrenalina previamente tratadas ou nio com 10 pM de

rianodina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Foram utilizados 30 espécimes (Wt = 182,68 £ 7,12 g) adultos de ambos
os sexos de jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus (figura 3).

Os fatores determinantes para a escolha desta espécie foram, dentre
outros, o fato de ser uma espécie nativa, tipicamente neotropical, sua importincia
bioldgica na fauna local, facilidade de coleta e manutengdo em condigdes de laboratorio
e principalmente, por pertencer a superordem OSTARIOPHYSI. Além disso, a traira,
Hoplias malabaricus, também pertencente a familia Erythrinidae, ja foi estudada por
OLLE (2003), oferecendo uma excelente oportunidade para o estudo comparativo da

funcionalidade do RS miocardico de espécies filogeneticamente aparentadas.

FIGURA 3 — Jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus.

2.1.1. Posicao Sistematica da Espécie

A espécie em questdo ocupa a seguinte posicdo sistematica (SPIX &
AGASSIZ, 1829):

Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterigii
Divisdo: Teleostei
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Characiformes
Familia: Erythrinidae
Género: Hoplerythrinus
Espécie: Hoplerythrinus unitaeniatus
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2.1.2. Breves Consideracdes Sobre a Espécie Estudada

Segundo GODOY (1975), a familia Erythrinidae provavelmente ¢ a mais
antiga de todas as Cypriniformes vivas, sendo relativamente pequena entre oS
Characiformes, por ser composta por trés géneros: Erythrinus; Hoplerythrinus e
Hoplias, todos endémicos as Américas do Sul e Central. Os representantes do género
Hoplias, popularmente conhecidos como trairas e trairdes, possuem respiracao
exclusivamente aquatica e representam o género mais difundido, ocorrendo em
diferentes latitudes. Os dois outros géneros possuem respiracdo aérea facultativa
(FOWLER, 1950).

Hoplerythrinus unitaeniatus, a Gnica espécie citada para esse género, ¢
vulgarmente conhecida por “jeju” (Ceard, Amazonas), “lu” (Piaui), “traira” e “traira-
pixuna” (NOMURA, 1984). A distribuicdo geografica do género Hoplerythrinus
abrange o Peru, Bolivia, Venezuela, Guiana, Paraguai e Brasil (GODOY, 1979).
Erythrinus e Hoplerythrinus sdo considerados géneros monotipicos representados,
respectivamente, pelas espécies Erythrinus erythrinus e Hoplerythrinus unitaeniatus
(GERY, 1977).

Hoplerythrinus unitaeniatus ¢ um predador “de espreita”, chegando a
medir 35 cm de comprimento. Caracteriza-se por apresentar osso maxilar alongado,
com sua extremidade bem atrds da margem posterior do olho; nadadeira dorsal baixa em
ambos os sexos; nadadeira caudal plana; faixa escura longitudinal percorrendo o flanco;
presenga de mancha caudal e ocelo opercular; linha lateral apresentando mais que trinta
e duas escamas, e nadadeira dorsal arredondada (AZEVEDO & GOMES, 1943; GERY,
1977).

Do ponto de vista fisiologico, Hoplerythrinus unitaeniatus ¢ uma espécie
bastante interessante por apresentar como 6rgao de respiragdo aérea acessoOria a bexiga
natatoria ricamente vascularizada, o que lhe confere uma grande resisténcia a periodos
ocasionais de estiagem (AZEVEDO & GOMES, 1943).

O jeju ¢ bastante semelhante morfologicamente a traira (Hoplias
malabaricus), a despeito de ndo apresentar sua agressividade. E uma espécie bastante
resistente, ndo exigindo freqiientes trocas de agua quando mantido em tanques. E
usualmente pescado durante o ano todo com redes, peneiras, nos remansos dos rios,
corixos e lagoas marginais, especialmente nas margens entre a vegetacdao aquatica. Pode
também ser coletado com varas de pesca, linha fina e iscas naturais, como minhocas e

pedagos de peixe.
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2.2. Métodos
2.2.1. Coleta e Manutencao em Laboratorio

Os jejus foram coletados em estagdes de piscicultura localizadas na
cidade de Bataguassu/MS, acondicionados em caixas de transporte com capacidade de
25 a 50 litros e imediatamente transportados ao Laboratério de Zoofisiologia e
Bioquimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal de Sao Carlos.

Em laboratério, os peixes foram mantidos em tanques de 1000 litros
dotados de circulagdo continua de agua (1,2 I/min) e temperatura controlada (25 + 1 °C)
por, no minimo, 45 dias. Estudos prévios (KALININ, 1996) demonstraram que esse
periodo ¢ suficiente tanto para a recuperacdo do estresse decorrente da coleta e
transporte, como para a aclimatacdo as condigdes laboratoriais. Os peixes foram
alimentados ad libitum com ragdo comercial peletizada ou filés de peixe fresco, sendo
que os animais utilizados nos experimentos in vivo tiveram alimenta¢do suspensa 24

horas antes de sua utilizagao.

2.2.2. Preparacoes Experimentais
2.2.2.1. Experimentos in vivo

As preparagdes empregadas para a obtengdo dos eletrocardiogramas
(ECG) para analise da freqiiéncia cardiaca foram baseadas na metodologia utilizada por
GLASS et al. (1991) e adaptada por RANTIN et al. (1993).

Os animais foram pesados ¢ medidos e entdo imersos, por cerca de 15
min, em uma solucdo de benzocaina 0,01% (CoH;1NO;, — Labsynth). Isto proporcionou
um nivel adequado de anestesia, enquanto os movimentos respiratorios espontaneos
foram preservados.

Imediatamente apos a anestesia, os animais foram transferidos para uma
mesa cirargica para implantacao dos eletrodos ativos (ou exploradores) a fim de se obter
os tragos eletrocardiograficos. Durante a cirurgia, um eletrodo positivo foi introduzido
na regido mediana do corpo préximo ao coragdo e o eletrodo negativo foi inserido mais
abaixo, na mesma direcdo do primeiro. Os eletrodos foram suturados com 2 pontos
cirargicos na musculatura corporea para evitar seu deslocamento. Um terceiro eletrodo,
de referéncia, foi colocado na 4gua da camara experimental. Os eletrodos foram

conectados ao acoplador universal de um registrador Narcotrace 40 (Narco Bio
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Systems, Houston, TX, EUA). Essa preparacdo permitiu a obtencdo de registros
similares aqueles observados na derivacao I (Dy) da eletrocardiografia padrao.

ApOs a cirurgia, os animais foram introduzidos em uma camara de
contengdo e transferidos para o tanque experimental (figura 4), no qual a agua foi
mantida com oxigenagdo continua (normoxia) na temperatura de aclimatagao (25 °C).
Seguiu-se entdo um periodo de recuperagdo minimo de 24 horas, apds o qual o
protocolo experimental foi desenvolvido. A temperatura foi ajustada por um termostato
FAC-TempControl (FAC, Sao Carlos, SP, Brasil).

Apo6s o periodo de recuperacdo, a freqiiéncia cardiaca (fi;) foi registrada
na temperatura de aclimatacdo (25 °C). Registros com a durag¢do de 5 min foram obtidos
a cada 30 min, até que se completassem 2 horas de experimento. A fi; foi expressa em

batimentos cardiacos por minutos (bpm).

FIGURA 4 - Esquema do sistema experimental utilizado nos experimentos in vivo. a:
tanque experimental; b: camara de contencao; c: visor acrilico; d: eletrodo
ativo; e: eletrodo de referéncia; f: eletrodo terra; g: fluxdmetro de gas; h:
termostato; i: reservatorio de agua; j: bomba para circulacdo de agua no
tanque experimental. As setas indicam a dire¢do de fluxo de agua no
sistema. (Modificado de KALININ, 1996).
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2.2.2.2. Experimentos in vitro

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

Os animais foram sacrificados por meio de uma forte pancada na regiao
cefalica e pesados. O coragdo foi retirado e colocado em solugdo fisioldgica gelada
propria para peixes teledsteos, com a seguinte composi¢ao: 100 mM de NaCl, 10 mM
de KCI, 1,2 mM de MgSOy4, 1,5 mM de NaH;PO4, 27 mM de NaHCO3, 1,25 mM de
CaCl; e 10 mM de glicose.

Cada tira — com diametro de 1 a 2 mm e, no maximo, 0,5 cm de
comprimento — foi transferida, imediatamente apds a preparagdo, para um banho
contendo 30 ml de solugdo fisioldgica ja termostatizada a temperatura de 25 °C e dotado
de borbulhamento constante de mistura carbogénica (98 % O, e 2 % CO, — White
Martins) (figura 5). A 25 °C esta solugdo resultou num pH de 7.4.

Uma extremidade da tira foi fixada, com linha cirtrgica (0,7/6-0 —
Ethicon), a um gancho de platina construido na parte terminal de um eletrodo de
estimulacao.

A outra extremidade foi conectada, também com linha cirrgica, a um
transdutor de forga isométrica LETICA TRI 210 (LETICA Scientific Instruments) para
que o registro da contragdo isométrica pudesse ser efetuado por um fisiografo Narco
Narcotrace 40 (Narco Bio-Systems). 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 geram pulsos elétricos
quadrados com 8 ms de duracdo e uma voltagem 50 % superior aquela que atingir o
limiar da resposta mecanica, permitindo assim a estimulagdo elétrica das tiras para o
desenvolvimento da for¢a de contracao a diferentes taxas.

As tiras foram entdo estimuladas a uma freqiiéncia constante de 0,2 Hz
(0,2 pps ou 12 bpm) e estiradas, utilizando-se um micromanipulador, para aumentar a
distancia entre o transdutor e o gancho de fixacdo até que uma relagdo constante entre o
comprimento da preparagdo e o pico da forca de contragdo fosse obtida. Este pequeno
estiramento foi feito numa tentativa de diminuir o impacto da orientacdo celular
indefinida da prepara¢do (GESSER, 1996).

Depois da estabiliza¢do, seguiu-se um periodo de repouso de 40 minutos,

apods o qual os diferentes protocolos experimentais foram aplicados, incluindo elevagdo
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da taxa de estimulacdo, alteracoes do contetido de calcio e adicdo de adrenalina e

rianodina.

para o registrador <
— transdutor isométrico de forga

R |
Sstirmulziclgg I 3 ]

dad bogéni haste metalica para
entrada de carbogénio 1 estiramento da tira ventricular
o —
saida de agua << 1
—— jaqueta termostatizada
eletrodos de ® E tira ventricular
estimulagéo .
— 1 = {— entrada de 4gua
dispersor de — J
carbogénio D—
e saida de solugéo fisiolégica

torneira para
troca de solugéo
fisiolégica

FIGURA 5 - Esquema da preparacdo utilizada para as medidas da contragdo das tiras
ventriculares (Modificado de COSTA, 2004).

2.2.3. Protocolos Experimentais

Todos os protocolos experimentais descritos abaixo foram realizados na

temperatura de aclimatacao (25 °C).

2.2.3.1. Efeito do Tempo de Exposi¢ao

Preparagdes pares foram mantidas em um banho contendo 1,25 mM de
Ca”" durante um periodo de 40 minutos, durante o qual a for¢a de contragio isométrica
a taxa de estimulacao constante de 0,2 Hz foi registrada ininterruptamente.

Utilizando-se tal protocolo, avaliou-se a possivel ocorréncia de uma

deterioragdo da forca de contragdo isométrica no decorrer do periodo experimental.

2.2.3.2. Efeito do Aumento da Concentraciao de Calcio

Os pares de tiras ventriculares foram estabilizados a 0,2 Hz em um banho

contendo 1,25 mM de CaCl,, por um periodo de aproximadamente 40 min. Apds este
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periodo, foram efetuados registros do desenvolvimento de for¢a isométrica das tiras por
3 min. A seguir, as concentra¢des de CaCl, de uma das tiras foram elevadas em 2 mM.
Os registros de forca de contracdo isométrica em cada concentracao de Ca®*" foram
realizados até que a mesma produzisse seu efeito completo e, entdo, eram acrescentados
ao banho mais 2 mM de Ca”". Esse protocolo foi repetido até que ndo se observasse

efeito significativo da nova adi¢do de Ca®" sobre a forca contratil.

2.2.3.3. Efeito da Rianodina em Steady-State

Apo6s o periodo de estabilizagdo das tiras ventriculares de jeju a
25 °C na freqiiéncia de 0,2 Hz, foram adicionados ao banho experimental 10 uM de
rianodina (CysH3sNOg — Sigma), e as respostas contrateis (Fc) e pardmetros tempo-
dependentes (TPT e THR) foram registrados ininterruptamente.

A rianodina foi dissolvida em agua destilada em uma concentracao
adequada e entdo mantida congelada (-18 °C) ja nas doses necessarias para cada
experimento a fim de evitar que a mesma fosse descongelada mais de uma vez antes do
uso.

THOMAS et al. (1996) propuseram que a rianodina, um alcaloide neutro
retirado do vegetal Ryania speciosa (JONES et al.,, 1979), se liga especifica e
irreversivelmente aos canais de liberacdo de calcio do RS e, quando utilizada em
concentragdes micromolares (10-300 uM), provoca uma diminui¢do da condutancia
destes canais ao calcio (CORONADO et al., 1994), bloqueando-os e assim inibindo a
funcdo do RS como fornecedor de cdlcio ao aparato contratil do musculo cardiaco.
Dessa forma, a rianodina, na concentragdo utilizada no presente estudo (10 uM), tem
sido amplamente utilizada para o teste da importancia funcional do RS no acoplamento
E-C de diversos vertebrados, inclusive peixes (DRIEDZIC & GESSER, 1988; TIBBITS
et al,, 1991; HOVE-MADSEN, 1992; KEEN et al., 1992, 1994; GESSER, 1996;
TIBBITS, 1996; VORNANEN, 1996a,b; RANTIN et al., 1998; LILLYWHITE et al.,
1999; SHIELS et al., 1999; ANELLI Jr. et al., 2004; COSTA et al., 2004).

Dessa forma, este protocolo foi desenvolvido com o objetivo de verificar
um possivel papel do RS na ciclagem de calcio na musculatura ventricular da espécie a

uma taxa constante de estimulagao.
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2.2.3.4. Efeito da Adrenalina em Steady-State

Seguindo-se um periodo de 40 min ap6s a adi¢do de 10 uM de rianodina,
foram adicionadas ao banho concentragdes crescentes de adrenalina (CoH;3sNO; —
Merck), a saber: auséncia de adrenalina, mas com adi¢do prévia de rianodina (CTRL),
10° M de adrenalina (BA+RIAN), 10° M de adrenalina (AA+RIAN). De acordo com
SHIELS et al. (1997), estas concentracdes de adrenalina correspondem as concentragdes
deste agonista geralmente observadas no plasma de peixes em condi¢des de repouso e
de estresse, respectivamente.

Cada concentracdo de adrenalina era mantida por um periodo minimo de
3 min, ou até que a adrenalina tivesse exercido seu efeito inotrépico completo, sendo
que as respostas inotrdpicas (Fc) e os processos tempo-dependentes (TPT e THR) foram
analisados para cada concentragdo.

Solugdes estoque de adrenalina em concentragdes adequadas (107 ¢ 107
M) eram previamente preparadas e mantidas sob refrigeragdo (4 °C). No momento de
cada experimento eram acrescentadas ao banho as quantidades necessarias de cada
estoque para perfazer as diferentes concentragdes utilizadas neste protocolo.

A utilizagdo da adrenalina como o Unico agonista adrenérgico deveu-se
ao fato desta substincia, segundo alguns estudos desenvolvidos com peixes
(CAMERON & BROWN, 1981; GRAHAM & FARRELL, 1989) ser cerca de 10 vezes
mais eficaz que a noradrenalina na estimulacdo dos P-adrenorreceptores cardiacos de

peixes.

2.2.3.5. Tensao Pos-Pausa

Este procedimento foi conduzido com o intuito de fornecer uma nogao da
capacidade de armazenamento intracelular de Ca®" durante uma pausa diastolica
prolongada e nao fisioldgica.

Inicialmente, os pares de tiras 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 estimulagdo elétrica apos o qual as tiras foram novamente estimuladas. A primeira
contragdo registrada apds o primeiro estimulo foi considerada a tensao pds-pausa, como

pode ser observado na figura 6.
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FIGURA 6. Representacao do registro de for¢a de contracdo isométrica antes e depois
de uma pausa diastolica prolongada, mostrando a potenciacdo da mesma.
(Modificado de ANELLI-JR, 2002).

Com o objetivo de determinar a importancia funcional do RS na espécie,
o protocolo experimental acima descrito foi repetido, porém um dos banhos recebeu 10

% M de rianodina 40 min antes do inicio do experimento.

2.2.3.6. Relacao Forca-Freqiiéncia

Preparagdes pares sofreram progressivos aumentos na taxa de
estimulacdo, a partir de 0,2 Hz (12 bpm), até que todos os registros obtidos se tornassem
irregulares. Apos cada incremento na taxa de estimulagdo, foram efetuados registros em
alta velocidade durante 15-20 segundos para as medidas de possiveis variacdes na
dinamica do ciclo contragdo/relaxamento (tempo para o pico de tensdo e tempo para
50% do relaxamento). Estas preparagdes foram denominadas preparagdes controle
(CTRL).

O grau de envolvimento do RS no desenvolvimento de tensdo foi
avaliado pela aplicacdo de 10 uM de rianodina as preparagdes CTRL. Estas preparacoes
passaram a receber o nome de rianodina (RIAN).

Adicionalmente, devido ao fato da adrenalina estar presente em
concentragdes tonicas nanomolares na circulagdo de peixes em repouso quando o tonus
cardiaco in vivo e in vitro ¢ preservado (SHIELS & FARRELL, 2000), a série
experimental acima descrita foi repetida em presenca de 10° M de adrenalina,
considerada como nivel tonico (Baixa Adrenalina + Rianodina — BA + RIAN), e 10° M
de adrenalina, correspondente ao nivel adrenérgico plasmatico durante estimulacdo
adrenérgica maxima (SHIELS & FARRELL, 2000) (Alta Adrenalina + Rianodina — AA
+ RIAN).
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2.3. Analise dos Resultados

2.3.1. Forma de Apresentacao dos Dados

Os resultados obtidos no presente estudo serdo apresentados como

valores médios + 1 erro padrdo da média (Média = 1 E.P.M.) e serdo representados da

seguinte forma:

a) Freqliéncia Cardiaca in vivo (fu): expressa em batimentos cardiacos por minuto

(bpm).

b) Forca de Contragdo (Fc): Expressa em porcentagem. Os valores de Fc obtidos em um

mesmo protocolo experimental foram normalizados em relagdo aos valores iniciais,

aos quais foram comparados. Adicionalmente, os pontos correspondentes de

diferentes protocolos experimentais também foram comparados entre si:

Nos experimentos nos quais foi analisado o efeito do tempo, os valores obtidos
apos 40 minutos foram representados como uma porcentagem da forca de
contracdo observada no inicio do experimento (tempo 0);

Nos experimentos nos quais foi analisado o efeito da rianodina e de incrementos
na concentracdo de calcio extracelular ou de adrenalina, os valores obtidos
foram representados como uma porcentagem da forga de contragdo observada na
menor concentracio extracelular de Ca*" (1,25 mM). Os valores de Fc obtidos
na auséncia de adrenalina ¢/ou rianodina (CTRL) foram considerados 100% de
forca, aos quais foram entdo normalizados os valores subseqiientemente para os
demais tratamentos (RIAN; BA + RIAN e AA + RIAN) nos experimentos de
forca-freqiiéncia (ver abaixo);

Tensdo Pos-Pausa: os valores da tensdo pos-pausa na presenga ou auséncia de
rianodina foram dados como uma porcentagem da ultima contrag¢do registrada
anteriormente ao repouso (pré-pausa).

Nos experimentos nos quais foi analisado o efeito do aumento da freqiiéncia de
estimulagdo das tiras ventriculares sobre o desenvolvimento de for¢ca (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 12 bpm).

¢) Cinética da Contracao:

Tempo para o Pico de Tensdo (TPT — Time to Peak Tension): expresso em
porcentagem. 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 porcentagem e analisados como descrito para o TPT.

A representacdo de um registro de contracdo isométrica obtido em alta

velocidade ¢ mostrada na figura 7.

Tensao (%)
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FIGURA 7 - Esquema mostrando as varidveis medidas no registro de for¢a de contragdo
isométrica no presente estudo. Fc: Forga de contragdo; TPT: Tempo para
que o pico maximo de forga seja atingido; THR: Tempo necessario para
que ocorra 50 % do relaxamento (Modificado de ANELLI Jr, 2002).

2.3.2. Tratamento Estatistico dos Dados

Os seguintes tratamentos estatisticos foram adotados para a anélise dos
dados obtidos no presente estudo, os quais foram analisados com o auxilio do GraphPad
Instat (versao 3.0):

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 diferencas
estatisticas significativas entre pontos correspondentes de diferentes protocolos

experimentais. Nivel de significancia: p < 0,05.
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3. RESULTADOS
3.1. Freqiiéncia Cardiaca In Vivo

O valor médio da freqiiéncia cardiaca in vivo (fu — bpm) de jeju, H.

unitaeniatus, (n = 10; Wt =179,3 £ 12,8g) foi de 29,3 £ 0,31 bpm.

3.2. Efeito do Tempo de Exposicao

A tabela 1 apresenta os valores médios da forca de contragdo (Fc — mN/mm?) e
dos tempos para o pico de forca (TPT — ms) e para 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de H. unitaeniatus (n = 10) estimuladas eletricamente em
condig¢des controle (0,2 Hz, 25 °C e 1,25 mM Ca2+) para verificag¢do do efeito do tempo
experimental (40 minutos) sobre tais parametros. Tanto os valores de TPT e THR
quanto os valores de Fc foram normalizados (% dos valores iniciais) e sdo apresentados
graficamente na figura 8.

Nao houve deterioracdo da for¢a de contracdo (p > 0,05) ao longo de todo o
periodo experimental. Da mesma forma, o TPT e o THR ndo sofreram alteragdes

significativas ap6s os 40 minutos de estimulagdo ininterrupta.



TABELA 1 - Valores da forca de contracdo (Fc — mN/mm?), tempo para o pico de forca
(TPT — ms) e tempo para 50% do relaxamento (THR — ms) das tiras
ventriculares de jeju, H. unitaeniatus, (n = 10) na temperatura de 25 °C
durante um periodo de 40 min. Valores médios = 1 E.P.M.

Tempo Fe TPT THR
(min) (mN/mm?) (ms) (ms)
0 36,09 + 1,67 490,00 + 25,07 180,00 + 16,66
10 34,71 + 1,09
20 3594 + 1,23
30 37,43 + 1,48
40 38,96 + 1,56 511,43 +39.73 186,86 + 20,13
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FIGURA 8 - Efeito do tempo de exposi¢@o (40 min) sobre a forca de contragao (Fc - %
dos valores iniciais) e sobre os parametros tempo-dependentes (TPT e
THR - % dos valores iniciais) das tiras ventriculares de jeju, H.
unitaeniatus (n = 10) na temperatura de 25 °C. As barras verticais
representam os valores médios de TPT e THR + 1 E.P.M, enquanto os

triangulos representam os valores médios de Fc = 1 E.P.M.
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3.3. Efeito do Aumento da Concentracao de Calcio Extracelular

Os valores médios da forga de contragao (Fc - % dos valores iniciais), do
tempo para o pico maximo de tensdo (TPT - % dos valores iniciais) e para 50% do
relaxamento (THR - % dos valores iniciais) das tiras ventriculares de jeju, H.
unitaeniatus quando submetidas a incrementos sucessivos na concentragdo de Ca®" sio
apresentados na tabela 2 e representados graficamente na figura 9.

A anadlise dos resultados revela aumento significativo (p < 0,05) da Fc em
relacdo aos valores iniciais (1,25 mM) j4 a partir da concentracdo de Ca®" de 5,25 mM,
quando a Fc elevou-se em aproximadamente 65%. Os maiores valores de Fc foram
observados na concentracio maxima de Ca’" utilizada (9,25 mM), na qual observou-se
um incremento do inotropismo de praticamente 90%. Contudo, tanto o TPT quanto o
THR se mantiveram inalterados durante as elevacdes nos niveis de Ca’" extracelular,
ndo sendo observadas variacdes significativas destes parametros (p > 0,05) ao longo de

todo o periodo experimental.
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TABELA 2 - Valores da forca de contragdo (Fc - % dos valores iniciais), tempo para o

pico de for¢a (TPT — % dos valores iniciais) e tempo para 50% do
relaxamento (THR — % dos valores iniciais) das tiras ventriculares de
jeju, H. unitaeniatus (n = 10), durante aumentos na concentracao de
calcio extracelular ([Ca®"]. — mM). Valores médios + 1 EP.M. Os
asteriscos ao lado das médias indicam uma diferenga significativa (p <
0,05) entre o respectivo valor e aquele inicialmente observado ([Ca®']. =
1,25 mM) para um mesmo parametro.

[Ca®"]. Fc TPT THR
(mM) (%) (%o) (%)
1,25 100,0 + 0,0 100,0 £+ 0,0 100,0 + 0,0
3,25 1359+ 11,2 97,8 + 3,7 114,9 + 13,8
5,25 164,8 + 15,9* 95,4 + 4,0 108,5+ 12,6
7,25 178,3 + 16,5* 92,0 + 4,3 107,4 + 14,7
9,25 189,3 + 19,8% 94,8 + 4,8 113,0+ 17,3
w 250 - —
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FIGURA 9 -

1,25 3,25 5,25 7,25 9,25

Concentracdo de Calcio (mM)

Efeito dos aumentos na concentragdo de calcio extracelular ([Ca*"]. — mM)
sobre a for¢a de contra¢do (Fc - % dos valores iniciais), o tempo para o
pico de for¢a (TPT - % dos valores iniciais) e o tempo para 50% do
relaxamento (THR - % dos valores iniciais) das tiras ventriculares de jeju,
H. unitaeniatus (n = 10). As barras verticais representam os valores médios
de Fc + 1 E.P.M, enquanto os pontos representam os valores médios de
TPT e THR =1 E.P.M.
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3.4. Efeito da Rianodina em Steady-State (0,2 Hz)

A tabela 3 e a figura 10 apresentam os valores médios da forca de
contra¢do (Fc — % do controle), tempo para o pico de for¢a (TPT — % do controle) e
tempo para 50% do relaxamento (THR — % do controle) das tiras ventriculares de jeju,
H. unitaeniatus (n = 12) a 25 °C, anteriormente (CTRL) ¢ 40 min apos a adi¢do ao
banho de 10 uM de rianodina (RYAN), quando estimuladas a uma freqiiéncia constante
de 0,2 Hz (Steady-State).

A andlise dos dados obtidos revela um decréscimo de cerca de 20% na
forca de contragdo (Fc) desenvolvida pelas tiras ventriculares de jeju 40 min apos a
adicdo de rianodina, enquanto os parametros tempo-dependentes permaneceram

inalterados (p > 0,05).
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TABELA 3 - Valores da forca de contragdo (Fc — % do controle), tempo para o pico de
for¢a (TPT - % do controle) e tempo para 50% do relaxamento (THR —
% do controle) desenvolvidos pelas tiras ventriculares de jeju, H.
unitaeniatus, (n = 12) antes (controle) e 40 min ap6s a adi¢ao de 10 uM
de rianodina a freqiiéncia de estimulagao de 0,2 Hz e na temperatura de
25 °C. Valores médios + 1 E.P.M.

Fe TPT THR
(%) (%) (%)
Controle 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0 100,0 £0,0
Rianodina 78,53 6,76 95,02 £ 4,09 100,59 + 5,28
120 - CcTPT
100 - 3 THR
2 —&-Fc
£
&
& 60
o
T 40
5S
20
0

Ctrl Ryan

FIGURA 10 - Valores normalizados (% do controle) da forca de contracdo (Fc), tempo
para o pico de forga (TPT) e tempo para 50% do relaxamento (THR) das
tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 12) antes (controle; Ctrl) e
40 min apo6s a adi¢do de 10 uM de rianodina (Ryan). As barras verticais
representam os valores médios de TPT e THR + 1 E.P.M, enquanto os
pontos representam os valores médios de Fc + 1 E.P.M. O asterisco sobre
o retangulo denota uma diferenca significativa (p < 0,05) com relacdo a
Fc inicialmente observada.
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3.5. Efeito da Adrenalina em Steady-State (0,2 Hz)

A tabela 4, e a figura 11, onde estdo apresentados os valores médios da
forca de contracao (Fc — % do controle) e dos tempos para o pico de tensdo (TPT - % do
controle) e para 50% do relaxamento (THR — % do controle), ilustram o efeito da
adicao de concentracdes crescentes de adrenalina sobre a forca de contracdo (Fc) e
sobre os parametros tempo-dependentes (TPT e THR) das tiras ventriculares de jeju, H.
unitaeniatus, estimuladas a uma freqiiéncia constante de 0,2 Hz (Steady-state) apoOs
tratamento prévio com rianodina (10 uM).

A andlise dos resultados apresentados na tabela 4 revela que ao atingir-se
uma dose tonica de adrenalina (10° M - baixa adrenalina - BA), observou-se um
inotropismo positivo. Além disso, enquanto a Fc de jeju aumentou cerca de 20%, os
valores de TPT reduziram-se em torno de 2% (ndo significativo; p > 0,05), o que
também resultou em uma diferenca significativa (p < 0,05) na variagdo proporcional
entre estes 2 pardmetros para a espécie neste tratamento (figura 11), enquanto o THR
também permaneceu inalterado (p > 0,05).

Contudo, considerando-se os resultados obtidos apos atingir-se uma dose
aguda de adrenalina (10° M - alta adrenalina - AA) foi observado um acentuado
inotropismo positivo (p < 0,05), onde a Fc aumentou cerca de 225% em relagdo aos
valores registrados para o controle (100,0 + 0,0%). Isso foi acompanhando por um
prolongamento do tempo para que o pico de tensdo fosse atingido (TPT) pelas tiras
ventriculares de jeju (tabela 4, figura 11), aumentando cerca de 25% se comparados ao
controle (100,0 + 0,0%). Tais incrementos na Fc e TPT desta espécie foram
significativos (p < 0,05) tanto em relagdo ao controle quanto quando comparados aos
valores obtidos ao utilizar-se uma dose tonica de adrenalina.

Para essa concentragdo de adrenalina (10-6 M), o THR também

permaneceu inalterado (p > 0,05).
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TABELA 4 - Valores da forca de contragdo (Fc — % do controle), tempo para o pico de
forca (TPT - % do controle) e tempo para 50% do relaxamento (THR - %
do controle) das tiras ventriculares jeju, H. unitaeniatus (n = 12) em
resposta a adi¢ao de adrenalina (M) em um meio ja contendo 10 uM de
rianodina. Valores médios £ 1 E.P.M. Ctrl — controle (meio sem adicao
de adrenalina, mas com 10 uM de rianodina). a: diferente (p < 0,05) do
controle; b: diferente (p < 0,05) de 10”° M de adrenalina.

Ctrl 10° M 10°M
(%) (%) (%)
Fe 100,0 £ 0,0 117,67 + 7,47* 325,19 +7,62% b
Jeju TPT 100,0 £ 0,0 98,13 + 2,80 124,63 + 6,02* b
THR 100,0 £ 0,0 104,20 + 3,83 115,49 £ 5,77
430 I TPT
400 - [ THR
—@—Fc
. 350 -
=
S 300
£
2 250
S
s 200 -
S 150 -
N
100 -
50
0
Ctrl BA AA

FIGURA 11 - Valores normalizados (% controle: sem adrenalina, mas com 10 uM de
rianodina) da for¢a de contragdo (Fc), tempo para o pico de forca
(TPT) e tempo para 50% do relaxamento (THR) das tiras ventriculares
de jeju, H. unitaeniatus, ap6s a adi¢do de 10° M de adrenalina (BA) ou
de 10° M de adrenalina (AA). As barras verticais representam 0s
valores médios de TPT ¢ THR + 1 E.P.M, enquanto os pontos
representam os valores médios de Fc + 1 E.P.M.
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3.6. Tensao Pos-pausa

Os valores médios da forca de contragdo (Fc - % antes da pausa)
desenvolvida a 25 °C pelas tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus, apds uma pausa
diastolica de 5 minutos na auséncia (CTRL) e presenca de 10 uM de rianodina (RIAN),
sdo apresentados na tabela 5 como uma porcentagem da ultima contragdo antes da
pausa. Tais valores sdo apresentados graficamente na figura 12.

Houve uma potenciagdo pos-pausa da Fc nas preparacdes controle (168,3
+ 11,4 %), que foi abolida apods a utilizagao de rianodina (108,6 + 4,7 %).

O tempo para o pico maximo de tensdao (TPT — % antes da pausa) e o
tempo para 50% de relaxamento (THR — % antes da pausa) ndo sofreram alteragdes (p >
0,05) em seus valores apds a pausa diastolica, tanto na auséncia quanto na presenca de

rianodina (tabela 5, figura 12).
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TABELA 5 - Tensao pos-repouso (PR), tempo para o pico de for¢a (TPT) e tempo para
50% do relaxamento (THR) desenvolvidos pelas tiras ventriculares de jeju,
H. unitaeniatus (n = 12) na primeira contragdo apds 5 min de repouso (%
antes do repouso) em preparacdes controle e em presenga de 10 uM de
rianodina Valores médios £ 1 E.P.M. O asterisco ao lado da média tratada
com rianodina indica uma diferenga significativa (p < 0,05) entre aquele
parametro e seu controle (sem rianodina).

Controle (%) Rianodina (%)
PR 1683+ 11,4 108,6 £ 4,7*
TPT 116,0 + 3,8 116,6 + 4,1
THR 113,1 £5,3 127,6 £ 9,1
%
200, | BFR
180 | * aOTPT
160 - BTHR
©
8 140 - r
2 120 - T
©
T 100 -
7
S -
c
® /-
X 20
Z:) B
0
Controle Rianodina

FIGURA 12 - Efeito de uma pausa diastélica de 5 min sobre a tensdo poOs-repouso
(PR), os tempos para o pico de tensdo (TPT) e para 50% do
relaxamento (THR) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus, em
preparacdes controle (n = 12) e tratadas com 10 uM de rianodina (n =
10), representados como uma porcentagem dos valores observados na
ultima contragdo antes da pausa (% antes da pausa). As barras
representam valores médios + 1 E.P.M. O asterisco acima da barra
vertical indica alteracdo (p < 0,05) em relacdo ao valor precedente a
pausa, enquanto o asterisco acima da linha horizontal denota uma
diferenga (p < 0,05) entre controle e rianodina.
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3.7. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagio

3.7.1. Controle

A tabela 6 apresenta os valores médios da forca de contragdo (Fc - % dos
valores iniciais), do tempo para o pico de tensdo (TPT - % dos valores iniciais) e do
tempo para 50% de relaxamento (THR - % dos valores iniciais) das tiras ventriculares de
H. unitaeniatus (n = 10) submetidas a incrementos na freqiiéncia de estimulacao (Hz).

Com o aumento na freqiiéncia de estimulacdo, houve uma reducdo
significativa da Fc (figura 13) ja a partir da freqiiéncia de estimulagdo de 0,4 Hz, quando
a Fc reduziu-se em praticamente 15% (tabela 6), atingindo valores minimos de 26,8 +
2,2% dos valores inicias a 1,6 Hz, freqiiéncia maxima registrada para este tratamento,
quando a Fc reduziu-se em quase 75%.

O TPT (figura 13) sofreu reducdo significativa a partir da freqiiéncia de
estimulacdo de 0,4 Hz de aproximadamente 15% (tabela 6), atingindo valores minimos
de 52,7 + 2,3% dos valores inicias a 1,6 Hz, freqiiéncia maxima registrada para este
tratamento, quando o TPT reduziu-se em aproximadamente 47%.

Da mesma forma, o THR (figura 13) sofreu reducao significativa a partir
da freqiiéncia de estimulacdo de 0,6 Hz de aproximadamente 15% (tabela 6), atingindo
valores minimos de 57,9 £ 7,4% dos valores inicias a 1,6 Hz, freqiiéncia maxima

registrada para este tratamento, quando o THR reduziu-se em aproximadamente 42%.
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TABELA 6 - Valores da forca de contracdo (Fc — % dos valores iniciais) e dos tempos

FEstim
(Hz)

0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6

para atingir o pico de tensdo (TPT - % dos valores iniciais) e para que
50% do relaxamento fosse completado (THR - % dos valores iniciais)
das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10)) em resposta a
aumentos sucessivos na freqliéncia de estimulacdo (fgst - bpm) nas
preparagdes Controle (sem adi¢do de rianodina ou adrenalina). Valores
médios = 1 E.P.M. Os asteriscos ao lado dos valores indicam uma
diferenga significativa (p < 0,05) em relacdo aos valores inicialmente
(0,2 Hz) registrados para aquele parametro.

Controle

Fc TPT THR

(%) (%) (%)
100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0 100,0 £0,0
843 +2,1* 84,9 +2,5* 93,6 1,1
69,7 +3,1* 79,7+ 3,2* 85,4 +2,0*
59,1 +3,5% 69,5 +£3,4* 81,3 +£2,3*
48,1 +£3,7* 64,3 £22% 78,8 +3,3*
41,1 +£3,4%* 59,8 +£2,8* 76,0 +4,2%*
31,0+ 3,1* 57,0+2.2%* 69,4 + 3,0*
26,8 £2,2%* 52,7+2,3* 57,9 +7,4*
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FIGURA 13 - Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulacdo (Hz) sobre os valores da

forca de contragdo (Fc - % dos valores iniciais), dos tempos para o pico
de tensdo (TPT - % dos valores iniciais) e para 50% do relaxamento
(THR - % dos valores iniciais) das tiras ventriculares de jeju, H.
unitaeniatus (n = 10) em preparacdes Controle (sem adi¢do de rianodina
ou adrenalina). As barras verticais representam os valores médios de Fc
+ 1 E.P.M, enquanto os pontos representam os valores médios de TPT e

THR =1 E.P.M.
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3.7.2. Rianodina

A tabela 7 apresenta os valores médios da for¢a de contracao (Fc - % do
controle), do tempo para o pico de tensdo (TPT - % do controle) e do tempo para 50%
de relaxamento (THR - % do controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n
= 10), tratadas com 10 pM de rianodina quando submetidas a incrementos na freqiiéncia
de estimulagao (Hz).

Com o aumento na freqiiéncia de estimulacdo, houve uma reducao
significativa da Fc (figura 14) somente a partir da Gltima freqiiéncia de estimulacao
atingida (1,2 Hz), quando a Fc reduziu-se aproximadamente 40% dos valores iniciais
deste tratamento (RIAN - 0,2 Hz = 66,4 + 9,8%) (tabela 7), atingindo valores minimos
de 25,3 + 8,3%.

O TPT (figura 14) sofreu reducdo significativa a partir da freqiiéncia de
estimulacdo de 0,6 Hz de aproximadamente 28% dos valores iniciais deste tratamento
(RIAN - 0,2 Hz = 90,0 + 3,8%)) (tabela 7), atingindo valores minimos de 62,3 + 2,3%.

Em relagdo ao THR (figura 14) ndo foram observadas alteragdes

significativas (p < 0,05) em seus valores durante todo o experimento.
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TABELA 7 - Valores da for¢a de contracao (Fc - % do controle), tempo para o pico de

FEstim

(Hz)
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2

forca (TPT — % do controle) e tempo para 50% do relaxamento (THR —
% do controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10),
em resposta a aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulagao (Hz)
nas preparagdes tratadas com 10 pM de rianodina. Valores médios + 1
E.P.M. Os asteriscos ao lado dos valores indicam uma diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo aos valores inicialmente (0,2 Hz)
registrados para aquele parametro.

Rianodina

Fc TPT THR

(Y0) (Y0) (%)
66,4 +9.8 90,0 + 3,8 95,5+9,0
552+9.,8 78,1 £3.4 91,3+9,3
46,9 +£9,7 70,6 £2,9* 86,1 +7,7
39,8 £9,0 65,3 £3,4* 80,6 + 7,4
31,5+ 8,4 63,9 +£2,3* 83,0+ 8,0
25,3 £8,3* 62,3 +2.3% 81,2+7,.2
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FIGURA 14 - Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagcdo (Hz) sobre os valores da
forca de contragdo (Fc - % do controle), os tempos para o pico de tensio
(TPT - % do controle) e para 50% do relaxamento (THR - % do
controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10) em
preparagdes tratadas com 10uM de rianodina. As barras verticais
representam os valores médios de Fc + 1 E.P.M, enquanto os pontos

representam os valores médios de TPT e THR =+ 1 E.P.M.
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3.7.3. Baixa Adrenalina + Rianodina

A tabela 8 apresenta os valores médios da for¢a de contracao (Fc - % do
controle), do tempo para o pico de tensdo (TPT - % do controle) e do tempo para 50%
de relaxamento (THR - % do controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n
= 10) sujeitas a incrementos na freqiiéncia de estimulagdo (Hz) quando tratadas com 10
M de adrenalina + 10pM de rianodina.

Apbs a adicdo de uma baixa concentra¢io de adrenalina (10° M — BA +
RIAN), o aumento na freqiiéncia de estimulacdo causou uma reducao significativa da Fc
(figura 15) a partir da freqiiéncia de estimulagdo de 0,6 Hz, quando a Fc reduziu-se
aproximadamente 20% dos valores iniciais deste tratamento (BA + RIAN - 0,2 Hz =
57,8 £4,6%) (tabela 8), atingindo valores minimos de 19,2 = 3,2% a 1,2 Hz.

O TPT (figura 15) sofreu reducdo significativa a partir da freqiiéncia de
estimulacdo de 0,6 Hz de aproximadamente 15% dos valores iniciais deste tratamento
(BA + RIAN - 0,2 Hz = 83,6 = 2,9%) (tabela 8), atingindo valores minimos de 52,7 +
3,4% a 1,2 Hz.

Em relagdo ao THR (figura 15) ndo foram observadas alteragdes

significativas (p < 0,05) em seus valores durante todo o experimento.
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TABELA 8 - Valores da for¢a de contracao (Fc - % do controle), tempo para o pico de

FEstim
(Hz)

0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2

forca (TPT — % do controle) e tempo para 50% do relaxamento (THR —
% do controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10),
em resposta a aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulagao (Hz)
nas preparagdes tratadas com 10° M de adrenalina + 10pM de rianodina.
Valores médios + 1 E.P.M. Os asteriscos ao lado dos valores indicam
uma diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos valores
inicialmente (0,2 Hz) registrados para aquele parametro.

Baixa Adrenalina + Rianodina

Fc TPT THR
(%) (%) (%)
57,8 +£4,6 83,6 £2,9 86,9 +74
47,5+3,4 728420 84.4+4.4
37,9 +3,3* 68,5 +2,8* 81,5+5,2
31,0 +£3,5% 64,0 £2,2* 79,3 +5,5
24,5 + 3,4* 60,3 £2,2* 78,2+5,2
19,2 +£3,2* 52,7 +3,4% 73,6 £5,8
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FIGURA 15 - Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagcdo (Hz) sobre os valores da
forca de contracao (Fc - % do controle), os tempos para o pico de tensao
(TPT - % do controle) e para 50% do relaxamento (THR - % do controle)
das tiras ventriculares de jeju (n = 10) em preparacdes tratadas com 10~
M de adrenalina + 10uM de rianodina. As barras verticais representam os
valores médios de Fc + 1 E.P.M, enquanto os pontos representam os

valores médios de TPT e THR + 1 E.P.M.



Resultados 40

3.7.4. Alta Adrenalina + Rianodina

A tabela 9 apresenta os valores médios da for¢a de contracao (Fc - % do
controle), do tempo para o pico de tensdo (TPT - % do controle) e do tempo para 50%
de relaxamento (THR -% do controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n
= 10) sujeitas a incrementos na freqiiéncia de estimulacio (Hz) e tratadas com 10° M de
adrenalina + 10uM de rianodina.

Apbs a adicdo de uma alta concentracio de adrenalina (10° M — AA +
RIAN), o aumento na freqiiéncia de estimulacdo causou uma reducao significativa da Fc
(figura 16) a partir da freqiiéncia de estimulagdo de 1,0 Hz, quando a Fc reduziu-se
aproximadamente 66% dos valores iniciais deste tratamento (AA + RIAN - 0,2 Hz =
177,0 £ 15,4%) (tabela 9), atingindo valores minimos de 63,9 + 9,6% a 1,4 Hz.

O TPT (figura 16) sofreu reducdo significativa a partir da freqiiéncia de
estimulacdo de 0,6 Hz de aproximadamente 19% dos valores iniciais deste tratamento
(BA + RIAN - 0,2 Hz = 177,0 + 15,4%) (tabela 9), atingindo valores minimos de 51,7 +
3,3% a 1,4 Hz.

Em relacgdo ao THR (figura 16) ndo foram observadas alteragdes

significativas (p < 0,05) em seus valores durante todo o experimento.
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TABELA 9 - Valores da for¢a de contracao (Fc - % do controle), tempo para o pico de
forca (TPT — % do controle) e tempo para 50% do relaxamento (THR —
% do controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10),
em resposta a aumentos sucessivos na freqiiéncia de estimulagao (Hz)
nas preparagdes tratadas com 10° M de adrenalina + 10pM de rianodina.
Valores médios + 1 E.P.M. Os asteriscos ao lado dos valores indicam
uma diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos valores
inicialmente (0,2 Hz) registrados para aquele parametro.

FEstim
(Hz)

0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4

Alta Adrenalina + Rianodina

Fe

(%)
177,0+ 15,4
159,0+ 12,9
144,4+ 9,6
126,9+ 7,3
111,3+6,1%*
85,6 +4,4*
63,9 +9,6*

TPT
(%)
99,9 + 4,2
88,6 + 3,6
81,2 + 3,0
71,3 +3,8%
65,1 +3,8%
61,8 +2,0%
51,7+3,3%

THR
(%)
94,5+9,2
92,0+ 11,1
89,6+ 8,9
82.8+7,1
76.8 £ 6,6
72,5+ 10,1
69,9 + 8,7
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FIGURA 16 - Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulacdo (bpm) sobre os valores

da for¢a de contracdo (Fc - % do controle), os tempos para o pico de
tensdo (TPT - % do controle) e para 50% do relaxamento (THR - % do
controle) das tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10) em
preparacdes tratadas com 10°M de adrenalina + 10uM de rianodina. As
barras verticais representam os valores médios de Fc + 1 E.P.M, enquanto
os pontos representam os valores médios de TPT e THR + 1 E.P.M.
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3.8. Freqiiéncias In Vivo e In Vitro

Na figura 17 pode ser observado um diagrama comparativo ilustrando o
efeito dos diferentes tratamentos (CTRL, RIAN, BA + RIAN e AA + RIAN) sobre a
freqliéncia de estimulacdo maxima na qual pelo menos 70% das tiras ventriculares de
jeju, H. unitaeniatus (n = 10) foram capazes de se contrair regularmente, bem como a
freqiiéncia cardiaca média observada In Vivo.

Pela analise da figura fica evidente que a freqiiéncia cardiaca in vivo foi
inferior as freqiiéncias de estimulagdo maximas observadas in vitro, independentemente
do tratamento. Contudo, dentre os tratamentos, a maior freqliéncia de estimulagdo
maxima foi aquela observada para as preparagdes controle (96 bpm). Enquanto no
tratamento com rianodina (72 bpm), a freqiiéncia de estimulacdo maxima suportada
pelas tiras ventriculares de jeju foi igual aquela apresentada pelo tratamento BA +
RIAN (72 bpm), estas freqiiéncias foram inferiores aquelas observadas para os demais

tratamentos (CTRL — 96 bpm e AA + RIAN - 84 bpm).
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TABELA 10 - Valores médios da freqiiéncia cardiaca (f;) observada in vivo (In Vivo) e
freqliéncia de estimulagdo maxima (bpm) na qual 70% das tiras
ventriculares foram capazes de se contrair regularmente nas preparagdes
controle (CTRL) e naquelas tratadas com rianodina (RIAN), baixa
adrenalina (BA + RIAN) ou alta adrenalina (AA + RIAN) para jeju, H.
unitaeniatus (n = 10).

Tratamento fu(bpm)
In Vivo 29,3
CTRL 96,0
RIAN 72,0
BA + RIAN 72,0
AA + RIAN 84,0

120 -

100 -

80 -
60 -
40
20 -
0 ‘ ‘ ‘

In Vivo CTRL RIAN  BA+RIAN AA+RIAN

Freqliéncia cardiaca (bpm)

FIGURA 17 - Diagrama comparativo entre os valores médios da freqiiéncia cardiaca
observada in vivo (In Vivo) com a freqii€éncia de estimulacdo maxima
(bpm) na qual 70% das tiras ventriculares foram capazes de se contrair
regularmente nas preparacdes controle (CTRL) e naquelas tratadas com
rianodina (RIAN), baixa adrenalina (BA + RIAN), ou alta adrenalina (AA
+ RIAN) para jeju, H. unitaeniatus (n = 10).
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3.9. Comparacio entre os Diferentes Tratamentos

A figura 18 apresenta um diagrama comparativo entre os valores médios
da Fc (%) obtidos para as tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10) quando
submetidas a incrementos sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo em preparagdes
CTRL (sem adi¢do de rianodina ou adrenalina; tabela 6), RIAN (10 uM de rianodina;
tabela 7), BA + RIAN (10° M de Adrenalina + 10 uM de Rianodina +; tabela 8) e AA +
RIAN (10° M de Adrenalina + 10 uM de Rianodina; tabela 9). Nas figuras 19 ¢ 20
podem ser encontradas as representagdes graficas dos valores médios de TPT (%) e
THR (%), respectivamente, entre cada um desses tratamentos. A comparagao estatistica
entre os diferentes tratamentos pode ser verificada na tabela 11, que especifica qual dos
parametros sofreu alteracdes significativas (p < 0,05) a cada freqii€ncia de estimulagdo.
Para todos os tratamentos, as tiras ventriculares de jeju apresentaram uma relagao forga-
freqliéncia negativa, acompanhada por decréscimos progressivos do TPT. O THR
apresentou redug@o progressiva somente nas preparagoes controle.

A curva forca-freqiiéncia de jeju foi desviada para a esquerda (de 96 para
72 bpm) ap6s o tratamento com rianodina, sendo que na faixa de freqiiéncia registrada
in vivo para a espécie (29,3 + 0,3 bpm; seta na figura 18), a Fc in vitro correspondeu a
cerca de 75% dos valores iniciais nas preparacoes CTRL, reduzindo-se para
praticamente 50% no tratamento com rianodina (RIAN). Apesar disso, as tiras
ventriculares de jeju foram capazes de manter a contratilidade até a faixa de freqiiéncia
registrada in vivo ap0s o tratamento com rianodina.

A adi¢io de uma dose ténica de adrenalina (10° M) aos banhos ja
contendo rianodina (BA + RIAN) n3o melhorou o efeito inotropico negativo deste
alcaldide, ndo permitindo que as tiras ventriculares recuperassem a Fc registrada para a
faixa in vivo de freqiiéncia, e ndo permitindo também que as mesmas voltassem a atingir
a freqiiéncia maxima observada para o controle (96 bpm).

Quando a concentracdo de adrenalina foi elevada para uma dose aguda
(10° M - AA + RIAN), a Fc nio apenas elevou-se significativamente (p < 0,05) com
rela¢do aos valores observados para as preparacdes RIAN ou BA + RIAN para todas as
freqliéncias registradas, mas também com relagdo as preparacdes CTRL, atingindo, na
faixa correspondente a fy in vivo, valores proximos a 150% dos valores iniciais.
Contudo, a freqliéncia de estimulacdo maxima registrada para as preparagdes controle

(96 bpm) ndo foi recuperada.
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Os valores de TPT tenderam a ndo diferirem entre si ao comparar-se
diferentes protocolos experimentais, considerando-se a mesma freqiiéncia de
estimulagdo, exceto a menores freqiiéncias, quando BA + RIAN foi menor do que
CTRL (0,2 a 0,4 Hz), e BA + RIAN foi menor que AA+RIAN (0,2 a 0,6 Hz).

Adicionalmente, em nenhum dos tratamentos (CTRL, RIAN, BA +
RIAN e AA + RIAN) foram observadas variagdes significativas do THR ao considerar-
se a mesma freqiiéncia de estimulacdo, que podem ser explicadas pela auséncia de

variagdo freqiiéncia-dependente deste pardmetro em todos os tratamentos.
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FIGURA 18 - Diagrama comparativo entre o efeito dos tratamentos CTRL (sem adi¢do
de rianodina ou adrenalina), RIAN (10 puM de rianodina), BA + RIAN
(10° M de adrenalina + 10 pM de rianodina) e AA + RIAN (10° M de
adrenalina + 10 uM de rianodina) sobre a for¢a de contragdo (Fc — %)
durante incrementos da freqiiéncia de estimula¢do imposta sobre as tiras
ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10). Os pontos representam os
valores médios + 1 E.P.M.. Comparagdo estatistica na tabela 11. A seta
indica a faixa de freqiiéncia cardiaca registra in vivo para a espécie (valor
médio).
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FIGURA 19 - Diagrama comparativo entre o efeito dos tratamentos CTRL (sem adi¢do
de rianodina ou adrenalina), RIAN (10 pM de rianodina), BA + RIAN
(10° M de adrenalina + 10 uM de rianodina) ¢ AA + RIAN (10° M de
adrenalina + 10 uM de rianodina) sobre o tempo para atingir o pico de
tensdo (TPT — %) durante incrementos da freqiiéncia de estimulacdo
imposta sobre as tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus (n = 10). Os
pontos representam os valores médios £ 1 E.P.M. Comparagdo estatistica
na tabela 11. A seta indica a faixa de freqiiéncia cardiaca registra in vivo
para a espécie (valor médio).
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FIGURA 20 - Diagrama comparativo entre o efeito dos tratamentos CTRL (sem adi¢do
de rianodina ou adrenalina), RIAN (10° uM de rianodina), BA + RIAN
(10° M de adrenalina + 10 uM de rianodina) ¢ AA + RIAN (10° M de
adrenalina + 10 pM de rianodina) sobre o tempo para que 50% do
relaxamento fosse completado (THR — %) durante incrementos da
freqiiéncia de estimulacao imposta sobre as tiras ventriculares de jeju, H.
unitaeniatus (n = 10). Os pontos representam os valores médios * 1
E.P.M. Comparagdo estatistica na tabela 11. A seta indica a faixa de
freqiiéncia cardiaca registra in vivo para a espécie (valor médio).
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TABELA 11 - Parametros (for¢a de contragao — Fc; tempo para o pico de tensao — TPT;

FEstim
(Hz)

0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1.4
1,6

tempo para 50% do relaxamento — THR) para os quais foi identificada
uma diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os diferentes
tratamentos quando considerada a mesma freqiiéncia de estimulagdo para
as tiras ventriculares de jeju (n = 10). Os valores médios dos pardmetros
analisados estdo apresentados nas tabelas 6, 7, 8 ¢ 9. Ctrl # Rian:
diferenca (p < 0,05) entre controle (sem rianodina ou adrenalina) e
rianodina (10 uM); Ctrl # BA+Rian: diferenca (p < 0,05) entre controle e
baixa adrenalina (10° M de adrenalina + 10 uM de rianodina), Ctrl #
AA+Rian: diferenga (p < 0,05) entre controle ¢ alta adrenalina (10° M de
adrenalina + 10 uM de rianodina); Rian # BA+Rian: diferenca (p < 0,05)
entre rianodina e baixa adrenalina; Rian # AA+Rian: diferenga (p < 0,05)
entre rianodina ¢ alta adrenalina; BA+Rian # AA+Rian: diferenga (p <
0,05) entre baixa e alta adrenalina; NS: diferenga nao significativa (p >
0,05) para nenhum tratamento.

CTRL CTRL CTRL RIAN RIAN BA+RIAN
X X X X X X
RIAN BA+RIAN AA+RIAN BA+RIAN AA+RIAN AA+RIAN
Fc Fc, TPT Fc NS Fc Fc, TPT
Fc Fc, TPT Fc NS Fc Fc, TPT
NS Fc Fc NS Fc Fc, TPT
NS Fc Fc NS Fc Fc
NS Fc Fc NS Fc Fc
NS Fc Fc NS Fc Fc
- - Fc - - -
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4. DISCUSSAO
4.1. Experimento in vivo
4.1.1. Freqiiéncia cardiaca

De acordo com DRIEDZIC & GESSER (1994), os valores de freqiiéncia
cardiaca comumente encontradas em teledsteos e elasmobranquios estdo entre 10 e 60
bpm, ndo ultrapassando 120 bpm. Podem ser encontradas na literatura algumas
excegOes para este padrdo para peixes muito ativos como o atum, Katsuwonus pelamis,
que apresenta fi; em repouso em torno de 120 bpm, podendo chegar até 200 bpm quando
em exercicio natatorio (KEEN et al.,, 1992), como também o teledsteo marinho
Bathygobius soporator, cuja fi em repouso ¢ de 140 e 225 bpm a 25 °C e 35 °C,
respectivamente (RANTIN et al., 1998), o que permite compara-los a aves e pequenos
mamiferos com relagdo a este parametro.

A fu de H. unitaeniatus encontra-se dentro da faixa exibida pela maioria
dos teledsteos, com valor médio de 29,3 + 0,31 bpm, em concordancia com o descrito
por DRIEDZIC & GESSER (1994). Isso mostra que, pelo menos em repouso € a 25 °C,
este peixe possui o mesmo padrao de regulacdo da freqiiéncia cardiaca exibido pela
maioria dos teledsteos. Além disso, tais valores estdo muito proximos aos obtidos por
OLLE (2003) para a traira, Hoplias malabaricus, e por RANTIN et. al. (1993) para o
trairdo, Hoplias lacerdae, cujas freqlii€ncias cardiacas (fy) foram de 35,7 £ 2,9 bpm e
45,0 £ 4,0 bpm, respectivamente, ambas espécies também pertencentes a familia

Erythrinidae.

4.2. Experimentos in vitro
4.2.1. Efeito do Tempo de Exposicao

A exposi¢ao de tiras ventriculares de jeju, H. unitaeniatus, por 40
minutos de estimulagdo continua a 0,2 Hz em situagdo controle (concentragao de calcio
fisiolégica — 1,25 mM) ndo causou alteragdo na forca de contra¢do, tampouco nos
parametros tempo-dependentes.

Tal experimento foi desenvolvido para testar se as alteragdes na Fc, TPT
e THR durante o desenvolvimento dos diferentes protocolos experimentais poderiam ser
resultado de uma deterioragao tempo-dependente das preparagdes musculares. Os

resultados aqui obtidos descartaram tal possibilidade.
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4.2.2. Aumento da disponibilidade de calcio extracelular

A variagdo da for¢a de contragdo cardiaca (Fc) deve envolver um niimero
varidvel de pontes cruzadas entre os filamentos finos de actina e os grossos de miosina,
o qual ird requerer a ligacdo de quantidades varidveis de ions calcio as proteinas
contrateis, particularmente a troponina C (TnC). Alteragdes na Fc, portanto, podem ser
observadas pela variagdo na quantidade de calcio disponivel no meio extracelular
(CHAPMAN, 1983).

Segundo BAILEY & DRIEDZIC (1990), o aumento da Fc apos
incrementos do calcio extracelular mimetiza a estimulagdo B-adrenérgica, aumentando
também o fornecimento de célcio aos miofilamentos, facilitando a performance
cardiaca. Entretanto, o aumento da disponibilidade de calcio extracelular parece
aumentar o influxo deste ion através da sarcolema (SL) sem a atuagdo de quaisquer vias
de transducao de sinal, diferentemente do que ocorre com estimulagdo adrenérgica
(SHIELS & FARRELL, 1997).

A contragdo dos cardiomidcitos € iniciada pelo influxo de célcio através
da SL, o qual pode ligar-se diretamente aos miofilamentos e/ou pode provocar a
liberagdo de uma quantidade ainda maior de calcio do RS pela liberacdo de calcio
calcio-induzida (FABIATO, 1983; VORNANEN et al., 2002; FRANK et al., 2003). A
importancia relativa dessas duas rotas de fornecimento de ions calcio parece variar de
acordo com os diferentes grupos taxondmicos. Estudos recentes indicam que os
cardiomidcitos de atuns dependem mais do célcio intracelular quando comparados a
outros teledsteos (SHIELS et al., 1999), diferenca provavelmente relacionada ao
elevado grau de atividade da espécie, que impde uma maior demanda contratil ao
coragdo. Os niveis sangiiineos de calcio variam muito entre as diferentes espécies de
atuns, podendo influenciar diferentemente a contratilidade cardiaca (SATHER &
ROGERS, 1967; COOPER et al, 1994).

A contratilidade cardiaca da maioria dos peixes depende da concentracao
extracelular de calcio, mostrando como sdo importantes para o acoplamento E-C os
movimentos de calcio transarcolemais (TIBBITS et al, 1992b; DRIEDZIC & GESSER,
1994; VORNANEN, 1996b; COYNE et al., 2000). Assim, a elevacao na Fc por meio
dos aumentos da concentragdo extracelular de calcio revela uma grande dependéncia do
calcio extracelular para a performance cardiaca € uma pequena importancia das reservas
intracelulares. No entanto, deve-se levar em consideracao a libera¢dao de calcio-calcio

induzida por meio dos canais de célcio do RS (canais de rianodina).



Discussao 53

Em mamiferos, os canais de calcio do tipo L da SL (receptores de
dihidropiridinas) estdo localizados primariamente nas jungdes sarcolemais, junto aos
receptores de rianodina do RS, onde ocorre o fendmeno de liberagdao de calcio célcio-
induzida (BERS, 2002). Segundo KIM et al. (2000), a entrada de calcio através da SL ¢
primariamente dependente desses canais de calcio do tipo L. Sendo assim, a
importancia desta rota de tomada de célcio foi determinada pela alteracdo da
concentracao de calcio extracelular.

Segundo BERS (2001) e EISNER et. al. (1998), uma intervencdo que
aumente a concentragdo de cdlcio intracelular como, por exemplo, o aumento no calcio
extracelular, pode aumentar a Fc, mas ndo h4a como se definir o quanto esse efeito é
devido apenas ao aumento do célcio intracelular por si s6, por um aumento na fragao do
calcio liberada pelo RS (induzida por essa entrada de calcio) ou mesmo pelo aumento
na retomada de calcio pelo RS devido a maior disponibilidade desse ion para a Ca'-
ATPase (SERCA).

Além disso, de acordo com VORNANEN (1997), a entrada de calcio na
célula pelos canais L da SL também atua na manutencdo do platdé do potencial de agdo
cardiaco, proporcionando o influxo transarcolemal de calcio por outros canais
voltagem-dependentes ¢ pelo o trocador Na'/Ca*™ (NCX) quando trabalhando em modo
reverso.

A importancia do calcio extracelular para a contracdo cardiaca de jeju, H.
unitaeniatus, foi evidenciada pela adicdo de concentragdes crescentes de calcio ao meio
extracelular, chegando a um aumento de 90% na Fc em relacdo aos valores iniciais
(efeito inotropico positivo). Tal resultado sugere uma elevada dependéncia do calcio
extracelular para a contracdo cardiaca de H. unitaeniatus, embora um aumento da
liberagdo de célcio Ca®"-induzida pelo RS néo possa ser descartada.

Estudos realizados com diferentes espécies de teledsteos, dentre elas
Bathygobius soporator (RANTIN et al., 1998), Katsuwonus pelamis (KEEN et al.,
1992), Onchorhyncus mykiss (COYNE et al., 2000), Oreochromis niloticus (COSTA et
al., 2000) Anguilla rostrata (BAILEY et al., 2000), Piaractus mesopotamicus (ANELLI
Jr. et al.,, 2004), Prochilodus lineatus e Hoplias malabaricus (RIVAROLI, 2002)
mostraram aumentos significativos da for¢a isométrica maxima das tiras ventriculares
apos elevacoes dos niveis extracelulares de célcio de 1 para 7 ou 9 mM. Por outro lado,
o miocardio de Synbranchus marmoratus (ROCHA, 2004) parece ser insensivel a
incrementos de célcio no meio extracelular, sugerindo a existéncia de um RS bem

desenvolvido e funcional nesta espécie.
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No presente trabalho, o TPT nao foi alterado significativamente pelos
incrementos nas concentragdes extracelulares de calcio, o que indica que o aumento da
oferta de calcio extracelular ndao alterou o tempo para a ativagdo contratil. O
relaxamento também nao foi afetado, visto que o THR nao varia significativamente, o
qual indica eficientes mecanismos também para a extrusdo de célcio. Tais respostas
sugerem que os mecanismos de transporte de célcio responsadveis pela contragcdo e pelo
relaxamento cardiaco ndo sdo passos limitantes na contratilidade cardiaca desse peixe,

quando em presenca de elevadas concentracdes extracelulares de célcio.

4.2.3. Tensao Pés-pausa

A potenciagdo poOs-pausa da forca de contragcdo reflete o mecanismo
celular bésico que controla a contragdo do musculo cardiaco (MILL et al., 1992). O
desenvolvimento de forca de contracdo do primeiro batimento apds um periodo de
pausa estd relacionado com o preenchimento das reservas intracelulares de célcio
durante esta pausa diastolica ndo-fisiologica e prolongada (COSTA et al., 2002).

Durante a pausa, o célcio pode ser bombeado para fora da célula pela
bomba de calcio da SL e/ou pelo NCX e pode também ser acumulado em
compartimentos intracelulares, tal como o RS. Como resultado, a quantidade de célcio
ativador dentro da célula ¢ varidvel, dependendo das condigdes fisioldgicas. Como a
quantidade de calcio estocado pode aumentar em decorréncia da pausa, a forca da
primeira contragdo apds a mesma também pode aumentar. Dois fatores podem
influenciar este processo: a duragdo do periodo de pausa e o grau de atividade de
transporte do NCX (MILL et al., 1992). Além disso, diferentes espécies podem
apresentar NCX com diferentes capacidades funcionais. BERS (2002) mostrou que o
NCX foi responsavel por retirar 28% do calcio ativador para promover o relaxamento
de cardiomiocitos de ratos e apenas 7% do total da concentragdo de calcio ativador em
coelhos.

Dessa forma, o efeito da duragdo da pausa sobre a potenciagdo da Fc
varia de acordo com a espécie. No coragdo de alguns mamiferos, ha potenciacdo da Fc
apos curtos periodos de pausa, a qual diminui quando o periodo de repouso ¢ aumentado
(VASSALO & MILL, 1988). Por outro lado, no miocardio de rato esta potenciacao pos-
pausa ¢ mantida e se acentua mesmo apds periodos longos de pausa (VASSALO et al.,
1990). COSTA et al. (2004), estudando o dipnodico L. paradoxa, verificaram que o
aumento do periodo de repouso também resulta em reducdo da Fc a elevadas

temperaturas. Em contraste, aumentos da Fc apds uma pausa diastolica prolongada
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foram observados em coragdes de elasmobranquios, condizente com um maior grau de
desenvolvimento do RS nessas espécies quando comparados aos teledsteos, nos quais
uma minima potenciagdo pds-pausa da Fc ¢ exibida (DRIEDZIC & GESSER, 1988).

Adicionalmente, alguns estudos ultraestruturais sugerem a existéncia de
grandes diferencas no grau de desenvolvimento anatémico do RS do musculo cardiaco
de diferentes espécies de peixes (HOCHACHKA & HULBERT, 1978; SANTER,
1985). A despeito dessas diferencas, o RS cardiaco de peixes ¢, em geral, menos
desenvolvido anatomicamente e menos importante para o acoplamento E-C do que o RS
de mamiferos. Em bacalhau, Gadus virens, por exemplo, o RS corresponde a 0,6% do
volume intracelular do midcito, enquanto que em mamiferos estes valores variam de 3,5
a 7% do volume do miodcito (HELLE, 1983; LEKNES, 1984). Embora haja pouca
informagdo sobre vertebrados inferiores, alguns autores demonstraram que o RS ¢ bem
mais desenvolvido em dipndicos e alguns teledsteos ativos como salmonideos e
escombrideos (HOCHACHKA & HULBERT, 1978; KEEN et al., 1992) do que em
anfibios e agnatas (STALEY & BENSON, 1968; HELLE & STORESUND, 1975).

Uma excecdo a este padrao ¢ o mugum, S. marmoratus, um teledsteo de
vida sedentaria. HOCHACHKA & HULBERT (1978) descreveram uma extensa
elaboracdo do RS interfibrilar no miocardico ventricular dessa espécie, uma
caracteristica impressionante que, segundo esses autores, os levou a sugerir separar a
ultraestrutura do coragdo de mugum da encontrada para as demais espécies de teleosteos
ja estudados. Além disso, os resultados obtidos por ROCHA (2004) sdo indicativos que
o RS de S. marmoratus ¢ funcional, oferecendo importante contribui¢do para o manejo
do Ca** no seu musculo cardiaco em termos de acumulagdo e liberagdo deste fon,
mesmo em condic¢des fisioldgicas.

Como a maioria das espécies de vertebrados inferiores estudadas até o
momento apresenta RS ventricular pouco desenvolvido anatomicamente e relativamente
insensivel a acdo da rianodina, o papel funcional dessa organela como fornecedora de
calcio para o acoplamento E-C dessas espécies tem sido considerado secundario ou
ausente (THOMAS et al., 1996).

A significancia do RS no acoplamento E-C cardiaco varia grandemente
entre as diversas classes de vertebrados, entre diferentes espécies de um mesmo grupo
filogenético e até mesmo durante o desenvolvimento ontogenético do individuo. O RS ¢
bem desenvolvido em cardiomidcitos de mamiferos e aves, onde € a maior fonte e
reservatorio de calcio ativador. Em vertebrados ectotérmicos como algumas espécies de

lagartos, rds e peixes, assim como alguns mamiferos neonatos, o RS cardiaco ¢
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relativamente esparso € a contracdo ¢ o relaxamento sdo mais dependentes dos
movimentos transarcolemais de calcio (FABIATO, 1983; BOSSEN & SOMMER,
1984; VORNANEN, 1996 a, b).

A maior parte dos teledsteos ja estudada ndo apresenta RS funcional,
dentre eles o bacalhau (Gadus morhua) a 10 °C e o “sea raven” (Hemitripterus
americanus) a 15 °C (DRIEDZIC & GESSER, 1988), o linguado (Pleuronectes flesus,
HOVE-MADSEN & GESSER, 1989) a 15 °C ¢ a carpa-cruciana (VORNANEN, 1996a)
a2 e 22 °C. O mesmo padrio foi registrado para espécies de teledsteos tropicais como o
amboré¢ (B. Soporator, RANTIN et al., 1998) e a tildpia-do-Nilo (O. Niloticus, COSTA
et al., 2000), tanto a 25 quanto a 40 °C, nos quais a existéncia de um RS funcional seria
bastante plausivel no sentido de permitir que esses animais desenvolvessem uma
performance cardiaca condizente com o ambiente de ampla variagdo térmica em que
naturalmente se encontram.

A ocorréncia de um RS funcional nas temperaturas em que os peixes sao
encontrados na natureza nao ¢ comum. Alguns estudos indicam sensibilidade do RS a
rianodina apenas em temperaturas elevadas e freqiiéncias de estimulacdo ndo
fisiologicas. Mesmo em espécies de peixes que possuem um RS relativamente
estruturalmente bem desenvolvido, como a truta-arco-iris (HOVE-MADSEN, 1992;
MOLLER-NIELSEN & GESSER, 1992; KEEN et al., 1994), o RS s6 apresenta papel
importante como fornecedor de calcio ao aparato contratii quando exposto a
temperaturas suprafisiologicas (a partir de 15 °C; KEEN et al., 1994) e/ou freqiiéncias
de estimulagdo subfisiologicas (0,2 a 0,4 Hz; HOVE-MADSEN & GESSER, 1989;
MOLLER-NIELSEN & GESSER, 1992; HOVE-MADSEN, 1992; SHIELS &
FARRELL, 1997). Porém, estudos mais recentes t€ém demonstrado que o RS de truta ¢
funcionalmente importante em freqiiéncias e temperaturas fisioldgicas. Nessa espécie, a
corrente de cdlcio dos canais L ¢ insuficiente, em termos quantitativos, para ativar
completamente a contracio (HOVE-MADSEN et al, 1998, 2001). Em Lota lota, TIITU
& VORNANEN (2002) observaram que o RS atrial e ventricular ¢ sensivel a rianodina,
mesmo a 1 °C, demonstrando a funcionalidade dessa organela como fornecedora de
calcio para a contragao independente da temperatura testada.

Apesar das observagdes anteriores, a rianodina foi incapaz de reduzir a
Fc na maioria dos vertebrados ectotérmicos de clima temperado sob condigdes
fisioldgicas, fato este que, de acordo com THOMAS et al. (1996), deve-se as menores
temperaturas experimentais testadas. Estudos desenvolvidos com o atum, Katsuwonus

pelamis (KEEN et al., 1992; TIBBITS, 1996), ¢ a cavala, Scomber japonicus (SHIELS
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& FARRELL, 2000), indicam que a contratilidade cardiaca desses animais ¢
substancialmente reduzida pela rianodina em tiras atriais e ventriculares em
temperaturas superiores a 20 °C, situagio nio observada em temperaturas experimentais
mais baixas.

No presente estudo H. unitaeniatus apresentou a 25 °C uma potencia¢do
pos-pausa da Fc nas preparagdes controle (168,3 + 11,4 %), que foi abolida apods a
utilizacdo de rianodina (108,6 = 4,7 %). A presenca de um RS funcional em
temperaturas nas quais a espécie ¢ encontrada na natureza ja havia sido descrita por
KEEN et al. (1992), para as tiras atriais de atum, ¢ TIITU & VORNANEN (2003) para
o “burbot”, Lota lota. Porém, vale lembrar que o tecido atrial de varias espécies
apresenta RS do atrio mais desenvolvido que no ventriculo (BERS, 2001).

Recentes estudos mostram outros teledsteos neotropicais com o mesmo
padrao de resposta. ANELLI Jr et al. (2004), estudando tiras ventriculares de pacu,
Piaractus mesopotamicus, observaram uma potenciagdo pos-pausa da Fc de
aproximadamente 140% a 25 °C, sendo que a aplicagdo de 10 uM de rianodina aboliu
completamente tal potenciacdo. Resultado semelhante foi obtido por OLLE (2003) para
tiras ventriculares de traira, Hoplias malabaricus, onde potenciagdes pds-pausa de
aproximadamente 40% a 25 °C foram completamente abolidas apos a aplicagdo de
rianodina. J& RIVAROLI (2002), estudando o tecido ventricular do curimbata,
Prochilodus lineatus, ¢ do cascudo, Hypostomus regani, ambos a 25 °C, verificou
potenciagdes pos-pausa da Fc de 60 % e 20%, respectivamente, que também foram
abolidas pela rianodina.

Assumindo que, como em mamiferos, a mitocondria nao ¢ normalmente
importante para suplementar o calcio ao aparato contratil, e que as caracteristicas de
liga¢do da rianodina sejam similares em mamiferos e em peixes, podemos sugerir que o
calcio responsavel pela ativagdo das miofibrilas causando a contracdo muscular no
tecido ventricular de H. unitaeniatus deve originar-se de pelos menos duas fontes: o
meio extracelular e o RS, assim como também observado em pacu (ANELLI Jr. et al,
2004), curimbata, cascudo (RIVAROLI, 2002) e traira (OLLE, 2003).

Alguns autores sugerem haver uma correlagdo entre a existéncia de um
RS funcional no tecido cardiaco e um alto nivel de atividade por parte da espécie. Este
foi o caso para os atuns e a cavala, espécies de natacdo rapida, descritas como espécies
“atléticas”, pertencentes a familia Scombridac (KEEN et al.,, 1992; AHO &
VORNANEN, 1998; SHIELS et al, 1999; SHIELS & FARRELL, 2000). H4 também a

sugestdio de que elevacdes na temperatura aumentem a atividade do RS e,
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conseqiientemente, seu grau de participagdo como fornecedor de célcio ao aparato
contratil, o que se constituiria em uma estratégia adaptativa a elevagdes bruscas da
temperatura (SHIELS & FARRELL, 1997).

RIVAROLI (2002) relatou que uma outra hipdtese para explicar a
presenca de RS funcional ¢ a posicao sistemdtica em que se encontram as espécies.
Revisando a filogenia das espécies estudadas, este autor constatou que todas as espécies
neotropicais que apresentam RS funcional pertencem a superordem OSTARIOPHYSI.
Reforgando esta hipotese, temos que as espécies de peixes nas quais ndo se constatou a
presenca de um RS funcional (insensiveis a rianodina) pertencem as superordens
ACANTHOPTERYGII, PARACANTHOPTERYGII e PROTOACANTHOPTERYGIL.
Porém, existem algumas exce¢des como, por exemplo, alguns exemplares da familia
SCOMBRIDAE, como atuns Katsuwonus pelamis (KEEN et al., 1992) e Thunnus
albacares (SHIELS et al., 1999) e a cavala Scomber japonicus (SHIELS & FARRELL,
2000) que apresentam RS funcional mesmo sendo pertencentes & superordem
ACANTHOPTERYGII. Neste caso, esta pode ter sido uma adaptacio desenvolvida pela
familia Scombridae para manter a performance cardiaca durante a natagdo rapida. Da
mesma forma, o mugum (Synbranchus marmoratus) estudado por ROCHA (2004),
também pertence a superordem ACANTHOPTERYGII, o que sugere um
conservacionismo filogenético desta estrutura.

Nosso trabalho corrobora essa hipotese, visto que H. unitaeniatus
pertence a superordem OSTARIOPHISI, assim como Hoplias malabaricus (OLLE,
2003), pertencente a mesma familia que o jeju. Porém, mais estudos envolvendo um
numero maior de espécies, familias e superordens sdo necessarios para se comprovar a
hipotese filogenética da funcionalidade do RS.

Os resultados obtidos s3o indicativos de que a espécie estudada possui
um RS funcional, oferecendo importante contribui¢do para o manejo de calcio no seu

musculo cardiaco em termos de acumulacgao e liberacao deste ion.

4.2.4. Efeito da Adrenalina

Existem controvérsias a respeito do principal mecanismo de regulacao do
débito cardiaco em peixes, onde este seria mediado principalmente pelo controle do
volume sistolico (FARRELL et al., 1992), ou como em mamiferos, principalmente em
funcdo da regulagdo da freqiiéncia cardiaca, principalmente em temperaturas elevadas
(RANDALL, 1968). A regulacdo [-adrenérgica ¢ particularmente importante pois € o

meio fisioldégico pelo qual o sistema nervoso simpdtico controla as propriedades
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inotropicas (desenvolvimento de forca), lusitropicas (relaxamento muscular) e
cronotrépicas (freqiiéncia de contracao) do coragao (BERS, 2001).

O coragdo dos teledsteos apresenta inervacao adrenérgica e também esta
sob a acdo adrenérgica das catecolaminas circulantes produzidas pelo tecido cromafim
(LAURENT et al., 1983). As células cromafim podem ser definidas como quaisquer
c¢lulas derivadas da neuroectoderme, inervadas por fibras pré-ganglionares simpaticas e
capazes de sintetizar, secretar e armazenar catecolaminas, sendo que, em mamiferos,
elas estdo presentes principalmente na medula da adrenal, enquanto peixes carecem de
glandulas adrenais verdadeiras, apenas sendo evidenciados agregados de células
cromafins em diferentes Orgdos, cuja localizagdo varia de acordo com a espécie
(SCHEUERMANN, 1993).

A influéncia da adrenalina sobre a contratilidade miocéardica se da por
diversos mecanismos. O efeito inotropico positivo observado apds a estimulagdo
adrenérgica estd normalmente associado ao aumento do influxo de calcio
transarcolemal mediado pela transducdo de sinal via estimulagdo B-adrenérgica, como
visto em mamiferos (CARMELIET & VEREECKE, 1969) e em diversos teledsteos
(SHIELS & FARRELL, 1997; RANTIN et al., 1998), permitindo a formagdo de um
maior nimero de pontes cruzadas e, portanto, um aumento no desenvolvimento de
tensao (SHIELS & FARRELL, 2000).

De acordo com BERS (2001), o mecanismo de trandugdo de sinal que
ocorre apods a ligagdo do agonista adrenérgico ao receptor B-adrenérgico localizado na
SL ocorre da seguinte forma: primeiramente ocorre a ativacao da proteina de membrana
G; (estimuladora) que, por sua vez, ativa a enzima adenilato-ciclase, formadora de
AMPc. Este segundo mensageiro ativa a proteina quinase AMPc-dependente (PKA) por
meio da dissociacdo da sua subunidade catalitica da regulatoria. A subunidade catalitica
da PKA, uma vez liberada, age em diversos locais, fosforilando proteinas como a
troponina I, os canais L da SL e a proteina regulatoria da atividade da SERCA, o
fosfolambano. Os resultados destas modificagdes iniciam-se na SL, onde a PKA, ao
fosforilar o canal L, altera sua dependéncia de voltagem para ativacdo e inativagao,
fazendo com que a corrente de célcio seja ativada a uma menor voltagem, aumentando
assim a probabilidade de abertura dos canais a menores despolarizagdes e,
conseqiientemente, o influxo de calcio pela SL. Além disso, a fosforilagdo do
fosfolambano pela PKA faz com que mais calcio seja armazenado no RS pelo aumento
da atividade da SERCA. Por fim, a fosforilagdo da troponina I reduz sua afinidade pelo

calcio, levando a uma libera¢ao mais rapida deste ion, contribuindo com a aceleragdo
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do processo de relaxamento (efeito lusitropico positivo). A quantidade de célcio livre
no citosol ¢ entdo aumentada pela maior entrada de calcio pelos canais L da SL que,
além de contribuir diretamente com a entrada de célcio ativador no citosol, provoca
maior liberacdo de célcio pelo RS através do mecanismo de liberagao de calcio célcio-
induzida. Assim, a liberagdo de célcio do RS ¢ aumentada tanto pela maior quantidade
calcio armazenado pela atividade da SERCA, quanto pelo mecanismo de liberagdo
calcio célcio-induzida.

Todavia, ndo se pode excluir um possivel efeito inotropico positivo
resultante da estimulagdo de receptores a-adrenérgicos (SHIELS & FARRELL, 1997).
A estimulacdo de o-adrenorreceptores em mamiferos aumenta a sensibilidade dos
miofilamentos ao cdlcio e pode aumentar a concentragdo de cdlcio intracelular pela
ativacao de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP;) (BENFEY, 1990). O IP; induz a liberagdo
de célcio do RS em células de musculo liso, mas também parece causar liberagdao de
calcio do RS em tecido muscular cardiaco, apesar da taxa de inducdo da liberacdo de
calcio ser menor que a liberacdo de calcio calcio-induzida (KENTISH et al., 1990). O
papel do IP; no miocardio de peixes, bem como a densidade de receptores de IP; na
membrana do RS desses animais, sdo pouco conhecidos.

Embora os receptores a-adrenérgicos possam estar presentes na
membrana sarcolemal de varias espécies de peixes, estes ndo sdao responsaveis pelo
efeito inotropico ou cronotropico das catecolaminas verificados em espécies como
truta-arco-iris, Oncorhynchus mykiss (ASK, 1983; FARRELL et al., 1996), linguado,
Pleuronectes platessa (ASK, 1983) e carpa, Carassius carassius (VORNANEN, 1989),
mas podem mediar tais efeitos no miocardio de enguia-americana, Anguilla anguilla
(PEYRAUD-WAITZENEGGER et al., 1980) e perca, Perca fluviatilis (TIRRI &
LETHO, 1984).

Adicionalmente, de acordo com FARRELL & JONES (1992), a resposta
cardiaca a estimulacdo adrenérgica em peixes ¢ dependente, em grande escala, da
densidade dos subtipos adrenérgicos (a- e P-adrenorreceptores), da sensibilidade do
adrenorreceptor e da concentracdo e tipo de agonista (adrenalina ou noradrenalina).
Esses autores descrevem que em muitos teledsteos, com excecao da carpa, Cyprinus
carpio, a adrenalina ¢ a catecolamina predominante na circulagdo, embora tanto a
adrenalina como a noradrenalina possam exercer uma agao sinergistica para produzir os
efeitos adrenérgicos no coragdo de peixes.

A adrenalina estd presente em concentragdes tonicas nanomolares (107

M) na circulagdo de peixes em repouso, assim garantindo a manuten¢do de um ténus
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adrenérgico no coragao tanto in vivo quanto in vitro (SHIELS & FARRELL, 2000). Por
outro lado, uma concentracdo aguda de adrenalina (10° M) correspondente ao nivel
adrenérgico plasmatico observado durante estimulagdo adrenérgica méxima, observada
em resposta a condicdes estressantes, tais como altas temperaturas, manuseio e
exercicio intenso (SHIELS & FARRELL, 2000).

Essa elevada concentracdo de adrenalina circulante aumentaria a
disponibilidade de calcio ao aparato contratil, assim aumentando o gradiente
transarcolemal de calcio por meio da maximizacdo dos mecanismos de transporte
16nicos através da SL. Foi o que se observou para o jeju, uma vez que a adrenalina
promoveu um aumento na Fc de aproximadamente 20% ja em resposta a uma
concentrago tonica deste agonista (10° M). Contudo, o efeito mais expressivo da
adrenalina foi observado na concentragdo de 10° M (aproximadamente 225%).

Uma vez que o TPT foi alterado na maior concentracdo de adrenalina
(10° M), pode-se sugerir que os canais L da SL permanegam abertos por um maior
periodo devido a fosforilagdo desses canais pela adrenalina, assim aumentando o tempo
de entrada de ions calcio, o que também acaba por elevar a Fc. Por outro lado, uma vez
que o THR ndo varia em resposta a elevagdo de adrenalina, pode-se sugerir que o
miocardio ventricular da espécie apresenta mecanismos eficientes para a extrusdo de
calcio, mesmo quando a quantidade deste ion ¢ aumentada pela estimulagdo
adrenérgica, indicando que os mecanismos de transporte de calcio responsaveis pelo
relaxamento cardiaco ndo sdo passos limitantes para a contratilidade cardiaca da espécie

quando em presenga de elevadas concentragdes de adrenalina.

4.2.5. Efeitos de incrementos na freqiiéncia de estimulacio

Dentre os diversos grupos de vertebrados existem grandes diferencas no
que se refere a relacao entre a forca de contragdo e a freqiiéncia de estimula¢ao imposta
ao musculo cardiaco. Os motivos responsaveis por essas diferencgas parecem ter relagao
com peculiaridades nos processos que envolvem a utilizagdo do RS para a acumulacgao e
liberagdo de ions célcio para o acoplamento E-C (HADJU, 1969).

Embora a andlise da tensdo pds-pausa seja a maneira tradicional de se
verificar a importancia funcional do RS na regulacdo de ions calcio em musculo
isolado, ¢ importante verificar a participagdo do RS em freqiiéncias fisiologicamente
relevantes por meio do estudo da relagdo entre a forca de contragdo e aumentos
sucessivos na freqiiéncia de estimulagdo imposta sobre as tiras ventriculares na auséncia

e presenca de rianodina (determinando a funcionalidade do RS na freqiiéncia observada



Discussao 62

in vivo) e/ou adrenalina (determinando como se dd o manejo de célcio quando ha uma
concentragdo tonica de adrenalina plasmatica e também em condicdes de estresse).

A relagdo entre a forca isométrica maxima e a freqii€ncia de contracao,
ou relacdo forca-freqiiéncia, ¢ documentada para diversas espécies de peixes (SHIELS
et al., 2002). Para a maioria das espécies estudadas, essa relacdo mostra uma diminuig¢ao
da Fc quando a freqiiéncia de estimulacdo aplicada sobre as tiras cardiacas ¢ elevada.
Esta relacdo inversa ¢ denominada relagcdo forca-freqiiéncia negativa ou efeito escada
negativo. Em tiras atriais e ventriculares da maioria dos teledsteos estudados, um
aumento na freqiiéncia de estimulagdo causa uma reducdo da tensdo isométrica maxima,
reducdo no estado ativo e também na taxa de contracdo (ASK, 1983; DRIEDZIC &
GESSER, 1985; VORNANEN, 1989; SHIELS et al, 2002). Assim, em freqiiéncias
elevadas, a forca ¢ reduzida de 50 a 90% no musculo cardiaco da maioria dos teledsteos
antes que as mesmas se tornem arritmicas (SHIELS & FARRELL, 2000; SHIELS et al.,
2002).

A andlise da Fc e dos processos tempo-dependentes das tiras
ventriculares de jeju, H. unitaeniatus, apés incrementos na freqliéncia de estimulacao
foi analisada com o objetivo de verificar uma possivel limitacdo dos mecanismos
envolvidos com o transporte de calcio durante o ciclo cardiaco a medida que a
freqiiéncia ¢ elevada.

O pico de tensdo indica a real capacidade inotropica do coragao (SHIELS
& FARRELL, 1997). O presente estudo demonstrou que os diferentes tratamentos
impostos (diferentes concentragdes de adrenalina e aplicagdao de rianodina) afetaram o
pico maximo de tensdo com o seu efeito sendo varidvel de acordo com as diferentes
freqliéncias de estimulacdo. Além da Fc, o TPT sofreu redugdes significativas com o
aumento da freqiiéncia, refletindo uma reducao freqiiéncia-dependente do tempo para o
aporte dos ions cdlcio as miofibrilas contrateis. J4 o THR se manteve constante, com
excec¢ao do controle, onde sofreu reducoes.

Devido as mudangas no desenvolvimento de Fc estarem diretamente
relacionadas a mudangas na concentragdo de calcio intracelular, a relagdo forga-
freqiiéncia negativa pode ser atribuida ao declinio freqliéncia-dependente da
concentragdo intracelular de célcio, evidenciando uma menor capacidade de obtengdo
de calcio livre a partir de reservas intracelulares nestes animais (SHIELS et al., 2002).
Tal reducdo na capacidade de obtencdo de calcio livre pode estar associada a
mecanismos sarcolemais de transporte destes ions insuficientes do ponto de vista

funcional para a manutencdo do inotropismo cardiaco a elevadas taxas de estimulagao,
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determinando indiretamente o grau de eficiéncia do acoplamento E-C na musculatura
cardiaca (DRIEDZIC & GESSER, 1985).

Outras limitagdes importantes para a manutengdo da Fc quando a
freqiiéncia ¢ aumentada sdo a distancia de difusdo intracelular que o calcio deve
percorrer para ativar os miofilamentos, bem como a velocidade na qual este ion deve
ser removido do sarcoplasma a fim de promover um relaxamento maximo (KEEN et al.,
1992). Para tais processos, a presenca de um RS funcional seria de alta relevancia, ja
que esta organela ndo apenas funciona como fonte de ions calcio para a contragdo, mas
também desempenha papel fundamental como armazenadora deste ion no relaxamento
cardiaco pela tomada de célcio dependente de ATP (SERCA). Assim, pode-se
estabelecer uma correlagdo direta entre o grau de desenvolvimento do RS e a freqiiéncia
de contracdo maxima que um musculo pode atingir, sendo que maiores freqiiéncias sao
observadas em fibras musculares que apresentam um maior grau de desenvolvimento do
RS ou entdo mecanismos de transporte sarcolemais de calcio muito eficientes (HELLE,
1983).

A diminui¢ao freqiiéncia-dependente da Fc, a qual temos como um
padrdo para a maioria dos teledsteos (SHIELS et al., 2002), foi observada nas tiras
ventriculares de H. unitaeniatus na temperatura de aclimatagdo (25 °C). Ainda de
acordo com esses autores, o decréscimo dos niveis de calcio intracelular conforme a
freqiiéncia de estimulagdo ¢ aumentada pode tanto ser resultante tanto de uma
diminui¢do do influxo de célcio transarcolemal via canais voltagem-dependentes do tipo
L e/ou do NCX, como também da menor liberacdo de calcio do RS a elevadas
freqiiéncias.

Em contraste, uma relagdo forca-freqiiéncia positiva, ou seja, aumento da
Fc durante incrementos na freqiiéncia de estimulacdo, ¢ descrita para alguns grupos de
vertebrados quando submetidos a elevagdes iniciais na freqiiéncia de estimulacdo. Esse
¢ o caso de tiras ventriculares de mamiferos, répteis, anfibios e elasmobranquios
(DRIEDZIC & GESSER, 1985, 1988) e também do tecido atrial de atuns, K. pelamis
(KEEN et al.,, 1992). Porém, esta relacdo torna-se negativa em freqiiéncias mais
elevadas.

As freqiiéncias cardiacas maximas encontradas in vifro para tiras
ventriculares de H. unitaeniatus superam a freqiiéncia cardiaca in vivo. Tal resultado
corrobora os resultados obtidos por DRIEDZIC & GESSER (1985), indicando que os
mibcitos cardiacos ndo estdo trabalhando in vivo no limite maximo de capacidade de seu

acoplamento E-C. Isso indica haver a atua¢do de mecanismos intrinsecos ao tecido
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miocardico na modulagdo da freqiiéncia cardiaca e/ou ocorréncia de limitagdes
fisioldgicas no musculo isolado nao relacionados a regulagao de célcio.

A reducdo da Fc em aproximadamente 35% a 0,2 Hz apds a aplicagdo de
rianodina indica que o RS ¢ potencialmente funcional e contribui significativamente
para a manutenc¢do da tensdo isométrica a 25 °C, exercendo um papel importante no
manejo de calcio quando consideradas as freqiiéncias observadas in vivo (reducdo de
aproximadamente 25%). Assim, foi observada uma redugdo progressiva no papel do
calcio intracelular para a manutencdo da Fc com o aumento da freqiiéncia, uma vez que
os resultados obtidos nas preparagdes CTRL e RIAN se aproximaram a medida que
freqliéncias superiores as verificadas in vivo foram utilizadas.

Quando considerada a freqiiéncia cardiaca obtida in vivo, o inotropismo
negativo provocado pela rianodina (redugdo de 25%) foi superior ao efeito deste
alcaloide descrito para espécies de peixes que comprovadamente apresentam RS
funcional em freqiiéncias fisioldgicas, como a cavala-do-pacifico, Scomber japonicus
(redugdo de 20%; SHIELS & FARRELL, 2000), truta-arco-iris, Oncorhynchus mykiss
(redugdo de 15 %; HARWOOD et al., 2000). Além disso, o grau de redugdo de forca
ocasionado pela rianodina na freqiiéncia in vivo para o ventriculo de jeju foi semelhante
ao descrito para piramboia, Lepidosiren paradoxa (redugao de 25%; COSTA et al.,
2004) e atum, Katsuwonus pelamis (redugao de 30%; KEEN et al., 1992).

A redugdo da Fc das tiras ventriculares de H. unitaeniatus promovida
pela rianodina ndo foi acompanhada por alteragdao dos parametros tempo-dependentes,
semelhante ao descrito por outros autores (HOVE-MADSEN, 1992; OLLE, 2003;
ROCHA, 2004), onde o TPT e o THR nao apresentaram sensibilidade a rianodina em
nenhuma das freqiiéncias utilizadas. Esses resultados indicam que a auséncia de
participagdo do RS como fornecedor e seqiiestrador de célcio ndo afetou o tempo de
disponibilizagdo do calcio ao aparato contratil, mas, sim, a quantidade de célcio
disponivel no citosol dos cardiomiocitos desta espécie (ROCHA, 2004). Segundo
descrito por esse mesmo autor, outros mecanismos envolvidos com o fornecimento e
extrusdo de calcio do citosol, como NCX, canais de calcio e bomba de calcio da SL,
podem estar sendo suficientemente eficientes em promover um influxo e retirada deste
ion da célula, j& que a quantidade de calcio que ¢ ciclada a cada batimento ¢
comprovadamente menor, conforme evidenciado pelo inotropismo negativo causado
pela rianodina.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que pelo menos dois

mecanismos estdo envolvidos na regulagdo da producdo de for¢a no coragdo de H.
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unitaeniatus: um componente afetado pela freqiiéncia de estimulagdo, dependente do
fluxo i16nico através da SL, e outro dependente do RS e sensivel a rianodina, a qual
reduz a Fc.

Adicionalmente, a adi¢io de adrenalina tonica (10 M) as preparacdes ja
contendo rianodina (BA + RIAN) ndo resultou em alteracdes na Fc, TPT e THR
somente tratadas com rianodina. Contudo, as tiras ventriculares apresentaram uma Fc
menor em relacdo as preparacdes controle, efeito esse que deve exclusivamente refletir
0 ja discutido efeito inotrdpico negativo da rianodina, bem como os menores valores
iniciais de TPT observados apds o tratamento com este alcaldide, a despeito da auséncia
de alteragdo no THR. Visto que a aplicagdo de rianodina também ndo alterou esse
ultimo parametro, parece que a atividade do RS ndo ¢ fundamental para o relaxamento
nessa espécie.

Por outro lado, a estimulagdo adrenérgica maxima, mesmo associada ao
bloqueio prévio do RS com rianodina (AA + RIAN) foi capaz de aumentar a Fc para
valores muito acima daqueles observados para as preparacdes CTRL. Esse resultado
permite que seja sugerido que a estimulacdo adrenérgica maxima seja capaz de
compensar a auséncia de funcionalidade do RS como fornecedor de célcio, podendo
exclusivamente o influxo transarcolemal deste ion promover aumentos significativos da
Fc. Isso mostra que o ventriculo de H. unitaeniatus quando sob estimulo adrenérgico
elevado pode facilmente aumentar a geracao de forca pelo aumento do influxo de célcio
via SL, mesmo sem uma contribui¢ao das reservas intracelulares de calcio. O aumento
da Fc mediado pela alta concentracdo de adrenalina ap6s adicao de rianodina também
foi observado em espécies de ambientes temperados como truta arco-iris (SHIELS &
FARRELL, 1997) e cavala do Pacifico (SHIELS & FARRELL, 2000) e na espécie
tropical S. marmoratus (ROCHA, 2004).

Além disso, pelo fato de a adrenalina ter sido capaz de compensar o
efeito inotropico negativo da rianodina no presente estudo, pode-se inferir que o
mecanismo responsavel pelo efeito inotropico positivo da adrenalina observado no
presente estudo ndo ¢ resultante do aumento da liberacdo de calcio pelo RS, mas, na
verdade, de um incremento do influxo desse ion através da SL, quer seja pelos canais de
calcio tipo L e/ou pelo NCX (ROCHA, 2004).

Pode-se sugerir também que a grande quantidade de célcio que entra
através da SL apds a estimulacdo adrenérgica maxima, responsavel pelo acentuado
inotropismo positivo, ¢ ainda eficientemente retirada do citosol durante o relaxamento,

uma vez que o THR permaneceu inalterado, mais uma vez indicando o elevado grau de
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eficiéncia dos mecanismos transarcolemais de transporte de calcio responsaveis pelo

relaxamento cardiaco da espécie (NCX e/ou Ca’>"-ATPase da SL).



Conclusoes

S.

CONCLUSOES

As informagdes obtidas relacionadas as respostas in vivo € in vitro de

Hoplerythrinus unitaeniatus permitem as seguintes conclusoes:

a.

A fy de H. unitaeniatus esta proxima aos valores encontrados para as outras duas
espécies da familia Erythrinidae ja estudadas, Hoplias malabaricus ¢ Hoplias
lacerdae;

Nao houve deterioragao da forca de contragdo das tiras ventriculares de H.
unitaeniatus, indicando que estas sdo habeis em manter a contragdo constante
independentemente do tempo do experimento;

Em H. unitaeniatus, a elevacao da concentragdo de calcio extracelular resultou
em uma resposta inotropica positiva, o que reflete a importancia do calcio
extracelular para a geracdo de forca. Além disso, os valores constantes de TPT e
THR indicam que os mecanismos de transporte de célcio responsaveis pela
contracdo e pelo relaxamento cardiaco ndo sdo passos limitantes na
contratilidade cardiaca desse peixe;

A elevagdo da freqiiéncia de estimulagdo causou um efeito escada negativo, da
mesma forma que o observado para a maioria das espécies de teledsteos;

Os midcitos parecem ndo estar trabalhando, in vivo, no limite de capacidade do
acoplamento E-C, visto que as freqiiéncias maximas observadas in vifro superam
aquelas observadas in vivo.

Nessa espécie, o reticulo sarcoplasmatico (RS) participa significativamente no
manejo de calcio durante o acoplamento E-C cardiaco, uma vez que o
tratamento com rianodina resultou em uma diminuigao da Fc;

Altas concentragdes de adrenalina foram capazes de reverter o efeito inotropico
negativo causado pela rianodina, mostrando que o influxo de calcio pela
sarcolema (SL) pode compensar a redu¢dao da Fc causada pela inativagao
funcional do RS;

Em H. unitaeniatus, o calcio responsavel pela ativacdo dos miofilamentos deve
derivar de pelo menos duas fontes: o espago extracelular (evidenciado pelo
aumento de Fc durante incrementos na concentracao de calcio extracelular e de
adrenalina) e reservas internas, ou seja, o RS (evidenciado pelo efeito inibitorio

da rianodina).
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