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Efeitos da manipulacdo farmacologica dos
receptores canabindides CB2 na funcao cardiaca do
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RESUMO
Além dos seus efeitos classicos conhecidos, como analgesia e prejuizo da cognicdo e

aprendizagem, os canabindides também tém sido relacionados a regulacdo das respostas
cardiovasculares. Os receptores canabindides CB1 e CB2 estdo presentes em varios 6rgaos,
incluindo o tecido cardiaco. Entretanto, os efeitos da ativacdo desses receptores na
contratilidade cardiaca ainda sdo pouco conhecidos. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar as respostas do miocardio ventricular apds a ativagcao do receptor canabinodide CB2,
utilizando peixe como modelo experimental, que se apresenta como ferramenta atrativa para
o teste com terapias inovadoras. Foi investigado os efeitos da ativacdo dos receptores CB2
com um agonista seletivo sintético (HU-308) na contratilidade do miocardio ventricular isolado
e na expressdo das proteinas envolvidas com o manejo de Ca?* durante o acoplamento
excitagdo-contracdo (AE-C). O tratamento com o agonista dos receptores CB2 aumentou a
forca de contracao (Fc), a capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), além das taxas de
contracdo e de relaxamento das tiras ventriculares. Manipulacdes farmacoldgicas com
rianodina (bloqueio do reticulo sarcoplasmatico) e litio (bloqueio do trocador Na*/Ca?)
indicaram uma contribuicéo relevante tanto do RS quanto do trocador Na*/Ca?* no AE-C no
grupo tratado com o agonista HU-308. Adicionalmente, o HU-308 induziu aumentos
significativos na expressédo do trocador Na*/Ca? (NCX) (159%), da bomba Ca?*-ATPase do RS
(SERCA) (28%), e do fosfolambano (PLB) (67%) nos ventriculos de matrinxa.

Dessa forma, a ativagdo dos receptores CB2 foi capaz de modular a concentracdo de Ca?*
transiente de forma a induzir respostas inotropicas e lusitrOpicas positivas. Os efeitos
benéficos observados nesse estudo na contratilidade miocardica sugerem que os receptores

CB2 podem ser potenciais alvos terapéuticos em disfungfes cardiacas.

Palavras-chave: Sistema endocanabinbide. Func¢do cardiaca. Acoplamento excitagdo-
contracdo. Proteinas de manejo do calcio. Agonista canabindéide. Peixe.



ABSTRACT

In addition to their known classical effects, such as analgesia and impaired cognition
and learning, cannabinoids have also been related to the regulation of cardiovascular
responses. CB1 and CB2 cannabinoid receptors are present in several organs, including
cardiac tissue. However, the effects of activation of these receptors on cardiac contractility are
still unclear. The aim of this study was to evaluate ventricular myocardial responses after
activation of the CB2 cannabinoid receptor, using fish as an experimental model, which is an
attractive tool for testing with innovative therapies. The effects of cb2 receptor activation with
a synthetic selective agonist (HU-308) on the contractility of the isolated ventricular
myocardium and on the expression of proteins involved with Ca?* management during
excitation-contraction coupling (E-C coupling) were investigated. Treatment with the CB2
receptor agonist increased the contraction force (Fc), cardiac pumping capacity (CPC),
besides the contraction and relaxation rates of ventricular strips. Pharmacological
manipulations with rianodine (sarcoplasmic reticulum blockade) and lithium (Na*/Ca?*
exchanger blockade) indicated a relevant contribution of both the SR and the Na'/Ca?*
exchanger in E-C coupling in the HU-308 treated group. Furthermore, the treatment with HU-
308 induced significant increases in the expression of Na*/Ca?" exchanger (NCX) (159%),
sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCAZ2a) (28%) e phospholamban (PLB) (67%)
in the ventricles of matrinxa. In conclusion, CB2 receptors activation improved E-C coupling
by increasing calcium-handling efficiency leading to a positive inotropic and lusitropic
responses. The beneficial effects observed in this study on myocardial contractility suggest

that CB2 receptors may be potential therapeutic targets in cardiac dysfunctions.

Keywords: Endocannabinoid system. Cardiac function. Excitation-contraction coupling.
Calcium handling proteins. Cannabinoid agonist. Fish.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizagdo do problema

O sistema endocanabindide (SEC) foi descoberto devido ao interesse de
pesquisadores em entender quais seriam os efeitos de agentes quimicos psicoativos,
como o A%-THC, presentes na planta Cannabis sativa, nos individuos que utilizavam
essa planta como recurso pessoal, bem como quais seriam 0s receptores desses
compostos quimicos capazes de desencadear suas acoes fisiolégicas (PERTWEE,
2006). O sistema € composto pelos receptores CB1, descobertos em 1990
(MONTECUCCO & DI MARZO, 2012) e receptores CB2, descobertos em 1993
(STEFFENS & PACHER, 2012), além de seus respectivos agonistas canabindides
enddgenos ou endocanabindides e pelas enzimas que compdem suas vias de sintese
e degradacdo. Segundo Feliciano et al. (2006), os receptores CB1 e CB2 séao
receptores acoplados a uma proteina G, os quais, uma vez ativados, desencadeiam
cascatas de sinalizacdo intracelular. Os receptores CB1 sao encontrados
majoritariamente nos terminais nervosos pré-sinapticos do sistema nervoso central,
enguanto que os CB2 estéo presentes, sobretudo, no sistema nervoso periférico, em
células imunoldgicas, no sistema cardiovascular (SCV), nos rins, no cordao umbilical
e no endotélio (MONTECUCCO & Di MARZO, 2012).

A reviséo realizada por Montecucco & Di Marzo (2012) destaca que os dados
disponiveis na literatura sugerem fortemente que o0s endocanabindides ndo so
desempenham um papel fundamental no controle da frequéncia cardiaca e pressao
arterial em individuos saudaveis, mas também participam de condicdes patoldgicas,
afetando o desempenho cardiaco e arterial, direta ou indiretamente, por meio da
alteracdo de fatores de risco cardiometabdlicos. Os efeitos cardiovasculares dos
endocanabindides sdo complexos, multiplos e controversos, podendo envolver a
modulacgéo do fluxo autonémico dos sistemas nervoso central e periférico, bem como
os efeitos diretos do miocardio e da vasculatura (CUNHA et al., 2011).

Canabindides e seus enddgenos, bem como seus analogos sintéticos exercem
uma variedade de efeitos no SCV, tanto in vivo como in vitro. Em roedores
anestesiados, a anandamida, o THC e o agonista sintético HU-210 dos receptores
CB1 e CB2 induzem hipertenséo, bradicardia e reducdo da contratilidade cardiaca
(PACHER et al., 2005a; 2005b). A ligacdo da anandamida e do agonista HU-210 aos

receptores CB1 do miocéardio promove a reducdo, de maneira dose-dependente, do
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desempenho contratil do musculo atrial humano isolado, um efeito que € bloqueado
pelo antagonista do receptor tipo 1, o AM251, implicando a existéncia de um
inotropismo negativo mediado por CB1 (BONZ et al., 2003). A ativag&o dos receptores
CB1 desencadeia uma série de efetores que levam a inibicdo da adenilato ciclase,
estimulacao de canais de K* retificadores, ativacao da via MAPK e a inibicdo de canais
de Ca?* (IBRAHIM & ABDEL-RAHMAN, 2014). Entretanto, o agonista dos receptores
CB1 e CB2, o WIN-55,212-2 e o canabidiol reduz o tamanho da é&rea do infarto e
suprime arritmias ventriculares.

Por outro lado, evidéncias sugerem que a ativacdo dos receptores CB2
contribui na protecdo do SCV. No SCV, a ativacdo de receptores canabindides CB2
presentes nos cardiomidcitos, células endoteliais, musculo liso vascular e células
imunes, pode limitar o processo inflamatério e reduzir lesdes teciduais, como nos
casos de aterosclerose, acidente vascular cerebral (AVC) e infarto miocardico por
meio da infiltracdo e recrutamento de macrofagos e leucdcitos nos locais afetados
(STEFFENS & PACHER, 2012). Os receptores CB2, por serem acoplados a proteina
G, estdo envolvidos com sinalizag@es intracelulares, desencadeando alteracdes no
funcionamento canais ibnicos de calcio e potassio, na atividade da adenilato ciclase e
nos niveis de adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc) (DHOPESHWARKAR &
MACKIE, 2014). Esses receptores tem sido alvos de estudos clinicos para tratamentos
de algumas condi¢des, como as dores cronicas e isquemias. De acordo com Duerr et
al. (2014), no miocardio de ratos, o eixo anandamida-CB2 auxilia os cardiomiocitos na
regulacao positiva de mediadores antioxidantes e na prevencao de apoptose. Steffens
& Pacher (2012) utilizando camundongo como modelo animal, evidenciaram uma taxa
maior na expressao desses receptores CB2 quando h& alguma lesdo ou patologia no
miocardio.

No musculo atrial isolado de rato, a ativacdo do receptor CB2 pelo agonista
JWH 015 desencadeou uma resposta contratil positiva que se correlacionou
significativamente com o aumento da producdo de cAMP (STERIN-BORDA et al.,
2005). Ha evidéncias experimentais que a ativacdo dos receptores CB2 esta
associada a respostas antioxidante, anti-inflamatéria, anti-fibrética e anti-apopitética
em patologias cardiovasculares, contribuindo na protecao desse sistema e reduzindo
complicagbes cardiovasculares (DEFER et al., 2009; MONTECUCCO & DI MARZO,
2012; STEFFENS & PACHER, 2012). O agonista CB2 JWH-133 reduziu o tamanho
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da area infartada no coracdo de camundongo no modelo de isquemia-reperfusao,
aumentou a fosforilacéo da proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK 1/2)
e da proteina transdutora de sinal e ativadora de transcricdo 3 (STAT-3), além de ter
inibido o recrutamento de neutrofilos e a producao do anion superoxido pelo miocérdio
(MONTECUCCO et al., 2009). Ainda em modelo agudo de isquemia cardiaca em
camundongo, o agonista do receptor CB2 AM1241, ativou a via da STAT3, reduziu o
estresse oxidativo e a fibrose, promovendo a regeneracdo do miocéardio e a
proliferacdo dos cardiomidcitos (WANG et al., 2014; HAN et al., 2017). Em suas
pesquisas in vitro e in vivo usando camundongos como modelo experimental, Han et
al. (2017) constataram o envolvimento dos receptores CB2 ativados pelo agonista
sintético AM1241 na protecao de células-tronco mesenquimais derivadas do tecido
adiposo (CTM-DA) contra a doenca arterial coronéaria. Adicionalmente, os autores
verificaram reducao de fibrose cardiaca na associacdo AM1241 e CTM-DA.

O entendimento sobre os ligantes dos receptores CB2 e 0os mecanismos de
sinalizacéo intracelular, sdo fundamentais na compreenséao dos efeitos fisioldgicos de
sua ativacdo (DHOPESHWARKAR & MACKIE, 2014), uma vez que a relacdo desses
receptores com o SCV nao esta totalmente elucidada. A contribuicdo cientifica no
conhecimento das vias fisiolégicas do SEC na funcéo cardiaca e da influéncia da
ativacado dos receptores canabindides CB2 no SCV, € de relevancia na compreensao
do papel do SEC, além de possibilitar novos tratamentos para patologias
cardiovasculares. Le6n et al. (2018) destaca que descobrir e investigar o
funcionamento do SEC em relagéo ao SCV é de extrema importancia no entendimento
das fisiopatologias cardiacas relacionadas ao consumo da Cannabis. Considerando
que um dos locais onde receptores canabindides CB2 estdo localizados é o musculo
cardiaco e que o papel dos receptores CB2 na contratilidade miocardica ndo é
totalmente entendido ainda, surge a seguinte pergunta: “Os receptores canabindides
CB2 no miocéardio, quando ativados por um agonista sintético, podem modificar o
padrao de contratilidade das tiras ventriculares do miocardio e a expressao de
proteinas envolvidas com o manejo intracelular do Ca?* durante o acoplamento
excitacdo-contracdo e, consequentemente, interferir na funcéo cardiaca?

Vérios instrumentos farmacolégicos foram desenvolvidos para interferir no
SEC. Alguns podem atuar diretamente nos receptores CB1 ou CB2 (i.e., agonistas ou

antagonistas). Baseados na estrutura quimica do A°%-THC, varios agonistas

15



canabindides sintéticos foram desenvolvidos com diversas atividade e afinidades
intrinsecas para os receptores de canabindides (SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).
No presente estudo, sera utilizado um agonista sintético especifico dos receptores
CB2, 0 HU-308 (Caymam Chemical). Ademais, a utilizagdo de animais, principalmente
de mamiferos, nas pesquisas cientificas, tem trazido discussdes acaloradas por parte
de ativistas que sdo contra essa pratica. Parte dos argumentos levantados por esse
setor da sociedade é baseada no fato de que métodos alternativos sao capazes de
substituir a utilizacao desses animais (CONN & RANTIN, 2010). Em consequéncia das
preocupacdes éticas sobre o uso de seres humanos e vertebrados superiores em
pesquisas cientificas, 0os peixes sdo cotados como potenciais substitutos em estudos
nas areas de toxicologia, farmacologia e genética, as quais normalmente
empregariam ratos ou outras espécies de mamiferos. Dessa forma, os peixes estdo
sendo empregados como modelos experimentais alternativos e atrativos para testes
com terapias inovadoras e pré-clinicas.

De acordo com Tortolero et al. (2010), Brycon amazonicus, popularmente
conhecido como matrinxd, é um peixe nativo da bacia amazoénica de significativa
importancia econémica, sendo bastante adaptavel a piscicultura em tanques, com um
grande potencial de crescimento. Desse modo, a utilizacdo dessa espécie de peixe
como modelo na realizacdo de experimentos da pesquisa proposta € sustentada pela
adaptacdo em tanques, rapido crescimento, baixo custo e alimentacdo por ragao.
Adicionalmente, a espécie apresenta semelhancas similaridades no AE-C e no
manejo de calcio mediado por proteinas que apresentam forte homologia com as
expressas em cardiomiécitos de mamiferos superiores e cobaias, além de possuir um
reticulo sarcoplasmatico (RS) responsavel por cerca de 60% do fornecimento de Ca?*
na ativacdo dos miofilamentos contrateis (MONTEIRO et al., 2017; RISSOLI et al.,
2017).

1.2 Acoplamento Excitagcdo-Contracao

A sequéncia de eventos que ocorre desde a despolarizacdo do midcito até a
contracdo muscular — consequente da sensibilizacdo dos miofilamentos ao Ca?* — é
denominada AE-C. A principal diferenca entre animais ectodérmicos e endodérmicos

em relacdo ao aparato contratil, é referente a origem do Ca?* responsavel pela

interacdo com as proteinas contrateis (TIBBITS et al., 1992).

16



A ativacdo dos miofilamentos (Fig. 1A), actina e miosina, durante o AE-C
resulta-se do aumento da concentracao citosélica de Ca?*, o qual pode depender tanto
da mobilizacdo do Ca?* intracelular proveniente do RS quanto do influxo de Ca?* pela
sarcolema (HOVE-MADSEN et al., 2000).

Figura 1. Fibra cardiaca e seus componentes responsaveis pelo AE-C, durante a sistole (A) e diastole
(B). Meio extracelular (M.E); meio intracelular (M.l.); canal de calcio tipo L (LTCC); trocador Na*/Ca?*
(NCX); receptores de rianodina (RyR); Reticulo Sarcoplasmatico (RS); célcio ATPase do RS (SERCA);
fosfolambano (PLB).

Caz+

Caz+ .ooooviiiinnnnnn.l,
v
Ca2+ ) Caz2+
Ca2+ * Ca2+
Miofilamentos
B Caz2+

Ca2+

Miofilamentos

Fonte: autoral.

Em peixes a ativacdo contratil é fortemente dependente do influxo de Ca?* pela
sarcolema. Logo, a fungdo cardica nos teledsteos é garantida pela corrente de Ca?*

oriunda do funcionamento dos canais de calcio tipo L e dos trocadores Na*/Ca?*(NCX)
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atuando em seu modo reverso. Nos cardiomiécitos de mamiferos, a magnitude do
Ca?* derivado do influxo transarcolemal néo é suficiente para desencadear a ativacdo
do aparato contratil, tornando-o dependente da liberacdo dos estoques intracelulares
proeminentes de Ca?* do RS (RANTIN; KALININ; MONTEIRO, 2020).

Na membrana do RS localiza-se os receptores de rianodina (Ryr), responsaveis
pela liberacdo dos estoques de Ca?*, sendo esta considerada uma liberagdo Ca?*
induzida por Ca?*, uma vez que o Ca?* é o ligante ativador desses receptores. Em
contrapartida, o alcaldide rianodina, inativa irreversivelmente tais canais, bloqueando
aliberagdo de Ca?* do RS (ROUSSEAU et al., 1987). O Ca?* que entra pela sarcolema
somado aos ions Ca?* liberados do RS desencadeiam o processo contratil do misculo
cardiaco (sistole).

Por outro lado, a reducdo da concentracdo citosélica de Ca?* promove o
relaxamento muscular (Fig. 1B). As vias de efluxo do Ca?* citosélico, decorre da agédo
dos trocadores NCX e da Ca?*-ATPase sarcolemal. Além da saida transarcolemal, o
Ca?* pode ser armazenado no RS, por meio da atividade da bomba Ca?*-ATPase-
sarco(endo)plasméatica (SERCA) (THOMAS et al., 1996)

Os trocadores NCX estao presentes na sarcolema dos midcitos e sdo sensiveis
ao potencial de acdo (P.A). Além de serem responsaveis pelo efluxo de Ca?*, eles
atuam em modo reverso no influxo de Ca?* contribuindo para contratilidade (Lin et al.,
2020), dependendo do potencial da membrana. A SERCA é responséavel pela entrada
e estocagem de Ca?* no RS, contribuindo também para a diminuicéo dos niveis desse
ion no citosol. Associada a SERCA, encontra-se a proteina fosfolambano (PLB) que,
quando fosforilada aumenta a atividade da bomba e a captacdo de Ca?* no RS,
promovendo um maior estoque de Ca?* no RS para as préximas contracdes (BERNE,
et al. 2010).

No miocéardio de mamiferos, o NCX e a SERCA sdo 0s mecanismos centrais
na diminuicdo dos niveis Ca?* transiente. Entretanto, em muitas espécies de peixes
teledsteos, por possuirem um RS pouco desenvolvido, os responsaveis pela inducéo
ao relaxamento muscular sdo o NCX e Ca?*-ATPase sarcolemal (THOMAS et al.,
1996). Nao obstante, algumas espécies de peixes como curimbata (Prochilodus
lineatus), traira (Hoplias malabaricus) e matrinxa (Brycon amazonicus) possuem RS
funcional, armazenando estoques intracelulares de Ca?* (RIVAROLI et al., 2006;
MONTEIRO et al., 2017; RISSOLI et al., 2017).
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Nas ultimas décadas, muitas descobertas importantes sobre canabindides
foram realizadas, mas muitos mitos e incertezas ainda persistem. A maioria das
interacdes investigadas entre estes compostos canabindides endogenos e
xenobidticos, sdo estudos in vitro e sua relevancia na farmacologia in vivo ainda néo
foi totalmente esclarecida (Di MARZO & PISCITELLI, 2015). E evidente, portanto, que
esforcos na pesquisa ainda precisam ser feito para compreender a importancia
farmacoldgica dos canabindides e, assim, avaliar plenamente sua relevancia
biological/terapéutica.

Com base nos resultados pré-clinicos, a modulacdo farmacoldgica dos
receptores CB2 pode ter um potencial terapéutico Unico no SCV, apesar de algumas
controvérsias. Portanto, o uso de ligantes de receptores canabinéides como agentes
terapéuticos precisa de uma consideracao cuidadosa, ndo apenas no que diz respeito
aos possiveis efeitos colaterais centrais, mas também pelo fato dos experimentos
sobre a ativacdo dos receptores canabindides no SCV descreverem resultados

contraditorios.

2 OBJETIVOS

Diante das lacunas sobre o papel dos canabinéides no sistema cardiovascular,
surge a hipotese de que a ativacdo do receptor canabindide CB2 pode ser capaz de
modular positivamente a contratilidade miocardica, influenciando o AE-C e a
expressao das proteinas responsaveis pela ciclagem de calcio cardiaco. Dessa forma,
0 presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos da ativacdo do receptor
canabindide CB2 na funcao cardiaca, através do tratamento com agonista seletivo, o
HU-308 (Caymam Chemical), usando o peixe matrinxa (Brycon amazonicus) como um
modelo experimental alternativo em testes com terapias experimentais. Cabe ressaltar
gue todos os protocolos experimentais foram previamente aprovados pela Comisséo
de ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCar

n°® 4997170718).Para tanto, os objetivos especificos do trabalho sao:

. Determinar as respostas contrateis utilizando os parametros de forca de
contracao isométrica (Fc); tempo para o pico de tensdo (TPT — time to peak tension);
tempo para a metade do relaxamento (THR - time to half relaxation), taxa de contragao
(+dFc/dT - derivada maxima positiva); taxa de relaxamento (-dFc/dT - derivada

maxima negativa) das tiras ventriculares isoladas dos peixes controles e tratados com
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0 agonista HU-308;

. Analisar a capacidade do miocéardio ventricular da espécie em manter o
AE-C apés incrementos da frequéncia cardiaca nos animais controles e tratados com
HU-308;

. Investigar a importancia funcional do RS no acoplamento excitacao

contracdo em ambos 0S grupos experimentais;

. Avaliar o papel dos trocadores NCX no acoplamento excitacdo-
contracdo nos peixes controles e tratados com HU-308;

. Avaliar os efeitos da ativacdo dos receptores CB2 na capacidade de

bombeamento cardiaco em ambos o0s grupos experimentais;

. Analisar a expressao das proteinas envolvidas no manejo de calcio
como SERCA, NCX e PLB no miocérdio ventricular dos peixes de ambos 0s grupos

experimentais.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais
Exemplares juvenis de matrinxd, Brycon amazonicus, de ambos os sexos (47,0
+ 2,79 g), foram adquiridos da piscicultura Aguas Claras, em Mococa-SP, e

aclimatados em condi¢Bes laboratoriais por 45 dias antes do inicio dos experimentos.
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Figura 2. Exemplar de matrinxa (Brycon amazonicus).

Fonte: acesso livre.

Em laboratério, os peixes foram mantidos em tanques de 500 litros dotados de
recirculacdo continua de agua, aeracao constante e temperatura controlada (25 + 1
°C). Essa espécie € encontrada majoritariamente na bacia amazénica, porém esta
presente em outras bacias hidrograficas e ha um grande cultivo de matrinxa por todo
o Brasil em sitios de pesca (VAL & HONCZARIK, 1995). E uma espécie onivora que
em cativeiro, aceita ragbes comerciais, bem como subprodutos agroindustriais
(GOULDING, 1980; IZEL et al.,, 1996). Isso torna a piscicultura de matrinxa
extremamente viavel, fazendo com que essa espécie modelo apresente facilidades

quando se considera a pronta disponibilidade, o baixo custo e o facil manuseio.

3.2 Delineamento experimental
Foram utilizados 40 exemplares de matrinxa (Brycon amazonicus). Os peixes
foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais, contendo 20 animais

cada, conforme descrito abaixo:

a. Grupo controle (Ct, n = 20): animais que receberam injecdo intraperitoneal de
0,5 ml de veiculo (2,5 % DMSO em salina estéril com uma gota de Tween-20,
SOLBRIG et al., 2013).

b. Grupo tratado com o agonista sintético do receptor CB2 (HU, n = 20): animais
que receberam injecédo intraperitoneal de 0,5 ml de 1 mg kg* do agonista seletivo
do receptor CB2, o HU-308 (Caymam Chemical, >98%) diluido em veiculo (2,5
% DMSO em salina estéril com uma gota de Tween-20, SOLBRIG et al., 2013).

A dose Unica do agonista foi escolhida com base em estudos realizados por
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Gonzalez et al. (2011) e Wang et al. (2012) que evidenciaram um efeito cardioprotetor
dessa concentracdo no modelo isquemia-reperfusdo do miocardio de ratos diabéticos
obesos e em pacientes com infarto agudo do miocéardio. Adicionalmente, essa dose
utilizada do agonista € precisamente menor que a utilizada no exercicio médico como
no tratamento da epilepsia, mal de Parkinson e esquizofrenia, cujas doses de
canabindéides empregadas ficam em torno de 20-40 mg.kg™ (SILVESTRO et al., 2019;
BERGAMASCHI et al. 2011). Apés 24 horas das injecdes, os animais de ambos os
grupos experimentais (Ct e HU) foram eutanasiados por concusséo seguida de seccao
da medula espinal em conformidade com as normas da “American Veterinary Medical
Association” (AVMA, 2013) e com a Diretriz da Pratica de Eutanasia do CONCEA,
uma vez que qualquer anestésico empregado interfere na funcédo cardiaca, induzindo
inotropismo negativo pela inibicdo dos canais de Ca?* tipo-L e reducdo do Ca?*
transiente (HANLEY et al., 2004). AplOs a eutanasia, 0os coracdes foram removidos
cirurgicamente. Dez ventriculos foram utilizados nos ensaios de contratilidade
miocardica ex vivo. Os demais corac6es foram coletados, imediatamente congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C para posterior analise da
expressdo por Western blot das proteinas envolvidas com o manejo de Ca?* durante
o AE-C.

3.3 Ensaios de contratilidade miocéardica ex vivo

As preparagbes experimentais foram efetuadas de acordo com o0s
procedimentos adotados por BAILEY & DRIEDZIC (1990) e MONTEIRO et al. (2017).
O coracéo, removido cirurgicamente, foi colocado em uma solucéao fisiologica gelada
propria para teledsteos de agua doce, com a seguinte composi¢cao (mM): 125,0 de
NacCl, 2,5 de KCl, 0,94 de MgCl2, 1,0 de NaH2POa4, 30,0 de NaHCO3, 1,5 CaClz e 10
de CsH120s, pH 7,2. A solucéo foi borbulhada com mistura carbogénica (2% CO:2 e
98% 0O2) a 25 °C. Todos os protocolos experimentais foram utilizadas preparagdes de
4 tiras ventriculares obtidas do coracédo de um unico peixe, apés a retirada do bulbo
arterioso e do atrio, para evitar contracdes espontaneas do miocardio. Cada uma das
tiras ventriculares (0,0037 + 0,0001 g), com diametro entre 3 a 4 mm, foi transferida
para um banho contendo 25 mL da solucéo fisiologica descrita acima termostatizada
a 25°C, dotado de borbulhamento constante com a mistura carbogénica. Uma

extremidade da tira foi fixada através de uma espiral metalica, a um gancho construido
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na extremidade de um eletrodo de estimulagéo. A outra extremidade foi conectada a
um transdutor de forca isométrica por meio de um fio de aco inoxidavel.

Os eletrodos de estimulacao foram acoplados a um estimulador elétrico (Grass
S88, Grass Technologies, USA), que possibilitou a estimulagdo das tiras para o
desenvolvimento da forca isométrica (Fc) a diferentes taxas de estimulacao elétrica.
Os transdutores de forca isométrica (Grass FT.03 Transducer, Grass Technologies,
USA) foram acoplados ao sistema de aquisicdo e analise de dados Biopac MP150
(Biopac Systems, Inc., USA) por meio do software AcgKnowledge (Biopac Systems
Inc., USA). Inicialmente, as tiras ventriculares foram estimuladas a uma taxa de 12
bpm (0,2 Hz, steady-state) e estiradas para aumentar a distancia entre o transdutor e
o gancho de fixacdo, até que uma relacdo constante entre o comprimento e o pico da
forca de contracdo seja obtida. ApOs estabilizacdo, os seguintes protocolos
experimentais foram aplicados:

a) Efeito do tempo: avaliou-se as respostas inotropicas e 0s parametros tempo-
dependentes durante um periodo de 30 minutos, a taxa de estimulacdo de 0,2 Hz (12
bpm).

b) Relacéo forca-frequéncia: a capacidade do miocardio em manter o AE-C em
diferentes frequéncias foi avaliada por meio de incrementos na frequéncia de
estimulacao, a partir de 0,2 Hz, até os registros se tornarem irregulares.

c) Potenciacdo pds-pausa: as tiras estimuladas a 0,2 Hz foram submetidas a
pausas na estimulacdo elétrica de 10, 30, 60 e 300 s. A primeira contracdo apos a
pausa foi analisada a fim de se avaliar capacidade de armazenamento intracelular de
Caz2+.

d) Importancia funcional do RS na contratilidade miocéardica: os protocolos acima
mencionados foram repetidos na presenca do alcaldide rianodina adicionado ao
banho. Quando utilizada em concentracdes de 1 a 10 uM a rianodina se liga
irreversivelmente aos canais de liberacdo de Ca?* do RS blogueando-os e, assim,
inibindo a funcéo da organela.

e) Papel do trocador Na*/Ca?* (NCX): os protocolos b e ¢ foram repetidos na
auséncia de ions Na* e presenca de litio (Li*), que provoca a inibicdo do total NCX,
tanto do seu modo normal quanto reverso.

A area da seccéao transversa foi calculada utilizando o comprimento e massa

Umida de cada strip e a densidade muscular de 1,06 g cm= (Layland et al., 1995). A
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forca de contragéo (Fc — mM mm-2) de cada tira ventricular foi calculada pela diferenca
entre os valores do pico da tensdo isométrica e da tensdo de repouso. Os parametros
tempo-dependentes foram analisados em todos o0s protocolos e expressos em valores
absolutos como TPT (“time to peak tension” - ms) e THR (“time to half relaxation” - ms)
e através das taxas de contracdo (dFc/dT - derivada maxima positiva — mN mm2 ms-
1) e de relaxamento (-dFc/dT - derivada maxima negativa - MmN mm-2 ms™). O produto
da Fc pela frequéncia de estimulacdo foi usado para determinar o indice de
capacidade de bombeamento cardiaco (CBC — mN mm=? min?) (MATIKAINEN &
VORNAMEN, 1992) nos diferentes protocolos experimentais.

3.4 Expressdo das proteinas envolvidas no manejo de Ca? durante o
acoplamento excitagdo-contracao

A expressdo das proteinas Ca?*-APTase do reticulo sarcoplasmatico
(SERCAZ2a), fosfolambano (PLB) e do trocador Na*/Ca?* (NCX1) foi analisada por
Western Blotting (WB), de acordo com os procedimentos descritos por Monteiro et al.
(2016) e Bocalini et al. (2012). Os ventriculos congelados foram homogeneizados em
tampdao hiperosmoético (sacarose 250 mM, Tris 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, pH
7,4) a 4 °C e centrifugados a 12000 gpm por 40 min a 4 °C. O sobrenadante foi ultra-
centrifugado a 100.000 g a 4 °C por 60 min e os pellets foram ressuspendidos em um
volume reduzido (100 a 150 pL) de tampéo Tris-EDTA (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, pH
7,4). Amostras de ventriculos de ratos Wistar passaram pelos mesmos procedimentos
e foram utilizadas como controles positivos.

A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo o método de Bradford
(BRADFORD, 1996). Cerca de 100 ug de proteina das amostras foram adicionadas
em um tampéao de carregamento de amostras (Laemmli buffer: Ureia 0,5 mM, SDS
0,17 mM, DTT 39 pM, Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0) em uma proporc¢édo de 1:1 e aquecidas
a 95 °C por 5 minutos. Em seguida foram carregados os géis de SDS-poliacrilamida,
8% ou 12%, imersos em um tampao de eletroforese (Tris-HCI 25mM, glicina 190 mM,
SDS 0,1 %) e submetidos a 80 V por 2 h a temperatura ambiente. Apos o término da
eletroforese, foi realizada a transferéncia elétrica das proteinas do gel para uma
membrana de fluoreto de polividileno (PVDF) em tampéo de transferéncia (Tris-HCI
25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%, SDS 0,1 %) a 4 °C, em um Mini Trans-Blot (Bio-

Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA) com corrente constante de 230 mA durante 10
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h. Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas por 2 h em uma solucao
bloqueadora contendo leite desnatado (Molico) a 5% em tampé&o TBS-T (TrisHCI 10
mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1 %, pH 7,5). As membranas foram incubadas
overnight a 4 °C com 0s seguintes anticorpos primarios: anticorpo policlonal de coelho
anti-SERCA2a (1,0 ug mL%, A1097, ABclonal Inc., U.S.A.); anticorpo monoclonal de
camundongo anti-PLB (0,15 pg mL*, 05-205, Millipore Corporation, Billerica, MA);
anticorpo policlonal de coelho anti-NCX1 (0,5 pg mL™%, sc-32881, Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A.) diluidos em uma solucédo de BSA 5% em um tampéo TBS-T.
Esses anticorpos foram previamente validados para a espécie (RISSOLI et al., 2017)
e as proteinas SERCA, NCX e PLB possuem sequencias altamente conservadas
entre as espécies de vertebrados (SIMMERMAN & JONES, 1998; ON et al., 2008;
PEGORARO et al., 2011).

Apos o periodo de incubacao, as membranas foram lavadas com tampao TBS-
T e incubadas por 2 h a temperatura ambiente com 0s anticorpos secundarios
conjugados com fosfatase alcalina: anti-coellho IgG (0,5 ug mL, sc-2034, Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, USA) e anti-camundongo 1gG (0,5 pug mL*, AP308A, Millipore
Corporation, Billerica, MA). As bandas foram detectadas utilizando o sistema revelador
Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA,
EUA). As membranas foram digitalizadas, as bandas foram analisadas por
densitometria no software ImageJ e os resultados foram expressos em unidades
arbitrarias (U.A.) de densidade 6ptica normalizadas pela quantidade de B-actina (0,5
g mL1, sc47724, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) detectado nas respectivas
amostras.

Foram calculadas as razfes entre as proteinas NCX1, PLB e SERCA2a ap0s
a quantificacdo em U.A. nos grupos experimentais (KUBO, et al., 2001; RISSOLI et
al., 2017).

3.5 Anadlises estatisticas dos dados

Os resultados foram apresentados como valores médios + Erro Padrdo da
Média (E.P.M.). Para comparacdes entre os grupos experimentais (Ct e HU), foi
aplicado o teste-t de Student ndo-pareado ou seu correspondente nao-paramétrico
Mann-Whitney, de acordo com os critérios de normalidade, homogeneidade e

homocidasticidade (GraphPad Prism v. 8.0.0 for Windows, GraphPad Software, San
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Diego, California USA). Para comparacfes dos parametros de contratilidade durante
incrementos da frequéncia de estimulacéo, foi aplicada a analise de variancia ANOVA
de medidas repetidas complementada pelo teste de Dunnett de comparacgbes
multiplas (GraphPad Prism v. 8.0.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego,
California USA). As diferencas entre as médias ao nivel de 5% (p < 0,05) foram

consideradas significativas.

4 RESULTADOS

Todos os parametros de contratilidade do protocolo efeito do tempo nao
apresentaram diferencas relevantes em ambos grupos experimentais, Ct e HU, nos
tempos estabelecidos de 10, 20 e 30 min. Portanto, esses resultados ndo foram
apresentados graficamente.

4.1 Protocolo forgca-frequéncia

A Fig. 3 apresenta os valores médios da Fc, CBC, TPT, THR e taxas de
contracdo e relaxamento das tiras ventriculares de matrinxd dos grupos Ct e HU,
sujeitas a incrementos sucessivos de 0,2 Hz (ou 12 bpm) na frequéncia de
estimulacéo.

Os resultados revelam que, para o grupo Ct, houve uma reducao significativa e
progressiva da Fc em relacéo aos valores iniciais (12 bpm) a partir de 1,2 Hz. No grupo
Ct, a Fc atingiu o valor minimo de 2,03 + 0,33 mN mm2, na frequéncia de 2,0 Hz ou
120 bpm, acima da qual os registros tornaram-se irregulares (Fig. 3A). A Fc do grupo
HU reduziu significativamente a partir de 1,6 Hz, em relagéo aos valores iniciais (12
bpm). O valor minimo da Fc no grupo HU foi 3,96 + 0,28 mN mm na frequéncia de
2,4 Hz ou 144 bpm (Fig. 3A).

No grupo exposto ao HU, os valores médios da Fc, assim como no indice de
CBC, foram significativamente superiores (75% e 96%, respectivamente) em relagcéo
ao grupo Ct (Fig. 3A e 3B), em todas as frequéncias de estimulacéo elétrica.

A CBC (Fig. 3B) no grupo Ct apresentou aumento significativo a partir de 48
bpm em relag&o aos valores iniciais em 12 bpm. O valor maximo atingido no grupo Ct
foi de 246,59 + 37,60 mN mm? mint em 108 bpm. Entretanto, no grupo HU, o valor
da CBC obtido a 12 bpm apresentou uma elevacgao significativa a partir de 36 bpm,
chegando ao valor maximo de 551,72 + 38,79 mN mm=2 min* em 144 bpm.

Os valores médios de TPT do grupo HU (Fig. 3C) foram significativamente
26



superiores (15%) em relacao ao Ct, entre as frequéncias 0,6 Hz e 1,2 Hz. Em relac&o
a 0,2 Hz, os valores de TPT reduziram significativamente a partir de 0,6 hz no grupo
Ct e 1,0 Hz no grupo HU. Os valores de TPT do grupo HU foram significativamente
superiores (3%) em relacao ao grupo Ct entre 0,6 Hz a 1,2 Hz.

Os valores de THR (Fig. 3D), apresentaram diferenca significativa a partir de
0,4 Hz no HU e 0,6 Hz no Ct em relacéo ao valor obtido em 0,2 Hz. Ja entre 0s grupos
experimentais, houve diferencas significativas para este parametro entre as
frequéncias de 0,6 Hz a 1,0 Hz, 1,4 Hz e 1,8 Hz (Fig 3D). Nesse parametro observa-
se valores inferiores (11%) do grupo HU nas frequéncias de 0,6 Hza 1,0 Hz, 1,4 Hz e

1,8 Hz, em relacéo aos do grupo Ct.

A taxa de contracao (Fig. 3E) no grupo Ct, apresentou reducéo significativa a
partir de 1,0 Hz em relacao aos valores obtidos em 0,2 Hz. J4 no grupo HU, essa taxa
se manteve constante em relagéo aos valores de 0,2 Hz, ao decorrer dos incrementos
de estimulacao elétrica. A taxa de relaxamento (Fig. 3F), no grupo Ct ndo apresentou
alteracdo em relacéo aos valores iniciais em 0,2 Hz. Entretanto o grupo HU, houve um
aumento significativo nas frequéncias de 0,8 Hz a 2,2 Hz, em relacdo aos valores
observados em 0,2 Hz. E possivel observar valores superiores do grupo HU em
relacdo aos do grupo Ct em ambas taxas, sendo ~62% na taxa de contracdo e ~51%

na de relaxamento.
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Figura 3. (A) Forca isométrica (Fc), (B) capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), (C) tempo para
0 pico de tenséo (TPT), (D) tempo para 50% do relaxamento (THR), (E) taxa de contracéo, (F) taxa de
relaxamento, desenvolvidos pelas tiras ventriculares de B. amazonicus no grupo controle (Ct, n=17) e
no grupo tratado (HU, n=28), apds incrementes sucessivos na frequéncia de estimulacéo elétrica (0,2
— 2,4 Hz). Valores expressos em média + E.P.M. Simbolos preenchidos indicam diferenca significativa
(p < 0.05) em relacéo aos valores obtidos em 0,2 Hz (12 bpm) no mesmo grupo. (*) indica diferenga
significativa (p < 0.05) na mesma frequéncia comparando 0s grupos experimentais.
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Fonte: figura do autor.

A Fig. 4 apresenta valores médios dos parametros de Fc, CBC, TPT, THR, taxa
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de contracdo e taxa de relaxamento das tiras ventriculares dos grupos Ct e HU,
sujeitas a incrementos sucessivos de 0,2 Hz (ou 12 bpm) na frequéncia de estimulacéo
na presenca de litio (Li*).

Os graficos demonstram que ambos grupos experimentais na presenca de Li*
alcancaram a frequéncia de 1,0 Hz. A Fc (Fig. 4A) tanto no grupo Ct+Li, quanto no
grupo HU+LIi, apresentou reducédo significativa de seus valores a partir de 0,4 Hz,
atingindo valores minimos de 0,35 + 0,75 mN mm2 e 3,56 + 0,52 mN mm™
respectivamente. Entre os grupos, houve uma preeminéncia (439%) nos valores

médios obtidos do grupo HU+Li em relacao ao Ct+Li.

A CBC (Fig. 4B) do grupo Ct+Li demonstrou um aumento significativo apenas
nas frequéncias de 24 bpm a 36 bpm em relagdo aos valores iniciais de 12 bpm,
chegando a 26,08 + 7,78 mN mm= min' em 24 bpm. Entretanto, no grupo HU+Li
houve um aumento significativo a partir de 24 bpm, em relacao ao valor obtido em 12
bpm, atingindo 208,24 + 28,78 mN mm2 mint em 60 bpm. Os valores médios da CBC
do grupo HU+Li foram significativamente superiores (566%) em comparacdo aos
valores do grupo Ct+Li.

O TPT (Fig. 4C), no grupo Ct+Li reduziu seus valores a partir de 0,6 Hz em
relacdo ao valor obtido em 0,2 Hz, atingindo o valor minimo de 332 + 16,37 ms. Ja no
grupo HU+Li o TPT apresentou um decréscimo significativo em seus valores apenas
em 1,0 Hz em relacao ao valor obtido a 0,2 Hz, atingindo o valor minimo de 285 + 8,09
ms. O grupo HU+Li apresentou valores inferiores (20%) em relacdo aos do grupo
Ct+Li.

Em ambos grupos experimentais, os valores de THR (Fig. 4D) sofreram
reducao significativa a partir de 0,4 Hz em relagéo ao valor obtido em 0,2 Hz, com
valores minimos de 361,46 + 23,43 ms no grupo Ct+Li e de 309 £+ 11,79 ms no grupo
HU+Li. O grupo HU+Li apresentou valores médios de THR significativamente

inferiores (12%) em relagéo ao Ct+Li.

Os valores médios das taxas de contracdo no grupo Ct+Li (Fig. 4E) se
mantiveram constantes. Entretanto, no grupo HU+LI, houve reducéo significativa dos
valores da taxa de contracéo a partir de 0,4 Hz em relacdo ao valor obtido de 0,2 Hz.
Os valores médios da taxa de relaxamento (Fig. 4F) sofreram reducao significativa a
partir de 0,4 Hz no grupo Ct+Li e apenas na frequéncia de 0,8 Hz no grupo HU+LI,

guando comparados ao valor obtido em 0,2 Hz. Em ambos parametros, taxa de
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Fc (MmN mm-2)

TPT (ms)

Taxa de contragdo (MNmm-=2.ms1)

contracdo e relaxamento (Fig. 4E, 4F), o grupo HU+Li apresentou aumento

significativo (265% e 78%, respectivamente) em relacdo ao grupo CT+Li, em todas as

frequéncias analisadas

Figura 4. (A) Forca isométrica (Fc), (B) capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), (C) tempo para
0 pico de tenséo (TPT), (D) tempo para 50% do relaxamento (THR), (E) taxa de contracéo, (F) taxa de
relaxamento, desenvolvidos pelas tiras ventriculares de B. amazonicus no tratamento com litio no grupo
controle (Ct+Li, n=14) e no grupo exposto (HU+Li, n=19), apds incrementes sucessivos na frequéncia
de estimulagéo elétrica (0,2 — 1,0 Hz). Valores expressos em média + E.P.M. Simbolos preenchidos
indicam diferenca significativa (p < 0.05) em relacdo aos valores obtidos em 0,2 Hz no mesmo grupo.
(*) indica diferenca significativa (p < 0.05) entre os grupos na mesma frequéncia.
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A Fig. 5 revela o papel indireto do trocador NCX nos grupos Ct (Fig.5A) e HU
(Fig.5B), bem como a comparacdo entre os grupos (Fig. 5C). Qualitativamente, a
contribuicao relativa do trocador para o desenvolvimento de Fc no grupo HU € menor
nas menores frequéncias de estimulacéo elétrica e aumenta ao decorrer do acréscimo
da estimulacdo elétrica (Fig. 5C). No grupo Ct, essa contribuicdo permanece
constante ao longo da estimulacéo de 0,2 Hz — 1,0 Hz e parece ser maior em relacéo

ao grupo HU nas frequéncias abaixo de 0,6 Hz.

Figura 5. O papel indireto do trocador NCX no desenvolvimento da forca isométrica (Fc) dos grupos
(A) Cte (B) HU, na auséncia e presenca de Li* apds incrementes de frequéncia (0,2 — 2,4 Hz). Valores
expressos em média £ E.P.M. Linhas tracejadas indicam o subsidio indireto do trocador NCX no AE-C
nos diferentes grupos experimentais. Simbolos preenchidos indicam diferenca significativa (p < 0.05)
em relacdo aos valores obtidos em 0,2 Hz no mesmo grupo. (*) indica diferenca significativa (p < 0.05)

entre 0s grupos na mesma frequéncia.
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A Fig. 6 apresentam valores médios dos parametros de Fc, CBC, TPT, THR,
taxa de contracéo e taxa de relaxamento das tiras ventriculares dos grupos Ct e HU,

sujeitas a incrementos sucessivos de 0,2 Hz (ou 12 bpm) na frequéncia de estimulacao
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na presenca de 10 uM de rianodina (RIAN).

A Fc (Fig. 6A) no grupo Ct+Rian, apresentou reducao significativa em seus
valores médios a partir da frequéncia de 0,4 Hz, em relacdo ao controle, atingindo o
valor minimo de 0,41 + 0,04 mN mm?em 1,6 Hz. Em contrapartida, o grupo HU+Rian
manteve os valores de Fc constantes ao longo do incremento sucessivo da frequéncia
de estimulacéo elétrica, chegando ao valor de 2,00 = 0,22 mN mm? em 2,6 Hz. Além
disso, o grupo HU+Rian apresentou valores de Fc significativamente superiores

(277%) em relacédo ao Ct+Rian.

A CBC (Fig. 6B) no grupo Ct+RIAN apresentou um aumento significativo a partir
de 24 bpm em relacéo aos valores iniciais em 12 bpm, atingindo em 72 bpm, o valor
maximo de 40,41 + 3,78 mN mm? min. Igualmente, o grupo HU+RIAN apresentou
um aumento significativo na CBC a partir de 24 bpm. Entretanto, o valor maximo da
CBC foi registrado em 144 bpm, correspondendo a 551,72 + 38,79 mN mm-2 min-t. Os
valores médios de CBC do grupo HU+RIAN foram significativamente superiores

(366%) em relacao ao grupo Ct+RIAN em todas as frequéncias testadas.

No grupo Ct+RIAN, os valores médios de TPT (Fig. 6C) apresentaram reducao
significativa a partir de 0,4 Hz em relagdo ao valor obtido em 0,2 Hz, atingindo os
valores minimos de 208 + 4,37 ms em 1,6 Hz. J4 o grupo HU+RIAN apresentou
reducdo no valor de TPT somente a partir de 1,4 Hz, chegando aos valores minimos
de 192 + 3,53 ms em 2,6 Hz. Os valores médios de TPT do grupo HU+RIAN foram
significativamente superiores (28%) entre as frequéncias de 0,6 Hz a 1,6 Hz, em

relacdo ao Ct+RIAN.

Em relacdo ao THR (Fig. 6D), houve reducéo significativa de seus valores
médios a partir de 0,4 Hz no Ct+RIAN e de 0,6 Hz no HU+Rian, quando comparados
aos valores obtidos em 0,2 Hz. O grupo Ct+RIAN atingiu valores minimos de 160 +
2,12 ms em 1,6 Hz, enquanto o grupo HU+RIAN chegou a valores minimos de 104 +
2,71 ms em 2,6 Hz. Os valores de THR do grupo HU+RIAN foram significativamente

inferiores (25%) aqueles do grupo Ct+RIAN entre as frequéncias de 0,2 Hz e 1,6 Hz.

As taxas de contracdo e relaxamento (Fig 6E; 6F) apresentaram valores
constantes em ambos grupos, Ct+RIAN e HU+RIAN, em relacdo aos valores obtidos
em 0,2 Hz. Apenas na frequéncia de 1,6 Hz, o grupo HU+RIAN exibiu um aumento
significativo da taxa de relaxamento em relacao ao valor obtido em 0,2 Hz. Os valores

médios do grupo HU+RIAN foram significativamente superiores aos do Ct+RIAN tanto
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TPT (ms)

m

Taxa de contragdo (MNmm-=2.ms-1)

para a taxa de contracdo (100%) quanto para a taxa de relaxamento (260%).

Figura 6. (A) Forca isométrica (Fc), (B) capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), (C) tempo para
0 pico de tenséo (TPT), (D) tempo para 50% do relaxamento (THR), (E) taxa de contracéo, (F) taxa de
relaxamento, desenvolvidos pelas tiras ventriculares de B. amazonicus no tratamento com 10 uM de
rianodina (RIAN) nos grupos controle (Ct+RIAN, n=10) e exposto (HU+RIAN, n=14), apds incrementes
sucessivos na frequéncia de estimulacédo elétrica (0,2 — 2,0 Hz). Valores expressos em média + E.P.M.
Simbolos preenchidos indicam diferenca significativa (p < 0.05) em relacao aos valores obtidos em 0,2
Hz no mesmo grupo. (*) indica diferenca significativa (p < 0.05) entre os grupos na mesma frequéncia.
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A Fig. 7 revela o papel indireto do reticulo sarcoplasmatico (RS) nos grupos Ct

(Fig.7A) e HU (Fig.7B), assim como a comparacéao entre os grupos (Fig. 7C). O auxilio
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da organela na contribuicdo da Fc em ambos grupos, reduz ao longo do aumento
progressivo de estimulacao elétrica de 0,2 Hz — 1,6 Hz. Entretanto, no grupo HU, a
contribuicdo do RS para o desenvolvimento de Fc € maior, principalmente nas

frequéncias mais baixas de estimulacédo elétrica (Fig. 7C).

Figura 7. O papel indireto do reticulo sarcoplasmatico (RS) no desenvolvimento da forca isométrica
(Fc) dos grupos (A) Ct e (B) HU, na auséncia e presenca de rianodina (RIAN) apés incrementes de
frequéncia (0,2 — 2,6 Hz). Valores expressos em média + E.P.M. Linhas tracejadas indicam o subsidio
indireto do RS no AE-C nos diferentes grupos experimentais. Simbolos preenchidos indicam diferencga
significativa (p < 0.05) em relag&o aos valores obtidos em 0,2 Hz ho mesmo grupo. (*) indica diferenga

significativa (p < 0.05) entre os grupos na mesma frequéncia.
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4.2 Protocolo pos pausa

A Fig. 8 apresenta a porcentagem de alteracdo da Fc da primeira contracéo
apos pausas de 10, 30, 60 e 300s em comparac¢do a Fc obtida antes das pausas, no
grupo Ct e HU. O grupo Ct apresentou potenciacdo pés-pausa da Fc em todos os
tempos de repouso. Em contrapartida, o grupo HU exibiu potenciacdo da Fc apenas
no tempo de 300s.

O grupo Ct demonstrou valores percentuais significativamente superiores da
Fc p6s-pausa em todos os tempos em relacdo ao grupo HU, sendo em 10s (6%), 30s
(10%), 60s (13%) e 300s (24%).

Figura 8. Valores da tenséo isométrica (Fc - % da Ultima contragdo precedente ao repouso) da primeira
contragdo ap0ds pausas diastdlicas de 10, 30, 60, e 300 s desenvolvidas pelas tiras ventriculares de
matrinxa, B. amazonicus, dos grupos controle (Ct, n =22) e exposto (HU, n =42). Valores expressos em
média £ E.P.M.. (*) indica diferenca significativa (p < 0.05) em relacdo aos valores obtidos antes da
pausa. (#) indica diferenca significativa (p < 0.05) entre os grupos experimentais (p < 0,05). A linha
representa a tensd@o pré-pausa da tira ventricular normalizada em 100%.
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Fonte: figura do autor.

Tensdo pods-pausa (%)

A Fig. 9 apresenta a porcentagem de alteracdo da Fc da primeira contracéo
apos pausas de 10, 30, 60 e 300s em comparac¢ao a Fc obtida antes das pausas, nos
grupos Ct e HU, tanto na presenca como na auséncia de litio. Foi observado
potenciagdo pos-repouso da Fc (Fig. 9A) no grupo Ct apos pausas de 10, 30, 60 e
300s. Igualmente, no grupo Ct+Li a potenciacdo da Fc foi detectada apos todos os
periodos de pausa. Os valores da Fc subsequente as pausas do grupo Ct+Li, foram
significamente maiores do que os observados no Ct, nas pausas de 10s (13%) e 30s
(8%).

Na auséncia de litio, o grupo HU (Fig. 9B) apresentou potenciagdo, apenas na
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pausa de 300s. No grupo HU+Li, as tiras ventriculares apresentaram potenciacdo da
Fc em todas pausas diastolicas. O grupo HU+Li apresentou valores significativamente
superiores de Fc pés-pausa em relagdo ao grupo HU nos tempos 10s (13%), 30s
(12%) e 60s (13%) e apenas apos 300s o grupo HU apresentou superioridade (2%).

Na comparacao (Fig. 9C) entre os dois grupos na presenca de litio, Ct+Li e
HU+Li, a potenciacdo da Fc foi registrada apos 10, 20, 30 e 300s. Contudo, os valores
da Fc subsequente as pausas no grupo Ct+Li, foram significativamente superiores aos
do grupo HU+LIi nos tempos 10s (6%), 30s (7%), 60s (6%) e 300s (5%).

Figura 9. Valores da tenséo isométrica (Fc - % da Ultima contragdo precedente ao repouso) da primeira
contragdo ap0ds pausas diastdlicas de 10, 30, 60, e 300 s desenvolvidas pelas tiras ventriculares de
matrinxa, B. amazonicus, dos grupos controle (Ct, n =22) e exposto (HU, n =42) na auséncia e na
presenca de litio (Li) (Ct+Li, n=11) e (HU+Li, n=23). Grupos Ct e Ct+Li (A), Hu e Hu+Li (B), Ct+Li e
Hu+Li (C). Valores expressos em média + E.P.M.. (*) indica diferenca significativa (p < 0.05) em relagcéo
aos valores obtidos antes da pausa. (#) indica diferenca significativa (p < 0.05) entre os grupos
experimentais (p < 0,05). A linha representa a tensdo pré-pausa da tira ventricular normalizada em
100%.
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Fonte: figura do autor.

A Fig. 10 apresenta a porcentagem de alteracdo da Fc da primeira contracao

apos pausas de 10, 30, 60 e 300s em comparacao a Fc obtida antes das pausas, tanto
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na presenga como na auséncia de rianodina.

Apoés o tratamento com o alcaldide, o evento de potenciacdo pés-pausa no
grupo Ct+RIAN (Fig.10A) foi abolido, sendo assim, a Fc pds-pausa do grupo Ct sem
rianodina foi significativamente superior ao Ct+RIAN em todos os tempos, 10s (4%),
30s (9%), 60s (11%) e 300s (18%). Adicionalmente, o grupo HU+RIAN néo apresentou
potenciacdo, entretanto, ocorreu o decaimento pos-pausa da Fc em todos os tempos
estabelecidos de repouso (Fig. 10B). Portanto, os valores de Fc pods-pausa desse
grupo, na presenca de rianodina, foram significativamente inferiores ao grupo HU em
todos os tempos, 10s (8%), 30s (10%), 60s (12%) e 300s (22%).

A Fig. 10C apresenta a comparacao entre os grupos Ct+RIAN e HU+RIAN,
sendo possivel observar o decaimento significativo da Fc apés todas as pausas
analisadas no grupo HU+RIAN, evento que ndo ocorreu nas tiras do controle, também
tratadas com rianodina, a qual aboliu a potenciacdo pds-pausa. Logo, 0 grupo
Ct+RIAN apresentou valores significativamente superiores da Fc pos-pausa, em
relacdo ao grupo HU+RIAN nos tempos de 10s (10%), 30s (11%), 60s (14%) e 300s
(28%).
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Figura 10. Valores da tensdo isométrica (Fc - % da Ultima contracdo precedente ao repouso) da
primeira contracdo apods pausas diastolicas de 10, 30, 60, e 300 s desenvolvidas pelas tiras
ventriculares de matrinxa, B. amazonicus, dos grupos controle (Ct, n =22; Ct+RIAN, n =10) e exposto
(HU, n = 42; HU+RIAN,n =16), na auséncia e na presenca de 10 uM de rianodina. Grupos Ct e Hu (A),
Ct e Ct+RIAN (B), Hu e Hu+RIAN (C), Ct+RIAN e Hu+RIAN (D). Valores expressos em média + E.P.M.
(*) indica diferenca significativa (p < 0.05) em relagéo aos valores obtidos antes da pausa. (#) indica

diferenca significativa (p < 0.05) entre os grupos experimentais (p < 0,05). A linha representa a tenséo
pré-pausa (100%) da tira ventricular.

A OCT WCT+RIAN 4 B OHU EHU +RIAN
# i ?
# ]
< 140 '—I % 140 # # # *
< 1o * * I ® 120 ‘_| | T
© * ; = —‘
S 10| . z 2 100 {3 =— % |
a ® . *
1 4 Q
g 80 ‘g 80 *
o 60+ a g
: 2
'E 40 - é 40
1 -
2 20
0 0
10 30 60 300 10 30 60 300
Tempo (s) Tempo (s)
C OCT+RIAN  EHU +RIAN
140
—_ # # #
§ 120 [—] T_l r_l
2 100 +--—1-* o B S
m
2 g |
&
0
2 g0 |
=]
‘B 40
&
F o204
o LI

10 30 60
Tempo (s)
Fonte: figura do autor.

38



4.3 Expressdo das proteinas envolvidas no manejo de Ca?* durante o
acoplamento excitacdo-contracao

Os valores, em unidades arbitrarias, da quantificacdo da expressao de
SERCAZ2a, PLB e NCX1 encontram-se na Tabela 1 e na Figura 11.

Houve um aumento significativo (159%) da expressdo de NCX1 no grupo
tratado com o0 agonista em comparacdo ao controle. A proteina PLB também
apresentou um aumento em sua expressao (67%) apos tratamento com o HU-308,
assim como a SERCAZ2a, cuja expressao aumentou significativamente (28%) no grupo
tratado.

Ambos grupos experimentais, Ct e HU, expressaram o NCX1 com massa
molecular de ~67 kDa. No grupo tratado com o agonista HU-308, ainda houve a
expressdo de 2 isoformas de NCX, a primeira apresentando massa molecular em
torno de 67 kDa, semelhante ao controle, enquanto que a segunda isoforma aparenta
ter entre 60-62 kDa. A proteina PLB foi expressa com massa molecular de ~25 kDa e,

por fim, a SERCAZ2a foi expressa com ~100 kDa.

Tabela 1. Os valores referentes a unidades arbitrarias (U.A.) calculadas a partir da normalizagédo das
densidades oOpticas de NCX1, PLB e SERCAZ2a no tecido ventricular de B. amazonicus, em fun¢éo dos
valores de densidade de B-actina. Grupos Ct e HU (n = 6, i.e., 6 pools de ventriculos de 20 animais de
~ 500 mg.kg?). Valores expressos em média + E.P.M. (*) indica diferencga significativa (p < 0.05) entre
os grupos Ct e HU.

Proteina Ct (U.A) HU-308 (U.A)
NCX1 0,735+ 0,02 1,905 £ 0,05 * (1 159%)
PLB 0,826 + 0,02 1,381 £ 0,04 * (1 67%)

SERCA2a 0,981 + 0,08 1,252 + 0,04 * (1 28%)

Fonte: Tabela do autor.
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Figura 11. Comparacgéo entre os valores médios de expressdo das proteinas NCX1, PLB e SERCA2a
do tecido ventricular de B. amazonicus dos grupos Ct e HU (n = 6, i.e., 6 pools de ventriculos de 20
animais de ~ 500 mg.kg?), frente a ativagao dos receptores canabindides CB2. Valores apresentados
em unidades arbitrarias (U.A.) calculadas a partir da normalizacdo das densidades oOpticas obtidas para
as proteinas analisadas em fungédo dos valores de densidade de B-actina. (A) Expressdo do NCX1. (B)
Expresséo da PLB. (C) Expressdo da SERCAZ2a. Valores expressos em média + E.P.M. (*) indica
diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos experimentais. Rt: banda obtida a partir de amostra de

tecido cardiaco de rato para controle positivo da acdo dos anticorpos utilizados.
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As razdes das proteinas avaliadas entre 0s grupos experimentais encontram-

se na Tabela 2 e na Figura 12. Essas razfes foram significativamente superiores no

grupo exposto quando comparadas ao grupo Ct. Essa diferenca observada foi de 55%
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na razao NCX1/PLB, 103% na de NCX1/SERCA2a e 31% na PLB/SERCAZ2a.

Tabela 2. Razbes da expressao das proteinas avaliadas, NCX1, PLB e SERCA2a, nos grupos
experimentais Ct e HU (n = 6, i.e., 6 pools de ventriculos de 20 animais de ~ 500 mg.kg?). Valores
expressos em média + E.P.M. (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s grupos experimentais.

Razao entre Proteinas

Grupos NCX1/SERCA2a NCX1/PLB PLB / SERCA2a
Ct 0,749 + 0,05 0,889 + 0,02 0,841 £ 0,05
HU-308 1,521 + 0,06 * 1,379 + 0,06 * 1,103 + 0,04 *

Fonte: Tabela do autor.

Figura 12. Comparacao das razdes (A) NCX1/PLB, (B) NCX1/SERCAZ2a, (C) PLB/SERCAZ2a entre os
grupos experimentais Ct e HU (n = 6, i.e., 6 pools de ventriculos de 20 animais de ~ 500 mg.kg?). Os
valores expressos em medias + E.P.M. (*) indica diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os
grupos experimentais.
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O tratamento com dose Unica de HU-308 (1 mg kg™), apés 24 h, melhorou a
performance cardiaca, aumentando a ciclagem de Ca?* em decorréncia de seus
efeitos na regulacéo positiva da expresséo das proteinas de manejo de Ca?*, como
NCX1, SERCA2a e PLB. Essas alteracfes aumentaram o desenvolvimento da Fc e
CBC, além das taxas de contracdo e relaxamento no miocardio ventricular de B.
amazonicus, desde de frequéncias cardiacas sub a supra fisiolégicas.

O protocolo do efeito do tempo na contratilidade das tiras ventriculares foi
realizado para averiguar se ao longo de todo o periodo experimental (30 min) nédo
havia reducédo da capacidade contratil. Esta é uma analise importante para validar o
experimento, pois mostra que qualquer alteracdo na funcdo contratil decorre do
protocolo aplicado e ndo de uma possivel degradacdo celular em funcdo do tempo
experimental. Nenhum dos parametros contrateis registrados para os grupos Ct e HU
sofreram alteracdo ao longo do protocolo efeito do tempo e, por isso, ndo foram
apresentados. Todos os demais protocolos foram, entéo, desenvolvidos hum periodo
méaximo de 30 min.

O controle sobre o fluxo de Ca?* nas células musculares é fino e preciso,
principalmente nos cardiomiécitos, pois qualquer desequilibrio na regulagéo do Ca?*
transiente, pode desencadear fisiopatologias cardiacas (KHO, et al.,, 2010). A
desregulacdo nas vias de calcio é a principal causa de arritmias e falha no
bombeamento cardiaco (OPBERGEN et al., 2017). A homeostase de Ca?* nas células
contrateis é mantida por proteinas reguladoras responsaveis pela fosforilagdo de
canais de Ca?*, sendo uma dessas, a proteina quinase A (PKA) dependente de AMP
ciclico (AMPc) (GHIGO et al., 2017).

O CB2 é um receptor acoplado a proteina G, que quando ativado é capaz de
interagir com as vias de sinalizacdo de AMPc, através da modulagcédo na funcéo da
adenilato ciclase (STEFFENS & PACHER, 2012; DUFF et al., 2013; MALFITANO et
al., 2014). Portanto, alteracdes desencadeadas na concentracdo de AMPc, apos a
ativacao dos receptores CB2, podem influenciar na atividade da PKA. Sterin-Borda et
al. (2005) verificaram que em coracdes de ratos tratados com o agonista JWHO015,
especifico para o receptor CB2, houve um aumento significativo na forca contratil
relacionado ao aumento da produgcéo do AMPc e a consequente ativacédo da PKA, o
que poderia modular positivamente a atividade dos canais de Ca?* tipo-L (LTCC) e da
SERCA promovendo uma maior amplitude de Ca?* transiente.
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Na literatura, trabalhos com outros tipos celulares, indicam a modulagéo
positiva do Ca?* transiente apds a ativacdo dos receptores CB2. Em estudos com
células endoteliais pulmonares bovinas (ZORATTI et al., 2004), foi evidenciado
elevacdo de Ca?* intracelular via ativacéo dos receptores CB2 ligados a fosfolipase C
(PLC), apods o tratamento com o endocanabindéide anandamida, havendo a liberagéo
de Ca?* pelo reticulo endoplasmatico, subsequente ativacdo dos receptores CB2.
Sarott et al. (2021) descreveram que, na linhagem de células AtT-20 de camundongos,
ocorreu um aumento do fluxo de Ca?* citosolico apds a ativacéo dos receptores CB2,
na presenca do agonista HU-308. Os autores apontam ainda que estudos sobre a
investigacdo dos efeitos da ativacdo dos receptores CB2 pelo agonista sintético HU-
308 sdo extremamente relevantes e importantes.

Adicionalmente, os receptores CB2 também interferem nas vias de sinalizacéo
das proteinas quinases ativadas por mitdbgenos (MAPK), tendo efeitos
cardioprotetores em camundongos no modelo de isquemia-reperfusdo por aumentar
a tolerdncia dos cardiomiocito ao estresse oxidativo (MASLOV et al.,2016).
Adicionalmente, a ativagdo do CB2 induz membros da familia das MAPK a expressar
genes, por ativar fatores de transcri¢éo, ligados a proliferacdo, sobrevivéncia celular
e respostas ao estresse oxidativo (STEFFENS & PACHER, 2012). Logo, os
receptores CB2 desempenham fun¢des nas vias de sinalizacfes da PKA, que estédo
diretamente ligadas a fosforilacdo de componentes envolvidos com a regulacéo de
Ca?* transiente (GHIGO et al., 2017), e, com as vias da MAPK envolvidas com a
regulacédo da expressao génica em cardiomidécitos.

Kaschima (2016) sugere o ndo intermédio dos receptores CB2 na contratilidade
miocardica. Contudo, Liu et al. (2020) estudando morte celular induzida por etanol no
coracdo de camundongos, investigaram os efeitos da ativacdo dos receptores
canabindides CB2 perante a essa cardiomiopatia. Foi confirmado que a administracao
dos agonistas seletivos do receptor CB2, JWH-133 e AM1241, foi capaz de reduzir a
fibrose cardica e melhorar a funcédo cardiaca, aumentando a eficiéncia da ejecao de
sangue no ventriculo esquerdo. Adicionalmente, Li et al. (2017) investigando a
toxicidade do antipsicotico clozapina no coracdo de camundongos frente o
envolvimento dos receptores canabinoides, igualmente constataram uma melhora na
funcdo cardiaca apos a aplicacdo dos agonistas sintéticos dos receptores CBZ2,
AM1214 e JWH-133. Dessa forma, contrariando Kaschina (2016), esses estudos
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demonstram alteracdes na funcéo cardiaca frente a ativacdo dos receptores CB2.

Nossos resultados apontam para uma interacdo entre a ativacdo dos
receptores CB2 e as vias de regulacdo do Ca?* transiente e corroboram, portanto, as
observacgbes reportadas acima, sugerindo que ha sim, um papel efetivo desses
receptores na contratilidade miocardica. Sendo assim, os efeitos desencadeados pela
ativacao dos receptores CB2, via PKA e/ou MAPK, poderiam explicar o inotropismo e
lusitropismo positivos e 0 aumento da taxa de contragao e da velocidade da ciclagem
de Ca?" induzidos pela administracdo de HU-308 no miocardio de matrinxa,
decorrentes da inducdo da expressdo das principais proteinas responsaveis pela
manutencao do AE-C.

Em geral, vertebrados basais exibem uma relacdo forca-frequéncia negativa,
em que a Fc diminui ao decorrer dos incrementos sucessivos da frequéncia de
estimulacdo elétrica (SHIELS et al., 2002). Essa relacdo forca-frequéncia negativa
caracteristica em peixes teledsteos pode estar associada ao curto tempo, nas
frequéncias elevadas de estimulagdo, para restituicdo mecanica na remogao e
liberacéo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico (RS), ou devido a ineficiéncia no efluxo
de Ca?' na diastole, tornando o relaxamento contratil incompleto e apresentando
reducado na Fc (SHIELS & FARREL, 1997).

Ambos grupos experimentais apresentaram uma relacdo forca-frequéncia
negativa. Entretanto, o grupo HU apresentou elevada Fc em todas frequéncias
analisadas, resultando em uma elevada CBC. O célculo da CBC é um indice relevante
na avaliacdo de ensaios cardiacos isolados, pois reflete uma integracdo dos efeitos
de mudancas na Fc frente a frequéncia de estimulacédo (SHIELS et al., 1999). Tanto
para Fc quanto para CBC, o tratamento com o HU-308 deslocou as curvas de relagao
forca-frequéncia para cima e para direita, refletindo o aumento na amplitude de Ca?*
transiente e uma maior capacidade do musculo isolado em manter o AE-C em
frequéncias elevadas, uma vez que a frequéncia maxima suportada pelas tiras
ventriculares isoladas passou de 2 para 2,4 Hz. As maiores taxas de contracao e
relaxamento no grupo HU, também evidenciam um aumento na taxa de ciclagem de
Ca?* e um lusitropismo positivo desencadeado pela ativacdo dos receptores CB2.
Portanto, os efeitos da ativagao dos receptores CB2 podem estar relacionados com o
aumento da amplitude de Ca?* transiente induzindo a elevagédo da forca produzida.

Apesar das curvas da relacdo forca-frequéncia terem sido deslocadas para
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baixo e para esquerda quando o trocador NCX estava inibido por Li*, as tiras
ventriculares do grupo HU foram capazes de manter todos os parametros contrateis
acima dos valores médios observados no controle. Assim, a ativacdo dos receptores
CB2 levou a uma maior contribuicdo do RS para a ativagcdo dos miofilamentos,
disponibilizando uma maior quantidade de Ca?* ativador capaz de manter uma
elevada Fc e CBC, em todas as frequéncias de estimulacéo elétrica. Tais achados
foram corroborados pelo aumento da expresséo da SERCA2a e do PLB no grupo HU.

Na literatura, estudos apontam que em animais ectodérmicos a contribuicdo
dos estoques intracelulares de Ca?* do RS para ativacdo contratil &€ expressivamente
menor do que nos cardiomiécitos dos endotérmicos (SHIELS et al., 2006;
VORNANEN, 1999; HAVERINEN & VORNANEN, 2009). O NCX é o principal
componente no efluxo de Ca?* na maioria dos ectotérmicos (VORNANEN, 1999).
Porém, em mamiferos superiores, incluindo o miocardio humano, o efluxo de Ca?* é
facilitado majoritariamente pela SERCA (70-80%) e, em menor quantidade, pelo NCX
(20-30%) (FRANK et al., 2003). O trocador NCX foi 0 mais expresso entre as proteinas
analisadas no grupo HU-308, fundamentando sua importancia na funcéo cardiaca em
teledsteos. No entanto, o aumento de expressdo de SERCA2a e PLB, destacam a
funcionalidade do RS como fonte de Ca?* ativador do aparato contractil de Brycon
amazonicus.

A contribuicdo do RS na geracao da contracdo dos cardiomiécitos varia entre
as espécies, principalmente em peixes (BERS,2002; VORNANEN et al., 2002;
HAVERINEN & VORNANEN, 2009). A SERCA2a e PLB séo proteinas essenciais no
sequestro de Ca?* de para o RS mantendo as reservas intracelulares elevadas deste
fon, o que promove uma maior disponibilidade de Ca?* a cada batimento. A modulagéo
positiva da atividade da SERCA2a e do PLB pela ativacdo do receptor CB2 e o
consequente aumento da razdo PLB/SERCA2a pode resultar em melhoria na
ciclagem de Ca?* e favorecer o desempenho contratil. O RS desempenha um papel
fundamental no ciclo de contracdo e relaxamento em virtude de sua capacidade de
regular rigidamente a concentracdo intracelular de Ca?* (FREDERSDORF et al.,
2012). Salienta-se que, as proteinas PLB observadas na membrana de WB, podem
estar fosforiladas ou ndo, pois o anticorpo utilizado na técnica identifica os dois
estados da PLB.

Apds a inibicdo do RS pela rianodina, a concentracdo de Ca?* intracelular
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disponivel para a ativacdo do AE-C, foi capaz de manter constante a Fc em quase
todas as frequéncias de estimulacdo e em ambos 0s grupos experimentais. Isso
evidencia uma importante contribuicdo do NCX no miocéardio ventricular de matrinxa
tanto para o influxo de Ca?* (modo reverso) como para o efluxo (modo normal), uma
vez que, com o RS bloqueado, a amplitude do Ca?* transiente é governada pelos
canais LTCC e pelo trocador Na*/Ca?*. Segundo Vornanen (1999), o NCX pode atuar
em modo reverso no miocardio de peixes, contribuindo para o influxo de Ca?* ativador
nos cardiomidcitos.

Nota-se nas membranas de WB, que duas isoformas de NCX foram expressas
e detectadas pela técnica no grupo tratado com o agonista HU-308. Em estudos
gendmicos de caréter filogenético, Marshall et al. (2005) identificaram trés genes de
trocadores NCX para a expressao de diferentes isoformas em peixes, entretanto n&o
foi elucidado suas funcionalidades e seus locais de expressao. O NCX1 possui uma
distribuicdo abrangente nos tecidos, incluindo o tecido cardiaco, a musculatura lisa e
esquelética (QUEDNAU et al.,1997), enquanto que os trocadores NCX2 e NCX3 séo
majoritariamente encontrados no cérebro e na musculatura esquelética (LI et al., 1994;
NICOLL et al., 1996). Blaustien & Lederer (1999) relataram em seu estudo com 0s
trocadores NCX, que a estrutura génica do NCX1 é quase idéntica entre 0s grupos
ectotérmicos e endotérmicos. Contudo, Schulze et al. (1996) constataram que durante
a transcricao do gene, o NCX1 pode sofrer splicing alternativo e resultar na expressao
de até 32 isoformas distintas.

Ainda no que diz respeito a expressao da proteina NCX1 e as diferentes bandas
observadas no grupo HU é necessario pontuar que diferentes padrées de glicosilacao
ou demais alteracfes pds-transcricionais podem ser as responsaveis pela membrana
obtida (KHANANSHVILI, 2017) o que sugere gue, caso a ativacao do CB2 ndo exerca
um papel na expressdo das variantes de NCX, talvez sua modulacédo acarrete em
mudancgas no padréo estrutural da mesma, podendo interferir na sua fungéo.

Adicionalmente, a elevada CBC do grupo exposto ao HU tratado com rianodina
(HU+RIAN), em comparacao ao Ct+RIAN, indica um papel proeminente do NCX ap0s
a ativacdo dos receptores CB2, corroborando com o aumento significativo da
expressao dessa proteina no grupo HU.

O protocolo pés-pausa no grupo HU revela o papel proeminente do trocador

NCX na extrusdo de Ca?*, pois, nas pausas curtas ndo houve tempo suficiente de um
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sequestro significativo de Ca?* pelo RS para proporcionar uma potenciacdo poés-
pausa, o qual foi extrusado para fora da célula pelo NCX, cuja expresséao foi elevado
nesse grupo. O RS tende a aumentar o sequestro de Ca?* com o prolongamento da
pausa diastélica e, consequentemente, aumentar a liberacdo de Ca?*, gerando assim,
o aumento da Fc na proxima contracdo (BOCALINI et al., 2012). Apenas na pausa
diastolica de 5 min (ndo fisiologica), 0 RS proporcionou uma potenciacdo da Fc,
indicando que o aumento da expressdo do trocador NCX fez com que, durante o
repouso, o efluxo de Ca?' fosse suficientemente elevado, a ponto de reduzir a

disponibilidade de Ca?* para seu armazenamento pelo RS.

Figura 13. Esquema da potencia¢do da forca de contracéo isométrica (Fc) no protocolo p6s-pausa. O
aumento significativo da amplitude de Ca?* transiente na primeira contragdo da tira ventricular, apés as
pausas diastdlicas de 10, 30, 60 e 300s em relagdo ao registro anterior & pausa, desencadeia o evento

de potenciagéo da Fc.

Registro da forca isométrica

Ca?" transiente
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Fe
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Fonte: Figura do autor

No grupo Ct, a capacidade do RS em estocar Ca?* promoveu os eventos de
potenciacdo da Fc apds todas as pausas na estimulacdo elétrica. A presenca de
rianodina aboliu essa potenciacdo em todos os periodos de pausa. Portanto, a
abolicdo da potenciacdo pds-pausa pela rianodina, indica o papel predominante do
RS na ocorréncia desse fendbmeno (BERS, 1985). Por outro lado, a presenca do
alcaldide desencadeou o evento de decaimento da Fc pos-pausa (Figura 14) nas tiras
ventriculares do grupo HU. Tais resultados reforgam a ineficiéncia do RS em estocar

Ca?* diante da elevada extrusdo do ion pelo NCX, altamente expresso, o que reduz a
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amplitude do Ca?* transiente na primeira estimulacdo elétrica apés as pausas.
Adicionalmente, a contribuicéo relativa do NCX no efluxo de Ca?* é significativamente
maior em cardiomiocitos de peixes (VORNANEN, 1999). Em estudo com bagre-
africano (Clarias gariepinus) o tratamento de tiras ventriculares na presenca de
rianodina, também casou um decaimento pés-pausa da Fc (MONTEIRO et al., 2021),
assim como em nossos resultados, a ocorréncia desse evento foi atribuido a perda

gradual de Ca?* pela atividade proeminente dos trocadores NCX.

Figura 14. Esquema do decaimento da forca de contracdo isométrica (Fc) no protocolo pés-pausa. A
diminuigcdo significativa da amplitude de Ca?* transiente na primeira contragdo da tira ventricular, apos
as pausas diastolicas de 10, 30, 60 e 300s em relacdo ao registro anterior & pausa, desencadeia o

evento do decaimento da Fc.
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Fonte: Figura do autor
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Em contraste, quando tratadas com Li*, tanto as tiras ventriculares do grupo Ct
quanto do HU, apresentaram uma potencia¢do da Fc pds-pausa em todos 0s tempos
de repouso, indicando que RS é funcional em ambos o0s grupos. Entretanto, as
potenciacdes foram menores no grupo HU, devido a maior expressao e contribuicéo
do NCX. Uma vez inibidos, os trocadores NCX ndo atuam na remocdo de Ca?*,
consequentemente o RS aumenta o sequestro de Ca?*, pois houve uma reducdo na
competicdo entre essas vias (SERCA versus NCX) de remocédo de Ca?* transiente
(HOLUBARSCH, 2002). Com os estoques intracelulares potencialmente elevados, a
primeira contragéo pos-pausa foi potencialmente maior que as anteriores ao repouso,
desencadeando o0 evento de potenciacdo pos-pausa. O aumento da razédo
NCX/SERCA no grupo HU sugere que a diminuicdo do nivel citosélico de Ca?* se deve

principalmente a extrusdo do mesmo para o meio extracelular em detrimento ao seu
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armazenamento em estoques intracelulares como no RS (HADRI & HAJJAR, 2011).
Desse modo, nossos resultados apontam para a interacdo competitiva entre as
proteinas NCX e SERCA, evidenciando uma modulacdo na dinamica de Ca?*
transiente pela ativacdo dos receptores CB2. Quando o efluxo de Ca? é
majoritariamente realizado pelos trocadores NCX, ha uma diminuicdo na estocagem
de Ca?* no RS, portanto reduz a liberagédo de Ca?* induzida por Ca?* (BOCALINI et
al., 2012; BASSANI, 1994). Deste modo, os valores de Fc e CBC iam ser semelhantes
ou inferiores ao Ct, ap0s a adicdo de Li*. Assim, o RS é também importante no AE-C
de matrinxd e o aumento na expressao de ambos, NCX e SERCA, pela ativacdo dos

receptores CB2, promoveu uma maior eficiéncia no manejo de Ca?* durante o AE-C.

6 CONCLUSOES

A ativacéo dos receptores CB2 foi capaz de modular positivamente o AE-C do
miocardio ventricular de matrinxd, usado como modelo experimental, por induzir
efeitos inotrépicos e lusitropicos positivos e promover a up regulation da expressao
das proteinas responsaveis pelo manejo de Ca?* transiente (SERCA2a, PLB, NCX1).
Essas alterac6es melhoraram a capacidade do bombeamento cardiaco promovendo
alta eficiéncia na dinamica de ciclagem do Ca?* intracelular, batimento a batimento.
Os resultados sugerem que a ativagao dos receptores CB2 pode levar a regulacdo de
disfuncbes contrateis cardiacas, demonstrando o potencial desses receptores como
alvos na aplicacdo em terapias cardiovasculares. Os efeitos benéficos observados
nesse estudo na contratilidade miocardica, oferece oportunidades para novas
aplicacoes. Entretanto, a interacao entre os CB2 e as respectivas vias de sinalizacao
intracelular envolvidas em seus efeitos, ainda precisam ser elucidadas em estudos

futuros e utilizando outros modelos experimentais.
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