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RESUMO

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

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



1. INTRODUCAO

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

alteradas em func¢ao das variacdes térmicas.

1.1. Manejo do calcio no musculo cardiaco

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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



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

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

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

de diferentes substancias como adrenalina e rianodina).
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