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RESUMO

Na maioria das espécies de peixes ja estudadas, a forgca de contragdo
cardiaca é sensivel a pequenas mudancas no pH extracelular. Durante natacio intensa, o
aumento dos niveis de acido latico (LA) reduzem significativamente a forca de contracdo
(Fc), prejudicando a performance contratil miocardica. O teledsteo de dgua doce matrinxa,
Brycon cephalus, € uma espécie reofilica que apresenta uma alta capacidade natatéria
durante migragdo e alimentagao, constituindo um modelo interessante para o estudo de
exercicio e crescimento. Adicionalmente, uma quantidade consideravel do Ca?* envolvido na
contratilidade nos midécitos cardiacos desta espécie deriva dos estoques intracelulares
(reticulo sarcoplasmatico- RS). O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da acidez
lactica extracellular na Fc e no mecanismo do acoplamento excitagdo-contragdo. As tiras
ventriculares foram montadas para registros de forgca isométricas durante 40 minutos para
avaliar: (a) os efeitos de 22 mM de acido lactico; (b) os efeitos combinados de 22 mM de
acido lactico e 10uM de rianodina (um bloqueador especifico dos canais de calcio do RS);
(b) os efeitos combinados de 22 mM de acido lactico e 1mM de amiloride (bloqueador do
trocador Na*/H" - NHE); (c) os efeitos da substituicdo do NaCl por LiCl na solugéo fisioldgica
(para testar o papel do trocador Na*/Ca®* - NCX). A acidose produziu uma curva inotrépica
bifasica: uma redugao significativa de Fc (~80%) apds 5 minutos de exposicdo e uma
recuperacao completa da Fc apds 20 min. b. Esta reducao inicial da Fc parece ser causada
por uma reducdo da sensibilidade miofibrilar ao Ca**, pois o bloqueio do NCX pelo litio nédo
alterou esta resposta. A rianodina bloqueou a recuperagao de Fc durante a acidose lactica
(58.3%), evidenciando o papel do RS no aumento do Ca* intracelular e, conseqiientemente,
na recuperagao de Fc durante a acidez. Adicionalmente, o NHE é igualmente crucial para a
recuperacdo de Fc durante a acidose, pois foi abolida pela amiloride. Tomados
conjuntamente, os resultados indicam que o matrinxd é uma espécie acido-tolerante,
apresentando mecanismos eficientes para neutralizar os efeitos inotropicos negativos da

acidose lactica.



ABSTRACT

In the majority of the fish species already studied, cardiac force contraction is
sensitive to small changes in the extracellular pH. During intense swimming, the increased
lactic acid (LA) levels significantly reduce the Fc, impairing the myocardial contractile
performance. The freshwater teleost matrinxd, Brycon cephalus, is a reofilic species
presenting a high capacity for swimming against rapids during migration and feeding,
constituting an interesting model for studies of exercise and growth. Additionally, a
considerable amount of contractile Ca®" in cardiac myocytes of this species derives from
intracellular stores (sarcoplasmic reticulum - SR). The goal of this study was to evaluate the
effects of the extracellular lactic acidosis on Fc and mechanisms of excitation-contraction
coupling. Ventricle strips were mounted for isometric force recordings during 40 minutes to
evaluate: (a) the effects of 22 mM of lactic acid; (b) the combined effects of 22 mM of lactic
acid and 10 uM of ryanodine (a specific SR calcium channels blocker); (b) the combined
effects of 22 mM of lactic acid and 1mM of amiloride (a Na*/H* exchanger - NHE blocker); (c)
the effects of the replacement of NaCl by LiCl in the physiological solution (to test the role of
the Na*/Ca?* exchanger - NCX). Acidosis produced a biphasic inotropic curve: a significant
Fc reduction (~80%) after 5 min of exposure and a complete Fc recovery after 20 min. b.
This initial Fc reduction seems to be caused by a decreased myofibrilar Ca®* sensitivity since
the NCX blockade by lithium did not alter this response. Ryanodine blocked the Fc recovery
during lactic acidosis (58.3%), evidencing the role of SR in increasing intracellular Ca** and,
therefore, in the Fc recovery during acidosis. Additionally, the NHE is also crucial for Fc
recovery during acidosis since it was abolished by amiloride. Taken together, the results
indicate that matrinxa is an acidosis-tolerant species, presenting efficient mechanisms to

counteract the negative inotropic effects of lactic acidosis.
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1. INTRODUCAO.

Os coragdes dos vertebrados sdo bombas notaveis que geram forcas
mecénicas que promovem a distribuicdo de nutrientes essenciais, metabdlitos e outras
substancias pelo sangue e para os tecidos corpdéreos a uma taxa e magnitude compativeis
as demandas do sistema de distribuicdo (LILLYWHITE et al., 1999). Para que o coragao
possa exercer sua fungdo precipua, o débito cardiaco deve ser estreitamente regulado, o
que envolve nao apenas ajustes cronotropicos, mas também toda uma série de
modificagbes na contratilidade cardiaca (FARRELL & JONES, 1992).

Os vertebrados inferiores apresentam uma grande diversidade de tamanhos,
adaptacgbes ecoldgicas, estilos de vida, além de peculiaridades metabdlicas, o que faz com
que a demanda imposta ao sistema cardio-respiratério destes animais seja muito variavel,
implicando em modificagdes na morfologia e fisiologia desses sistemas (MUNOZ-CHAPULI
& HAMLETT, 1996). Conforme enfatizado por Johansen & Burggren (1980), um coracao de
vertebrado nao € inferior ao outros vertebrados, mas sim especifico para um animal que
tenha uma organizagdo a ele apropriada e que apresente padrdes bem definidos de
comportamento e de interagdo com seu ambiente.

O coracao dos vertebrados ectotérmicos esta sujeito a maiores alteragdes
nas taxas extracelulares de gases, status acido-base e temperatura do que o coragao dos
animais endotérmicos. Esta particularidade decorre, fundamentalmente, das flutuacoes
ambientais, por vezes subitas e ndo previsiveis, que estdo submetidos. Segundo Driedzic &
Gesser (1994), as caracteristicas da contratilidade sao influenciadas por inUmeros fatores
impactantes na performance cardiaca e os mecanismos celulares envolvidos diretamente na
contratilidade cardiaca (o acoplamento excitagao-contragao ou acoplamento E-C) devem ser
refinadamente regulados para atender as demandas impostas pelo ambiente.

Levando-se em conta a provavel diferenga existente entre o coragdo de
espécies endotérmicas e ectotérmicas no que concerne as contribui¢cdes relativas entre o
fluxo de calcio através da sarcolema e, também, da sua liberacdo e tomada pelo reticulo
sarcoplasmatico, é imprescindivel um conhecimento pormenorizado do acoplamento

excitacdo-contracdo em peixes.
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1.1. Caracteristicas Gerais do Tecido Cardiaco de Peixes Teledsteos.

Segundo Driedzic & Gesser (1994), os mecanismos contrateis, ou seja, a
interagdo acto-miosinica e sua regulacao pelo calcio, parecem ser similares nos diferentes
grupos de vertebrados (para uma revisdo completa, ver BERS, 2001). Porém, distingbes
anatdmicas e estruturais existentes entre os coracdes de peixes e mamiferos com relagao
ao tamanho relativo dos midcitos, a presenca ou nao de tubulos transversos (tubulos-T), a
ocorréncia e distribuicdo do reticulo sarcoplasmatico (RS) e ao arranjo das miofibrilas, sao
base para importantes diferencas fisioldgicas, particularmente sobre a origem do calcio a ser
utilizado pelo aparato contratil (TIBBITS et al., 1991).

O coracao dos peixes teledsteos € um 6rgao constituido de 4 camaras em
série, contido dentro do saco pericardico (figura. 1). Em conjunto, o seio venoso, o atrio, o
ventriculo e o bulbo arterioso elastico aumentam a energia potencial e cinética do sangue
(FARRELL & JONES, 1992).

valvula sino-atrial ductos de Cuverian

atrio

4/ veias hepaticas

aorta ventral ! X
seio venoso

|
pericardio ventriculo

Figura 1. Esquema ilustrativo do coragdo de um peixe teledsteo.

O seio venoso é uma camara de paredes finas, de aproximadamente 60-90
pUm de espessura e volume similar ao do atrio. Recebe sangue venoso através dos ductos
pareados de Cuverian, veias hepaticas e veia jugular anterior. O principal tecido
componente da parede do seio € o tecido conjuntivo, com cobertura endotelial interna e
epicardial externa. A quantidade de mdulsculo presente no seio venoso varia
consideravelmente entre as espécies. O principal papel do seio venoso esta relacionado ao
inicio e controle dos batimentos cardiacos, pois é o sitio do tecido marcapasso

especializado (equivalente ao nodo sino-atrial dos mamiferos) (FARRELL & JONES, 1992).
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Os peixes de respiracdo aquatica possuem um unico atrio. O atrio € uma
camara de formato irregular, com parede trabeculada. Seu volume é similar ou maior que o
volume ventricular. Sua massa geralmente constitui 8-25% da massa do ventriculo e 0.01-
0.03% da massa corporea. O atrio é separado do ventriculo pela valvula atrioventricular,
suportada por um anel de tecido cardiaco (FARRELL & JONES, 1992).

O ventriculo exibe uma grande variabilidade intra-especifica em relagdo a sua
massa, morfologia, histologia e vascularizagdo. De acordo com Santer (1985), ndo existe
uma forma tipica para o ventriculo dos peixes. Da mesma forma, ndo existe um padrao
estrutural.

Os ventriculos possuem duas formas basicas: uma com arranjo de musculos
em trabéculas, que se estende por todo o ventriculo formando uma rede de aspecto
esponjoso, a esponjosa; a segunda, externa, envolvendo a esponjosa, denominada
compacta, associada com a circulagdo coronariana. Tota (1989) propds quatro categorias
principais baseadas na existéncia e arranjo das camadas esponjosa e compacta. As
principais caracteristicas que distinguem as quatro categorias de ventriculos entre si sdo a

extensdo da esponjosa em relagdo a compacta e o padrao de vascularizagao (figura. 2).

Tipo | Tipo 1l

art. corondria superficial
esponjosa

veias coronarias
na compacta

compacta

veias coronarias

artéria coronaria na esponjosa

craniana
artéria coronaria

peitoral
musculo atrial veias coronarias
no atrio
Tipo 11l Tipo IV

Figura 2. llustragdo esquematica das principais caracteristicas que distinguem as 4 categorias de
ventriculos em peixes.(extraida de FARRELL & JONES, 1992).

De acordo com Farrell & Jones (1992), a maioria das espécies de peixes
possui apenas ventriculos do tipo I. O ventriculo do tipo | possui apenas miocardio
esponjoso. As trés outras categorias (tipos Il, lll e IV) possuem tecido miocardico compacto

e esponjoso, bem como capilares no miocardio. O tipo Il é caracterizado pelos capilares da
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circulacido coronariana apenas na compacta. Nos ventriculos dos tipos Ill e IV, a circulagcao
coronariana atinge a esponjosa bem como a compacta. A diferenca entre os tipos lll e IV é
que o tipo lll possui menos de 30% de tecido compacto. Os ventriculos que possuem mais
que 30% de compacta e coronarias na esponjosa sao arbitrariamente descritos com tipo IV.
Algumas caracteristicas distinguem as células musculares cardiacas de
peixes (midcitos) daquelas dos mamiferos. Tais diferengas, segundo Farrell & Jones (1992) e
Tibbits et al., (1991) incluem:
a. pequeno tamanho (1-12.5 um) em relagéo aos dos mamiferos (10-25 um) (figura.3);
b. limitado desenvolvimento anatdémico do reticulo sarcoplasmatico;
c. arranjo periférico das miofibrilas;
d

quantidade variavel de mioglobina intracelular.

Figura 3. Imagens confocais de midcitos ventriculares de truta e de rato, marcados com di-8-
ANEPPS (indicador fluorescente lipofilico) (extraida de SHIELS & WHITE, 2005).

Dentre as vantagens funcionais da ocorréncia de um miécito de tamanho
reduzido estdo a menor distancia de difusdo do exterior para o centro da célula e a maior
razdo entre a area sarcolemal superficial e o volume intracelular (maior razéo
superficie/volume), de grande importancia para a troca de substancias, como o calcio, entre
0s espacgos intra e extracelulares (DRIEDZIC & GESSER, 1994; VORNANEN, 1997). De
acordo com Forbes & Sperelakis (1971), animais com midcitos de didametro inferior a 5 pm
conseguem manter um acoplamento E-C adequado sem a necessidade de utilizar reservas
intracelulares para diminuir as distancias difusionais. Contudo, menores diametros
provavelmente significam maior resisténcia elétrica (RANDALL, 1968) e velocidade de
condugao mais lenta, apesar do didmetro das células do tecido marca-passo e daquelas
especializadas em condugao ser maior que dos demais midcitos em peixes.

Além do diametro dos midcitos, os tubulos-T, que correspondem a profundas

invaginagbes da sarcolema (SL), que auxiliam na propagacédo do potencial de acédo (PA)
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para o interior da célula (TIBBITS et al., 1990) e diminuem a distancia difusional do calcio do
meio extra para o intracelular e vice-versa (BERS, 1991), também distinguem
anatomicamente os miécitos de mamiferos dos demais vertebrados. Isso se deve ao fato
dos peixes, como todos os demais ectotérmicos (KEEN et al., 1992; MJLLER-NIELSEN &
GESSER, 1992; DRIEDZIC & GESSER, 1994) e também as aves (FORBES &
SPERELAKIS, 1971), nao apresentarem tubulos-T. Consequientemente, as maiores taxas
de difusdo de calcio devido a presengca de tubulos-T nos mamiferos sdo, em parte,
contrabalangadas pelo aumento da taxa de difusao proporcionada pelo menor didmetro dos
midcitos de peixes. Segundo Bers (2001), de 30 a 50% da area sarcolemal ventricular de
mamiferos concentra-se nos tubulos-T, onde também é observada uma maior densidade de
canais de calcio.

Outra caracteristica diferenciadora dos midcitos de peixes em relagao aos de
mamiferos refere-se a abundancia e distribuicdo do reticulo sarcoplasmatico (RS), uma
organela das células musculares especializada na acumulacdo de calcio e sua liberagéo
para o aparato contratil. O RS é relativamente bem desenvolvido em aves e mamiferos,
especialmente em ratos, refletindo a grande importancia funcional do célcio intracelular para
sua contragdo miocardica (CHAPMAN, 1983; BERS, 1987, 1989, 1991, 2001; GWATHMEY
& MORGAN, 1991).

O desenvolvimento do RS varia entre as espécies de peixes, apesar de na
maioria dos teleésteos (DRIEDZIC & GESSER, 1988, 1994; MAYLIE & MORAD, 1995;
CHUGUN et al., 1999) e particularmente nos elasmobranquios (TOTA, 1989) apresentar-se
distribuido de forma esparsa. Essa menor dependéncia em relacdo ao RS como fornecedor
de calcio as miofibrilas também ocorre nos demais vertebrados ectotérmicos, como anfibios
e répteis (FORBES & SPERELAKIS, 1971), e também nos estagios iniciais do
desenvolvimento ontogenético de mamiferos, como visto em ratos neonatos (AHO &
VORNANEN, 1998). O RS corresponde a aproximadamente 0,5% do volume do midcito de
peixes e anfibios, diferindo dos cerca de 7,3% observados em ratos (HELLE, 1983; LEKNES,
1984).

Adicionalmente, mesmo em espécies de peixes que apresentam um RS
relativamente desenvolvido como a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, esta organela
desempenha um papel pouco relevante como fornecedora de calcio para o aparato contratil
em temperaturas e freqiiéncias cardiacas observadas in vivo (HOVE-MADSEN & GESSER,
1989; HOVE-MADSEN, 1992; M@LLER-NIELSEN & GESSER, 1992; GESSER, 1996;
PELOUCH & VORNANEN, 1996; SHIELS & FARRELL, 1997; AHO & VORNANEN, 1998;
HOVE-MADSEN et al., 1998; LILLYWHITE et al., 1999), apesar de alguns estudos também
terem indicado que esta organela pode contribuir com a geracdo de forca em condi¢des
fisiolégicas (HARWOOD et al., 2000; HOVE-MADSEN et al., 2001).
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Neste sentido, uma participagcao direta do RS para a geragdo de forga
também ja foi observada em frequéncias cardiacas fisiologicamente relevantes para
diversos peixes da familia Scombridae, como os atuns tropicais Katsuwonus pelamis (KEEN
et al.,, 1992, 1994; TIBBITS et al., 1992a; LILLYWHITE et al., 1999) e Thunnus albacares
(FREUND, & BLOCK, 1998; SHIELS et al., 1999), e também em seus parentes de
ambientes temperados, como as cavalas do Pacifico, Scomber japonicus (SHIELS &
FARRELL, 2000) e do Atlantico, Scomber scombrus (SANTER, 1985;), permitindo que estes
peixes mantenham altas freqléncias cardiacas durante o exercicio sem detrimento
significativo da contratilidade (KORSMEYER et al., 1997).

Por fim, as miofibrilas da maioria dos peixes, embora menos abundantes que
em mamiferos, apresentam geralmente uma distribuicdo periférica nos miécitos (SANTER &
COBB, 1972; VORNANEN, 1997). Essa localizagao das miofibrilas na regido mais proxima a
SL permite que, apesar da auséncia de tubulos-T, a difusao de calcio do espacgo extracelular
até o aparato contratil, critica para a performance do musculo cardiaco, seja facilitada
(FARRELL & JONES, 1992). A figura 4 ilustra as caracteristicas anatdomicas diferenciadoras

dos midcitos de peixe anteriormente citadas.

x12.000

Figura 4. Fotomicrografia eletrdnica de um corte transversal do miécito ventricular de carpa cruciana,
Carassius carassius (aumento de 12.000x). As setas apontam para o RS, pobremente
desenvolvido. Notar o pequeno didmetro dos midcitos (5,78 + 0,11 um), associado a
auséncia de tubulos-T e a disposic¢ao periféricas das miofibrilas (modificado de VORNANEN,
1997).

1.2. Acoplamento Excitacdo-Contragcao Cardiaco
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A sequiéncia de eventos que ocorre desde a despolarizagdo do midcito até a
contragdo muscular, que se segue a sensibilizacdo dos miofilamentos ao calcio, é
denominada acoplamento excitagdo-contragdo (acoplamento E-C). Particularidades
anatébmicas, como o pequeno diametro dos midcitos, associado a auséncia de tubulos-T e
ao desenvolvimento anatédmico limitado do RS resultam em peculiaridades no acoplamento
E-C no miocardio de vertebrados inferiores acerca da origem do calcio a ser utilizado pelo
aparato contratil, como veremos em detalhe mais adiante (muito elucidativas a este respeito
sdo as revisodes feitas por TIBBITS et al., 1992a e VORNANEN et al., 2002). Um esquema
geral do acoplamento E-C cardiaco € mostrado na figura 5, que compara o modelo
desenvolvido para mamiferos aquele conhecido até o momento para peixes, baseado no

descrito para teledsteos.

2+ 2+ 2+
'Ca Ca2* Ca Ca

O Ca2*-ATPase Mamifero
|:| RyR
+ 2+ +
@ NCX Ca? Cf Ca? Ca? Ca2+
I~
D DHPR .

Peixe

Figura 5. Esquema geral do mecanismo de acoplamento E-C do musculo cardiaco, comparando o
modelo existente em mamiferos (A) com o proposto para teledsteos (B). A figura também
ilustra algumas diferengas entre a estrutura dos midcitos de peixes e mamiferos, como
variagdes no didmetro das células, distribuicdo e abundancia do RS e existéncia de
tubulos-T. As linhas pontilhadas sugerem um possivel papel das fontes de calcio. DHPR:
canal de dihidropiridina; SL: sarcolema; RS: reticulo sarcoplasméatico; NCX: trocador
Na*/Ca®*" (modificado de TIBBITS et al., 1992a).

A principal diferenca entre ectotérmicos e mamiferos esta relacionada a
origem do calcio que chega as miofibrilas. E sabido ha mais de um século (RINGER, 1883

apud BERS, 2001) que o calcio extracelular é essencial a contragdo miocardica. Tem sido
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mostrado que um influxo de calcio pela sarcolema (SL), tanto através do trocador Na*/Ca®*
(NCX) como de canais voltagem-dependentes tipo L (lentos) sensiveis as dihidropiridinas
(DHPR), desempenha um papel critico na regulacado da contratilidade (BERS et al., 1988;
MIKAMI et al., 1989; ROMANIN et al., 1992; NAKAI et al., 1997).

De acordo com Fabiato et al. (1983), este influxo transarcolemal de calcio
dispara, em mamiferos, a liberacdo de uma quantidade ainda maior deste ion do RS,
através de canais de calcio denominados canais de rianodina (RyR), mecanismo
denominado liberagéo de calcio calcio-induzida (BERS, 1987). Além disso, apesar de mais
significativo na musculatura lisa, o efluxo de calcio do RS também pode ocorrer no
miocardio por meio da elevagao dos niveis intracelulares de inositol (1,4,5) trifosfato (IP3)
provocado pela ligacao de um agonista, como as catecolaminas, a SL (BERRIDGE, 1993).

Nao obstante a magnitude do influxo de calcio através dos canais L da SL ser
variavel entre as espécies de mamiferos (BERS, 1985), a maioria dos estudos indica que
esta entrada transarcolemal de calcio é insuficiente para permitir a contracdo (CHAPMAN,
1983; DRIEDZIC & GESSER, 1994; BASSANI et al., 1994b, 1996). Assim, o calcio liberado
do RS constitui-se na fonte principal deste ion para a contracdo no coracdo de todos os
mamiferos estudados (BERS, 1985; WIER, 1990; GWATHMEY & MORGAN, 1991; McCALL
& ORCHARD, 1991; BASSANI et al., 1992, 1993; 1994a, b; BERS et al., 1993; KLAUTZ et
al., 1997).

Por outro lado, no coragcao dos vertebrados inferiores a situagao parece ser
muito diferente. Tibbits et al. (1991) sugeriram que no miocardio de anfibios o calcio liberado
do RS néo é suficiente para promover a contracao, além de ter sido contestada a ocorréncia
de liberacao de calcio-calcio-induzida no ventriculo destes animais (FABIATO & FABIATO,
1978; FABIATO, 1983). A contragado ventricular tanto em anfibios (MORAD & ORKAND,
1971; BERS, 1985; GWATHMEY & MORGAN, 1991; MILL et al., 1992) quanto na maioria
dos peixes (DRIEDZIC & GESSER, 1988; HOVE-MADSEN & GESSER, 1989; MJLLER-
NIELSEN & GESSER, 1992; KEEN et al.,, 1994; GESSER, 1996; RANTIN et al., 1998;
COSTA et al., 2004) parece ser relativamente insensivel ao alcaldide rianodina (inibidor da
funcdo do RS), mesmo quando utilizado em concentragdes que comprovadamente
bloqueiam a liberacdo de calcio do RS (SUTKO & AIREY, 1996) em experimentos
conduzidos utilizando-se tanto freqliéncias estimulatérias quanto temperaturas fisioldgicas
para cada animal.

Tibbits et al. (1992a) enfatizam que, em anfibios, a importancia relativa do

fluxo de calcio através da SL pode também ser indicada por um P.A. mais duradouro,

resultante de uma fase platd mais pronunciada (723 £ 106 ms a temperatura ambiente), o

mesmo ocorrendo na maioria dos peixes investigados até o momento (e.g. 556 £ 56 ms a 20
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°C em carpa cruciana, Carassius carassius, VORNANEN, 1989). Isso contrasta com os
resultados obtidos para mamiferos, nos quais até mesmo espécies que apresentem um P.A.

de duragao relativamente longa, sua duragdo ndao chega a atingir a metade do valor
observado em anfibios (e.g. 372 = 14 ms a 23 °C em coelhos).

Segundo Driedzic & Gesser (1994), um P.A. mais duradouro resulta na
manutencdo de um potencial de membrana positivo e, conseqlentemente, na maior
permanéncia dos canais de célcio voltagem-dependentes no estado aberto, além de
favorecer um possivel influxo de célcio através do trocador NCX (TIBBITS et al., 1992b).
Isso sugere que a duragdo e a amplitude da contragdo sejam fortemente determinadas pela
despolarizagcdo da membrana nos ventriculos de vertebrados inferiores.

Devido a essas observagcbes, associadas a uma maior razao
superficie/volume, que também proporciona uma maior densidade de receptores de DHPR
(THOMAS et al., 1996), é de se esperar que no coragdo de vertebrados inferiores o
transporte transarcolemal de calcio seja suficiente para permitir a contracdo (FORBES &
SPERELAKIS, 1971; SHEPHERD & KAVALER, 1986; VORNANEN, 1997), a menos que
outra organela, como a mitocdndria, também venha a contribuir para a regulacéo batimento-
a-batimento da concentragéo intracelular de calcio. Deve-se assinalar que esta possivel
participacao direta da mitocéndria no acoplamento E-C tem sido descartada para o coragao
de mamiferos, baseada em uma variedade de argumentos cinéticos e farmacologicos
(FABIATO, 1983; DRIEDZIC & GESSER, 1994; BASSANI et al., 1996). Contudo, a validade
destes argumentos ainda necessita ser verificada em peixes.

Pelos motivos anteriormente mencionados, o papel do RS na geracido de
tensado pelo coragdo da maioria dos vertebrados inferiores € normalmente desconsiderado
(TIBBITS et al.,, 1990; M@LLER-NIELSEN & GESSER, 1992; HOVE-MADSEN & TORT,
1998). Contudo, importante enfatizar, é o fato da participagdo do RS no manejo de calcio de
peixes de ambientes tropicais ter-se mostrado mais variavel, ndo seguindo uma correlagéo
tao direta entre o nivel de atividade do animal versus a funcionalidade do RS como descrita
para animais de ambientes temperados. llustrativos a este respeito sdo os resultados
obtidos para espécies Neotropicais como os teledsteos traira, Hoplias malabaricus (OLLE et
al., 2003; RIVAROLI et al., 2006), pacu, Piaractus mesopotamicus (ANELLI-JR et al. 2004),
curimbatd, Prochilodus lineatus (RIVAROLI et al., 2006), e mugum, Synbranchus
marmoratus (ROCHA et al. 2006, 2007), e para o dipndico pirambdia, Lepidosiren paradoxa
(COSTA et al., 2004), cujos RS mostraram-se altamente funcionais, a despeito dos diversos
niveis de atividade das espécies em questdo. Dessa forma, ndo pode ser descartada a
hipétese de que ha um componente filogenético determinando a funcionalidade do RS em

peixes.
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1.3. Relaxamento Cardiaco.

Tibbits et al. (1992a) destacam que tanto em mamiferos como em peixes o
relaxamento cardiaco ocorre mediante uma redugdo da concentracéo citosdlica de Ca** até
o nivel diastolico de cerca de 100 nM. Teoricamente (HASENFUSS et al., 1996; MISQUITTA
et al.,, 1999), a diminuicdo do calcio livre pode ser obtida por sistemas de transporte
localizados em trés diferentes compartimentos celulares: 1) a Ca?*-ATPase do RS (SERCA);
2) o trocador Na*/Ca** (NCX) e a Ca?*-ATPase da sarcolema e 3) a mitocondria.

No coracdo de mamiferos, a SERCA e o NCX sdo os principais mecanismos para
reduzir a concentragao citosdlica de calcio a fim de promover o relaxamento maximo. De
acordo com Bers (1991), sob condi¢gdes normais, cerca de 70% do calcio citosdlico &
removido pelo RS através da SERCA e o restante pelo NCX sarcolemal, o qual constitui-se
no principal meio de efluxo deste ion da célula. Além disso, a Ca®*-ATPase da SL e a
tomada mitocondrial de calcio aparentemente desempenham um papel muito reduzido no
relaxamento cardiaco de mamiferos (BASSANI et al., 1996; MARENGO et al., 1997).

Os peixes, por sua vez, devido ao fato de apresentarem um RS menos desenvolvido
€ uma maior razdo superficie/volume, diferem dos mamiferos em termos da contribuicdo
relativa dos mecanismos para a movimentacdo de calcio também no relaxamento
miocardico. Nos vertebrados inferiores, o calcio que entra na célula proveniente do fluxo
transarcolemal é removido do citosol durante o relaxamento cardiaco basicamente através
do NCX e da Ca**-ATPase sarcolemais (TIBBITS et al., 1991; THOMAS et al., 1996; XUE et
al., 1999), o primeiro constituindo-se no principal mecanismo em teleésteos (DRIEDZIC &
GESSER, 1994).

Portanto, durante o ciclo cardiaco de peixes podemos observar uma importancia
reduzida do RS tanto como fornecedor quanto como armazenador de calcio, o oposto
ocorrendo com a SL. Contudo, essa afirmagdo é baseada prioritariamente na literatura
referente a peixes de ambientes temperados, tornando imprescindivel a obtengcdo de um
conhecimento pormenorizado do acoplamento E-C cardiaco de peixes neotropicais numa
tentativa de verificar a validade destes argumentos para esses animais.

Conforme descrito anteriormente, a ativacdo dos miofilamentos durante o
acoplamento E-C ocorre em resposta a um aumento da concentracéo citosolica de Ca**, o
qual pode depender tanto da mobilizagdo do Ca*" intracelular proveniente do RS quanto do
influxo de Ca®* pela SL através dos canais de Ca?* voltagem-dependentes (canais L) e do
NCX (HOVE-MADSEN et al., 2000). Por outro lado, o musculo cardiaco relaxa por meio da

reducgdo dos niveis citosolicos de Ca?* até os niveis diastdlicos de repouso principalmente
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por seu transporte para o espago extracelular através da SL (especialmente via NCX) ou
para o RS pela atividade bombeadora da SERCA.

O tempo gasto para o aumento e o decréscimo da concentragéo citosdlica de Ca*",
assim como a quantidade deste ion que é ciclada batimento-a-batimento, dependem
diretamente do grau de atividade dos mecanismos transportadores de Ca* em cada
compartimento, que varia de acordo com a espécie e a temperatura (GWATHMEY &
MORGAN, 1991; VORNANEN, 1998).

1.4. Acidose versus contratilidade cardiaca.

A regulacado da concentragido do ion hidrogénio é fundamental em razao de
que todas as atividades enzimaticas do organismo sao influenciadas pela sua distribuicao
nos meios intra e extracelulares. Mudangas na concentragdo do ion H® podem alterar
diversas fungdes celulares essenciais & homeostasia. Esse ion é regulado precisamente por
sistemas tamponantes que envolvem: a eliminagcdo pelos rins, tamponamento sangulineo,
celular, e pulmonar (GUYTON, 2002).

O efeito inotrépico negativo no coragdo dos vertebrados, produzido por
acidose é reconhecido ha muitos anos e explorado por uma diversidade de autores (FOEX &
FORDHAM, 1972; FABIATO & FABIATO, 1978; GESSER & POUPA, 1978, 1981,1979;
MATTIAZZI et al.,, 1979; GESSER & JORGENSEN, 1982; FARRELL et al., 1983;
BLANCHARD & SOLARO, 1984; MARBAN & KUSUOKA, 1987; FARRELL et al., 1988;
CINGOLANI & MARBAN 1990; ORCHARD et al., 1991; KALININ & GESSER, 2002).

De acordo com Driedzic & Gesser (1994), a magnitude do efeito, bem como a
capacidade de tolerancia a acidose, sao bastante variaveis entre os grupos animais. Os
grupos de vertebrados, estudados por diferentes autores, apresentaram diferencas em
relacdo a recuperacdo da performance cardiaca frente a acidose: recuperagcdo absoluta
(GESSER & JORGENSEN, 1982; MATTIAZZI & CINGOLANI, 1977a); recuperacao parcial
(GUESSER & JORGENSEN, 1982, MATTIAZZI & CINGOLANI, 1977b; Perez, 1993) e
recuperacao ausente (GESSER & JORGENSEN, 1982; HOGLUND & GESSER, 1987).

Alguns trabalhos tém demonstrado que algumas espécies de peixes sao
intolerantes a acidose, como a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, o “ocean pout”,
Zoarces americanus, e o “sea raven”, Hemitripterus americanus, que durante hipercapnia
severa (3-10% de CO;) demonstram decréscimos de 14-58% na performance cardiaca,

enquanto espécies como enguias (Anguilla anguilla) e esturjdes (Acipenser transmontanus)
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sdo tolerantes a acidose hipercapnica de curta duragdo (CROCKER et al., 2000; MCKENZIE
et al., 2002; HANSON et al., 2007, 2009).

Alguns ectotérmicos podem permanecer andxicos por longos periodos de
tempo e o principal fator que limita a duracdo da anoxia é a acumulagao de produtos acidos
e seus efeitos no balango acido-base (JACKSON, 2004). Tartarugas, como outros
vertebrados, dependem da produgdo anaerdbica de energia e isso leva a produgdo de
lactato e prétons como produtos finais (HOCHACHKA & MOMMSEN, 1983). Um exemplo
extremo é a tartaruga pintada Chrysemys picta que pode alcancar altos niveis plasmaticos
de lactato (150-200 mmol L") depois de alguns meses de submersdo (ULTSCH &
JACKSON, 1982; JACKSON et al., 2000). Esta capacidade para manejar esta grande carga
acida e permanecer em condigbes acido-base viaveis é provavelmente devida a formagao
de um complexo entre o calcio e o lactato na carapaca e esqueleto, funcionando como um
mecanismo tamponador (JACKSON, 2000; 2002; 2004). Uma estratégia similar foi
observada no jacaré do papo amarelo (Caiman latirostris), no qual os osteodermas
sequestram o lactato durante a acidose latica que ocorre durante periodos de submersao
(JACKSON et al., 2003).

Em peixes, a intensa atividade pode também levar ao decréscimo acentuado
do pH plasmatico, que deve permanecer deprimido por muitas horas até retornar as
condicdes de repouso. E bem conhecido que o exercicio intenso induz uma produgdo
acelerada de lactato e ions H" no musculo esquelético, especialmente em fibras glicoliticas
de contragao rapida, por meio da via glicolitica anaerdbica. A acidose intramuscular ocorre
quando a quebra do ATP excede o suprimento de ATP. De acordo com Wang et al. (1996),
o lactato desempenha um papel importante tanto na regulacdo metabdlica quanto no
equilibrio acido-base em diferentes espécies. Em mamiferos, por exemplo, o efluxo de
lactato via corrente sanguinea para ser metabolizado pelo figado (i.e., ciclo de Cori) parece
ser a rota principal, mas sua oxidagdo no musculo cardiaco e em musculos esqueléticos de
oxidacao lenta também pode ocorrer, e até mesmo a oxidagao e a glicogénese no interior do
préprio musculo branco é possivel. Contudo, a liberacdo de lactato pelo musculo tem sido
demonstrada como uma grande causa de seu total desaparecimento (GADDEN, 1989;
BROOKS, 1991; POOLE & HALESTRAP, 1993). Nos peixes, a situacdo parece ser
completamente diferente.

A truta arco-iris tem sido extensivamente usada como modelo de estudo na
chamada lactoacidose poés-exercicio (TURNER & WOOD, 1983, WANG et al., 1996) e de
acordo com Wang et al. (1996), é consenso que a liberagdo de lactato para o sangue é
muito menor, que o ciclo de Cori ndo ocorre (MILLIGAN & GIRARD, 1993) e que a maioria
do lactato e o H' permanecem no musculo para serem oxidados lentamente ou

resintetizados em glicose in situ, o que deve representar uma estratégia para minimizar a
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acidose latica no compartimento extracelular pobremente tamponado dos peixes. Contudo,
os detalhes deste metabolismo ndo sao claramente conhecidos e precisam ser estendidos
para outras espécies.

A capacidade do miocardio em recuperar a contratilidade durante a acidose é
variavel e espécie-especifica. Gesser & Jorgensen (1982) encontraram um declinio e
subsequente recuperagido da contratilidade em tiras ventriculares de linguado (Platichthys
flesus L.) e tartaruga (Pseudemys scripta L.) e decréscimo sustentado em bacalhau (Gadus
morhua L.) e na truta arco-iris durante hipercapnia (13-15% CO,). Para Gesser & Poupa
(1978), a capacidade de tolerar a acidose parece ausente nos peixes de respiragdo aquatica
obrigatéria, pois o CO, é mais soluvel em agua do que no ar. Assim, os animais de
respiracao aérea parecem mais sujeitos a acidose do que os de respiragao aquatica.

Na maioria dos peixes estudados, um decréscimo no pH extracelular evoca
um decréscimo no pH intracelular em tecidos como o coragdo, musculo branco e figado
(MILLIGAN & FARRELL, 1986; MILLIGAN & WOOD, 1986; MCKENZIE et al., 2002). Porém,
o cascudo Pterygoplichthys pardalis, o esturjdo Acipenser transmontanus e o mugum
Synbranchus marmoratus, apresentam um padrao incomum de protecdo do pH intracelular
durante acidose extracelular severa (HANSON, 2009). Em estudo recente, Hanson et al.
(2009) demonstraram que em preparagdes in situ com coragdes perfundidos, P. pardalis
exibiu somente um decréscimo moderado (~35%) na performance cardiaca quando
expostos a 7.5% CO, e a mesma foi totalmente restaurada em seis dos sete coracdes
testados.

A resposta do musculo cardiaco a acidose extracelular depende nao sé do pH
da solugcdo, mas também do tipo de acidose imposta, como apontado por Jacson et al.
(1991). De acordo com esses autores, a acidose respiratdria tem um rapido e pronunciado
efeito na fungdo cardiaca da tartaruga devido a rapida entrada pela membrana celular e
acidificacdo do citoplasma pelo CO,, enquanto acidos organicos, como o acido latico, tém
efeitos importantes tanto no pH quanto na fungao celular, embora sua taxa de penetragao
seja mais lenta do que a do CO,. Essa distingdo é importante porque ambos acumulam-se in
vivo durante submersao prolongada em tartarugas e outros animais mergulhadores e depois
de exercicios fisicos extenuantes em muitas espécies.

Os efeitos da natagdo sustentada por 60 a 90 dias a 20 cm.s' (1-2
comprimento do corpo.s™) em espécimes juvenis de matrinxd foram estudadas por Oba
(2006). Esta autora descreveu um significativo aumento do lactato plasmatico, de ~0,5 para
0.9 umol.mL™ e de ~0,4 to 0,6 pmol.mL™, depois de 60 e 90 dias de natacdo sustentada,
respectivamente.

Em mamiferos, a redugdo inicial na forga de contragdo (Fc) é seguida por

uma recuperagao absoluta, que ocorre apesar da persisténcia da acidose (PEREZ et al.,
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1993). Diversos estudos com modelos animais mamiferos se propuseram a elucidar as
causas da recuperacado da contratilidade cardiaca verificada durante a acidose latica. As
hipéteses mais significativas para explicar a recuperagao da contratilidade sao a restituigao
do pH e, consequentemente, da responsividade miofibrilar, bem como o aumento na
concentragao de calcio intracelular ([Ca2+]i) (ORCHARD et al.,, 1987, 1990, 1991;
CINGOLANI et al., 1990; HULME & ORCHARD, 1998; SOLARO et al., 1998; NOMURA et
al., 2002).

Segundo Hulme & Orchard (1998), a acidose em midcitos ventriculares de
rato produz aumento do Ca?* diastélico, aumento da amplitude do Ca** transiente e reducéo
do declinio do Ca?* transiente. Esses efeitos permitem o aumento do estoque de Ca®* do RS.
O aumento no influxo de Na*, por meio do acionamento do trocador Na*/H* (NHE), produz o
acionamento do trocador Na*/Ca?* (NCX) no seu modo reverso, o que também contribui
para o aumento na [Ca®'] disponivel as miofibrilas contracteis (BOUNTRA & VAUGHAN-
JONES, 1989; HARRISON et al., 1992).

No sapo Buffo arenarum, a reducdo da Fc parece menos pronunciada € a
recuperacao excede os valores iniciais (MATTIAZZI & CINGOLANI, 1977a). A reducdo da
responsividade miofibrilar ao Ca?* é o fator preponderante verificado na reducéo da Fc pos-
acidose hipercapnica. A recuperacdo da Fc é independente da recuperacdo do pH e os
mecanismos sarcolemais sdo os responsaveis pela recuperacao, incluindo a reducao do
tamponamento miofibrilar e o aumento da [Ca®'], devido ao influxo pelos canais L e,
principalmente, ao acionamento do NCX no modo reverso pelo prolongamento do P.A.
(SALAS et al., 2006).

Brycon cephalus (matrinxd) é um teledsteo reofilico Neotropical que exibe
uma alta capacidade natatéria durante a migracao e a alimentagdo. Sao muito importantes
comercialmente e encontram-se entre os peixes de escama mais esportivos da Amazdnia
(VAL & HONCZARIK, 1995). Quando sao forgados a nadar em altas velocidades, ocorre
uma grande producao de acido latico pelos musculos. Assim, os peixes fadigam-se
rapidamente e apresentam uma série de respostas metabdlicas que podem comprometer
seu crescimento e desempenho (HACKBARTH, 2004).

As respostas cardio-respiratérias do matrinxd a hipoxia progressiva foram
estudadas por Olle (2007). A espécie é capaz de manter uma constante tomada de O, sob
tensao critica de oxigénio de 35 mmHg, mas com uma baixa extracdo de O, da corrente
ventilatoria (~56%) e uma significativa bradicardia foi demonstrada abaixo de 80 mmHg, com
valores ~50% menores do que em normoxia (20 mmHg). Esses dados indicam que o
matrinxa € uma espécie pouco tolerante a hipdxia.

A investigacao das estratégias adotadas por diferentes grupos de vertebrados

frente a acidose é fundamental para um completo entendimento dos mecanismos
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fisioldgicos de ajuste da contratilidade cardiaca. Tais informagbes sao importantes para um
entendimento mais amplo da multiplicidade de ajustes em miocardios tolerantes a acidose,
bem como podem servir para a elaboragédo de diferentes estratégias para a resolucéo de
prejuizos para a saude humana decorrentes da acidose latica.

Em peixes, as respostas a acidose, particularmente a acidose latica, ainda
nao foram completamente elucidadas. Diferentes razbes para a redugdo e para a
recuperacao da contragdo tém sido propostas, contudo ainda ndo s&do conclusivas. Desta
forma, o presente trabalho tem como objetivo verificar o efeito da acidose latica na

contratilidade cardiaca do teledsteo neotropical de agua doce matrinxa (Brycon cephalus).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principal verificar o efeito da acidose latica
sobre a fungao contratil do musculo cardiaco isolado do teledsteo de agua doce matrinxa,
Brycon cephalus. Para tanto, preparagdes controle e expostas a 22 mM de acido latico

foram utilizadas para a determinar os seguintes parametros:

a. Efeito do tempo experimental sobre o desenvolvimento da forca de contragdo (Fc)

das tiras ventriculares.

b. Efeitos da acidose latica sobre o inotropismo cardiaco e os parametros tempo-

dependentes.

c. Dependéncia da contratilidade em relagdo ao calcio extracelular durante a acidose

latica.
d. Papel do trocador Na*/Ca®* (NCX) na contratilidade cardiaca e durante acidose latica.

e. Papel do reticulo sarcoplasmatico (RS) na contratilidade cardiaca durante acidose

latica.

f. Papel do trocador Na*/H* (NHE) na contratilidade cardiaca durante acidose latica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

No presente estudo, foram utilizados exemplares adultos de ambos 0s sexos

de matrinxa, Brycon cephalus (figura 6).
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Figura 6. Representagéo de um exemplar de matrinx&, Brycon cephalus.

3.1.1. Posicao Sisteméatica da Espécie

Segundo a classificacdo de Britski (1972), a espécie ocupa a seguinte

posicado sistematica:

Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterygii
Superordem: Ostariphysi
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Subfamilia: Bryconinae
Género: Brycon

Espécie: Brycon cephalus.
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3.1.2. Consideracdes sobre a Espécie Estudada.

O matrinxd, Brycon cephalus € um peixe tele6steo de agua doce, nativo das
bacias Amazonica e Araguaia-Tocantins. E um peixe de escamas, com coloragdo cinza
prata uniforme, com uma mancha escura arredondada na regido humeral e nadadeiras
alaranjadas, exceto a nadadeira caudal que é geralmente cinza escuro. Os dentes séo fortes
e multicuspidados, com varias fileiras na maxila superior. Os adultos raramente ultrapassam
80 cm de comprimento e 5 kg (VAL & HONCZARIK, 1995).

O matrinxd tem habito alimentar onivoro, alimentando-se na natureza de
sementes e frutos como a acapurana (Campsiandra augustifolia), bacaba (Oenocarpus
bacaba), seringa barriguda (Hevea spruceana), seringa verdadeira (Hevea brasiliensis),
taquari (Mabea sp.) e insetos. O desenvolvimento de reservas de gordura durante a estacao
de cheia é uma importante adaptacdo para sua sobrevivéncia na estacdo de seca. Em
cativeiro aceita ragfes peletizadas bem como subprodutos agro-industriais (LOWE-
MCCONNELL, 1975).

E uma espécie rustica e tem crescimento rapido. A maturacdo sexual ocorre
em torno dos trés anos de idade. E uma espécie migratéria, ou de piracema, e sua
reprodugdo em ambiente natural ocorre no inicio do periodo de enchente, entre dezembro e
fevereiro. S&80 muito importantes comercialmente e encontram-se entre 0s peixes de
escama mais esportivos da Amazonia (VAL & HONCZARIK, 1995).

O matrinxd pode ser cultivado em sistema de cultivo extensivo e semi-
intensivo, em monocultivo ou de preferéncia em policultivo com outras espécies. No cultivo
alcanca de 700 g até 1 kg no primeiro ano e 1,3 a 1,6 kg no segundo ano, 0 que
corresponde ao tamanho comercializavel jA no primeiro ano e, portanto, € uma espécie com
potencial para cultivo em cativeiro. Seu cultivo em longo prazo, porém, sé sera viavel
quando se dispuser de quantidade suficiente de alevinos através da desova induzida e do
cultivo em massa dos mesmos (VAL & HONCZARIK, 1995).

3.1.3.Coleta e Manutencdo em Laboratério.

Os exemplares de matrinxa utilizados no presente estudo foram gentilmente
cedidos pelo Centro de Piscicultura Aguas Claras, Municipio de Mococa, SP. Os peixes

foram acondicionados em tanques com capacidade entre 25 e 50 litros e imediatamente
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transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa do
DCF/UFSCar, onde os experimentos foram realizados.

Em laboratério, os peixes foram mantidos em tanques com capacidade de
1000 litros, dotados de circulacdo continua de &gua, aeragdo constante e temperatura
controlada (25 + 1 °C), por um periodo minimo de 30 dias. Estudos prévios (KALININ, 1996)
demonstraram que esse periodo € suficiente tanto para a recuperacdo do estresse
decorrente da coleta e transporte, como para a aclimatacdo as condi¢ces laboratoriais.
Durante esse periodo os peixes foram alimentados ad libitum com racdo comercial

peletizada prépria para peixes.

3.2. Métodos

As preparacbes experimentais foram efetuadas de acordo com os
procedimentos adotados por Thomaz et al. (2009), descritos a seguir. Os animais de ambos
sexos (peso = 230 + 40 g) foram sacrificados por sec¢do medular, sendo pesados em
seguida. O coracao foi retirado e colocado em solucdo fisioldgica gelada prépria para
tele6steos de agua-doce, com a seguinte composicdo (mM): 125 NaCl, 2,5 KCI, 0,94
MgS0O,, 30 NaHCOg3, 1 NaH,PO,, 1,5 CaCL,; e 2,5 glicose a 25° C. uma mistura carbogénica
contendo 98% O, e 2 % CO, foi continuamente borbulhada na solucéao fisiolégica.

Oportunamente o LiCl substituiu o NaCl na mesma propor¢gdo molar. A
acidose latica foi obtida pela adicdo de 22 mM de acido latico nos banhos (30ml), reduzindo
0 pH de 7,4 para 6,8.

Em todos os protocolos experimentais foram utilizadas preparacfes pares de
tiras ventriculares obtidas do coracdo de um Unico peixe, apos a retirada do bulbo arterioso
e do atrio, para evitar contracdes espontdneas do miocardio. Cada uma das tiras
ventriculares, com diametro entre 1 e 2 mm, foi transferida para um banho contendo 30 ml
de solucao fisiologica termostatizada a 25 °C, dotado de borbulhamento constante com a
mistura carbogénica descrita acima.

Uma extremidade da tira foi fixada, por meio de uma espiral metdlica, a um
gancho construido na parte terminal de um eletrodo de estimulagdo de platina. A outra
extremidade foi conectada, com um gancho metalico preso a outra espiral metdlica, a um
transdutor de forca isométrica AECAD 0408 (Solucéo Integrada Ltda., S&o Paulo, SP) para
que o tragado da contracdo isométrica e dos tempos de contracdo e relaxamento cardiacos
fossem adquiridos e analisados pelo sistema informatizado Soft & Solutions (Solugéo

Integrada Ltda., S&o Paulo, SP). Os eletrodos de estimulagdo foram acoplados a
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estimuladores AVS 100D (Solucgéo Integrada Ltda., Sdo Paulo, SP), os quais geram pulsos
elétricos quadrados com 8 ms de duracdo e uma voltagem 50% superior aquela necesséria
para que se que atinja o limiar da resposta mecanica, permitindo assim a estimulagcéo
elétrica das tiras para o desenvolvimento da for¢ca de contracdo a diferentes taxas. Esses
estimuladores possuem as mesmas especificagbes eletrbnicas dos Grass SD9 (Quincy,

Mass., USA). A figura 7 ilustra o set experimental utilizado para a obtencao dos resultados.

3.2.2. Protocolos Experimentais.

As tiras ventriculares foram estimuladas eletricamente na freqiiéncia de 0,2
Hz. Durante a estabilizagdo (~ 90 min), as fibras foram estiradas para a obtencéo da melhor
relacdo comprimento/desenvolvimento de forca (detalhes em RIVAROLI et al.,, 2006;
ROCHA et al., 2006, 2007). A partir da estabilizacéo, a Fc foi, entdo, registrada.

No primeiro protocolo, apé0s estabilizagdo em solugcdo controle, as
preparagdes ventriculares foram mantidas estimuladas a 0.2 Hz (12 bpm) ininterruptamente
durante 40 min para verificar a ocorréncia ou ndo de deterioragdo da forga isométrica no
tempo experimental determinado (grupo Ctrl). A partir da constatacdo de que o tempo
experimental ndo influenciava os valores de Fc, as tiras ventriculares foram submetidas aos
protocolos experimentais descritos abaixo.

Ao término de cada protocolo, o comprimento das tiras foi aferido com auxilio
de um paquimetro e subsequientemente foram levemente secas em papel de filtro e 0 peso
umido foi determinado da porcdo da tira cujas contracdes isométricas haviam sido

registradas.

3.2.2.1 Efeito do acido latico

Apoés a estabilizacdo (como citado acima), o efeito da acidose latica na
contratilidade ventricular foi estudado por meio da adicdo de 22 mM de acido latico aos
banhos contendo a solugédo fisioloégica (grupo AL). Os registros de desenvolvimento de
tensdo isométrica (Fc) e dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR) foram efetuados

a cada 5 min durante os 40 min experimentais.
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Figura 7. Set experimental utilizado para a obtencdo das respostas inotropicas e
cronotrépicas das tiras ventriculares de matrinxa. A: banho para érgdos com quatro
cubetas; B: banho termostatizado; C: cilindro de mistura carbogénica; D:
estimuladores elétricos; E: transdutores de forca isométrica, acoplados a
microestiradores; F: amplificador de forga; G: sistema informatizado com placa de

aquisicao e tratamento dos dados.

3.2.2.2. Papel do célcio extracelular.

Para verificar a dependéncia da contratilidade ao célcio extracelular e sua
relacdo com o efeito do &cido latico, apdés a estabilizacdo, as tiras ventriculares foram
submetidas a uma solugéo livre de Ca** e tamponada com 1mM de EGTA (grupo @Ca). O
EGTA (&cido etileno glycol tetra-acético) € um agente quelante com altissima afinidade
pelos ions célcio, utilizado para tamponar o Ca?* e garantir que a solucéo fisiolégica esteja
livre de célcio. ApOs tal procedimento, os registros de for¢ca foram efetuados conforme
descrito anteriormente. Este mesmo protocolo foi realizado com a adicdo de 22 mM de AL

concomitante & substituicéo da solugéo controle pela solugéo livre de Ca? (grupo gCaAL).

3.2.2.3. Papel do trocador Na‘/Ca*" (NCX).
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Para verificar a importancia do trocador NCX nos mecanismos envolvidos na
contratilidade, a solugéo fisioloégica controle foi trocada por uma solucdo em que houve a
substituicdo do NaCl por 125mM de LiCl (grupo Li). Funcionalmente, o trocador Na‘/Ca?*
(NCX) é considerado cataliticamente inerte a cations monovalentes inorganicos, como o Li*,
que é freqlentemente utilizado em solucdes livres de sddio para estudar a atividade do
NCX, principalmente para reverter sua atividade (PALTY et al., 2004). Este mesmo protocolo
foi realizado com a adicdo de 22 mM de AL concomitante a substituicdo da solucdo controle

pela solugéo LiCl (grupo Li-AL).

3.2.2.4. Papel do Reticulo Sarcoplasmaético (RS).

Para verificar a importancia do RS nos mecanismos envolvidos na
contratilidade, apos adi¢cdo do acido latico, os banhos experimentais receberam 10 uM de
rianodina 10 minutos antes da adicdo de 22 mM de AL (grupo Ri-AL) A rianodina foi
dissolvida em agua destilada na concentracdo adequada e entdo mantida congelada a -18
°C.

A contribuicéo relativa do RS como fonte de Ca®" para o aparato contratil
pode ser examinada utilizando-se a rianodina, um alcaldide que se liga aos canais de Ca?
do RS e inibe a liberagédo de Ca®". Experimentos com células intactas demonstraram que a
rianodina mantém os canais de calcio do RS parcialmente abertos, prevenindo o acimulo de
Ca?" em seu interior (BERS et al., 1987). Dessa forma, a rianodina tem sido utilizada para o

teste da importancia funcional do RS no acoplamento E-C.

3.2.2.5. Papel do trocador Na*/H" (NHE).

Para verificar a importdncia do NHE nos mecanismos envolvidos na
contratilidade, 1 mM de cloridrato de amiloride foi adicionado as cubetas experimentais 30
minutos antes da adi¢do do acido latico (grupo Am-AL). Amiloride foi a primeira droga da
familia dos inibidores do trocador Na'/H*. Outros inibidores mais seletivos vem sendo
desenvolvidos, entre os quais: cariporide (HOE-642), eniporide (EMD-96785), e zoniporide
(CP-597,396). Em modelos animais de isquemia miocardica e reperfusdo, apresentam uma

marcante reducdo intracelular da acumulacdo do Na* e Ca?".
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3.2.3. Forma de apresentacao dos dados.

A forca de contracdo (Fc) esta representada em valores absolutos (mN.mm™).
Os parametros tempo-dependentes foram analisados e expressos como se segue:
e Tempo para o pico de forca (TPT - time to peak tension): representado em valores
absolutos (ms) .
e Tempo para 50% do Relaxamento (THR - time to half relaxation): expresso da

mesma forma que a descrita para TPT, ou seja, em valores absolutos (ms).

A representacdo de um registro de forca de contracdo com as medidas dos parametros

descritos acima é mostrada na figura 8.

Figura 8. Esquema mostrando as varidveis medidas no registro de forca de contracdo
isométrica no presente estudo. Fc: Forca de contracdo; TPT: Tempo para que 0
pico maximo de forca seja atingido; THR: Tempo necessario para que ocorra
50% do relaxamento.

3.2.4. Tratamento estatistico dos dados.

Os valores estdo apresentados como media + E.P.M. Foram consideradas
diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia. Os seguintes testes estatisticos
foram adotados no presente estudo (GraphPad Instat v. 3.0, GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA):
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O teste-t ou de Mann-Whitney (dependendo dos critérios de normalidade,
homogeneidade e homocedasticidade) foi realizado para verificar a
ocorréncia de possiveis diferencas  significativas entre  pontos

correspondentes de diferentes grupos experimentais;

A Andlise de variancia (ANOVA) one-way, complementada pelo teste de
Tukey-Kramer de comparacfes mudltiplas, para a identificacdo das diferencas
significativas entre os valores de um mesmo grupo experimental ao longo do

tempo.
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4. RESULTADOS.

4.1. Efeito do tempo de exposicao e os efeitos da acidose latica.

Os valores médios da forca de contracdo (Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de matrinxa, Brycon cephalus, estimuladas a 0,2 Hz, ao longo do tempo
de experimental (40 min), nos grupos controle (Ctrl - n=10) e exposto ao 4cido latico (AL -
n=10) sdo apresentados na tabela 1 e representados graficamente na figura 9. Os valores
médios dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR - ms) séo apresentados nas
tabelas 2 e 3 e representados graficamente nas figuras 10 e 11.

O grupo Ctrl manteve a Fc e os parametros tempo-dependentes (TPT e THR)
constantes ao longo dos 40 min experimentais. O grupo AL exibiu curva inotrépica bifasica
em resposta a adicdo de 22 mM de &cido latico ao banho. Houve uma redugéo significativa
da Fc no 5° min (de 5,3 + 0,2 para 1,0 = 0,2 mN.mm'Z) e, nos minutos subsequentes,
recuperacéo dos valores iniciais apés 20 min (3,7 + 0,5 mN.mm™) de exposicdo & solucio
acida, atingindo o valor de 4,7 + 0,3 mN.mm™ no 40° min (figura 9). Neste grupo, ndo foram
registradas alteragdes significativas no TPT ao longo dos 40 min experimentais enquanto o
THR aumentou significativamente a partir do 10° min (de 264,3 + 20,4 para 322,0 + 27,5
mN.mm™) e se manteve mais elevado que o valor inicial ao longo do tempo experimental.

Os valores médios da razdo entre o tempo para o pico de forca e a forca de
contracdo (TPT/Fc - ms.mN™.mm™) dos grupos Ctrl e AL sdo apresentados na tabela 4 e
representados graficamente na figura 12. Este parametro manteve-se constante no grupo
Ctrl durante todo o tempo experimental. J& no grupo AL, o valor inicial desta razdo (78,8 +
7,5 ms.mNt.mm?) apresentou aumento significativo do 5° ao 15° min (615,5 + 66,1 e 201,3 +
68,4 ms.mN .mm™, respectivamente), diferente do observado para os valores absolutos de
TPT.

Os valores médios da razao entre tempo para 50% de relaxamento e a forca
de contracdo (THR/Fc - ms.mN*.mm?) dos grupos Ctrl e AL sdo apresentados na tabela 5 e
representados graficamente na figura 13. No grupo Ctrl tal razdo manteve-se constante
enquanto no grupo AL aumentou significativo do 5° ao 20° min (359,0 + 38,3 e 116,3 £ 25,2
ms.mN.mm?, respectivamente) em relacdo ao valor inicial (50,5+3,8 ms.mN™*.mm?),
diferente do observado para os valores absolutos de THR, que mostram um aumento

sustentado a partir do 10° min.
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Tabela 1. Valores médios de forca de contracdo isométrica (Fc - mN.mm'z) de tiras ventriculares de
matrinxa, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢des controle (grupo Ctrl — n = 10),
apos adicao de 22 mM de &cido latico (grupo AL — n = 10), ap6és substituicdo do NaCl por LiCl (grupo
Li — n = 10) e apds substituicdo do NaCl por LiCl com adi¢do de 22 mM de &cido latico (grupo Li-AL —
n = 10). Médias + E.P. a: diferenca em relagéo ao grupo Ctrl; b: diferenca em relagdo ao grupo AL; c:
diferenca em relacédo ao grupo Li. (P < 0,05).

Tempo Fc (MN.mm™)
(min) Ctrl AL Li Li-AL

0 52+0,3 53+£0,2 53+0,3 55+0,1

5 51+0,3 1,0+0,2 58+04b 21+04ab,c
10 50+0,3 16+04a 6,7£0,5a,b 3,604 ab,.c
15 50+0,3 3,0+£05a 6,8+0,5a,b 50+0,5b,c
20 49+0,3 3,7+0,5a 6,5+0,4ab 59+04b
25 49+0,3 41+04 6,1£04b 6,1£0,4b
30 49+04 4,4+0,3 57+£04b 6,0£04b
35 49+04 45+0,3 51+04 56+0,3b
40 50+0,3 4,7+0,3 4,7+0,4 52+0,3b

Fc (mN.mm’z)
w
L

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (min)

Figura 9. Forca de contragdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de matrinxd em
condic¢des controle (Ctrl) e apds adigcdo de acido latico (AL). Médias + E.P. Simbolos vazios:
diferenca em relacé@o aos valores iniciais; a: diferenca em rela¢éo ao grupo Ctrl. (P < 0,05).
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Tabela 2. Valores médios do tempo para que o pico de forca seja atingido (TPT - ms) pelas tiras
ventriculares de matrinxa, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢des controle (grupo
Ctrl — n = 10), apés adicao de 22 mM de &cido latico (grupo AL — n = 10), apds substituicdo do NaCl
por LiCl (grupo Li —n = 10) e apés substituicdo do NaCl por LiCl com adicao de 22 mM de acido latico
(grupo Li-AL — n = 10). Médias + E.P.

Tempo TPT (ms)
(min) Ctrl AL Li Li-AL

0 413,0+£22,4 400,5+ 35,2 364,0+ 19,1 346,5+ 27,4
5 439,0 £ 28,7 531,0 + 43,7 371,0+ 14,7 4340+ 25,4
10 412,0 £ 29,6 426,0 £ 36,3 392,0 £ 10,6 430,5 £ 20,5
15 398,5+ 28,9 412,3+24,7 378,0£ 10,6 451,5 + 23,3
20 388,0+ 14,4 440,0 £ 26,9 3885+17,1 427,0 £ 16,5
25 376,0 £ 22,6 430,0 £ 23,5 390,3+19,9 430,5+19,0
30 379,5+19,7 445,8 £ 29,4 392,0+21,8 413,0 £ 13,7
35 402,0 + 19,8 411,0 £ 18,7 390,3+17,6 399,0+8,8
40 3745+ 154 401,3+ 12,2 390,3+17,6 388,5+11,1

600 -

500 +

400

g
E 300
200 ~
—o— Citrl —a— AL
100 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (min)

Figura 10. Tempo para que o pico de tenséo seja atingido (TPT - ms) pelas tiras ventriculares de
matrinxa em condic8es controle (Ctrl) e apds adicdo de &cido latico (AL). Médias + E.P.
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Tabela 3. Valores médios do tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de
matrinxa, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢des controle (grupo Ctrl — n = 10),
apos adicao de 22 mM de &cido latico (grupo AL — n = 10), apdés substituicdo do NaCl por LiCl (grupo
Li — n = 10) e apds substituicdo do NaCl por LiCl com adi¢do de 22 mM de &cido latico (grupo Li-AL —
n = 10). Médias + E.P. a: diferenca em relagéo ao grupo Ctrl; b: diferengca em relagéo ao grupo AL. (P

<0,05).
Tempo THR (ms)
(min) Ctrl AL Li Li-AL
0 2435+ 15,6 264,3+ 20,4 262,5+9,1 238,0 £ 14,0
5 223,0+16,8 280,0 £ 21,2 276,5+ 16,3 a 280,0 £ 15,9
10 233,0+16,5 3220+ 275a 308,0+18,3a 266,0 £19,8
15 219,5+13,4 334,3+27,3a 332,5+215a 2940+175a
20 230,0 £ 13,9 323,8+224a 346,5+269a 318,5+10,5a
25 2195+17,1 313,3+19,8a 365,8 + 20,6 a 336,0+159a
30 216,0+17,3 297,5+19,8a 364,0+19,1a 357,0+ 19,6 a
35 216,5+ 18,2 292,3+17,8a 353,5+24,2a 371,0+ 24,7 ab
40 216,5+15,8 281,8+19,5a 350,0+159a 367,5+ 26,2 ab
400
350
300
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Figura 11. Tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de matrinxd em
condicdes controle (Ctrl) e apés adicdo de acido latico (AL). Médias + E.P. a: diferenca
em relacdo ao grupo Ctrl. (P < 0,05).
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Tabela 4. Valores médios da razéo entre tempo para o pico de forca e for¢a de contragdo (TPT/Fc -
ms.mNt.mm?) das tiras ventriculares de matrinxd, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em
condig¢Bes controle (grupo Ctrl — n = 10), ap6s adi¢do de 22 mM de &cido latico (grupo AL — n = 10),
apos substituicdo do NaCl por LiCl (grupo Li — n = 10) e apés substituicdo do NaCl por LiCl com
adicdo de 22 mM de &cido latico (grupo Li-AL — n = 10). Médias + E.P. a: diferenca em relagédo ao
grupo Ctrl; b: diferenca em relacdo ao grupo AL; c: diferenca em relagéo ao grupo Li. (P < 0,05).

Tempo TPT/Fc (ms.mN*.mm?)
(min) ctrl AL Li Li-AL
0 82,9+4,3 78,8+7,5 70,5+ 6,9 59,2 +2,1
5 80,9 +5,7 615,5+ 66,1 a 66,7+ 5,7 244,0 + 61,4 abc
10 83,8+6,5 399,1+87.2a 66,6 5,8 236,8 + 87,5 abc
15 775+56 201,3+684a 67.0+7,4 139,2 + 41,6
20 792466 144,6 +30,6 76,2+10,3 98,2 +20,7
25 732+54 116,0+ 11,5 87,2+11,7 96,3+ 16,1
30 740+7,1 106,2 + 7,3 100,0 + 15,1 90,9+ 11,6
35 80,0+738 94,2+ 4,9 120,8 + 23,0 92,1+ 14,0
40 67,7+3,2 91,4+5,1 1445+ 31,7 99,6 + 14,1
800 -
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Figura 12. Razéo entre tempo para o pico de forga e for¢a de contracdo (TPT/Fc - ms.mN*.mm?) das
tiras ventriculares de matrinxd em condic8es controle (Ctrl), apds adicdo de acido latico
(AL) e apos substituicdo do NaCl por LiCl e adi¢édo de acido latico (Li-AL). Médias + E.P.
Simbolos vazios: diferenca em relacdo aos valores iniciais. (P < 0,05). a: diferenca em
relacdo ao grupo Ctrl; b: diferenca em relacdo ao grupo AL; c: diferenca em relacdo ao
grupo Li. (P < 0,05)
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Tabela 5 Valores médios da razao entre tempo para 50% de relaxamento e forca de contragdo
(THR/Fc - ms.mN .mm?) das tiras ventriculares de matrinxa, Brycon cephalus, registrados durante 40
min em condi¢des controle (grupo Ctrl — n = 10), apds adi¢do de 22 mM de &cido latico (grupo AL — n
= 10), ap6s substituicdo do NaCl por LiCl (grupo Li — n = 10) e ap0s substituicdo do NaCl por LiCl com
adicdo de 22 mM de &cido latico (grupo Li-AL — n = 10). Médias + E.P. a: diferenca em relagédo ao
grupo Ctrl; b: diferenca em relacdo ao grupo AL; c: diferenca em relagéo ao grupo Li. (P < 0,05).

Tempo THR/Fc (ms.mN™.mm?)
(min) Ctrl AL Li Li-AL
0 47,7+2,9 50,5+ 3,8 50,2+ 3,0 40,4+1,9
5 44,0+ 3,2 359,0+38,3a 49,5+ 4,3 bc 170,7 + 32,8 ab
10 46,8+ 2,4 3435+48,2a 52,1+5,0 bc 147,2 + 35,7 ab
15 443+2,1 175,3+39,4a 58,9+7,4b 94,7 + 30,5
20 478+ 2,7 116,3+25,2a 67,4 £9,7 78,3 £ 20,8
25 46,3+4,0 87,6 £16,3 80,2 +10,7 a 77,4 +15,9
30 448 +4,0 70,5+6,8 90,9+130a 829+16,8a
35 45,6 +4,3 65,8 +5,0 103,1+16,1a 87,5+16,8a
40 440+ 3,1 60,6 +4,5 125,4 + 25,4 ab 96,3+17,1a
450 7 —e— Ctrl
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Figura 13. Razdo entre tempo para 50% de relaxamento e forca de contracdo (THR/Fc - ms.mN’
! mm?) das tiras ventriculares de matrinxd em condicdes controle (Ctrl), apés adicdo de
acido latico (AL) e apo6s substituicdo do NaCl por LiCl e adicdo de acido latico (Li-AL).
Médias + E.P. Simbolos vazios: diferenca em relacéo aos valores iniciais; a: diferenca em
relacdo ao grupo Ctrl; b: diferenca em relacdo ao grupo AL; c: diferenca em relacdo ao
grupo Li. (P < 0,05).



31
Resultados

4.2. Papel do trocador Na*/Ca®" (NCX).

Os valores médios da Fc (mN.mm™) desenvolvida pelas tiras ventriculares de
matrinxd, Brycon cephalus, estimulados a 0,2 Hz, ao longo do tempo de experimental (40
min), nos grupos controle (Ctrl - n=10), apds substituicdo do NaCl por LiCl (Li — n = 10) e
apos adicdo de acido latico (LIi-AL — n = 10) sdo apresentados na tabela 1 e representados
graficamente nas figura 14 e 15. A substituicdo de NaCl por LiCl (grupo Li) causou aumento
dos valores iniciais de Fc (5,3 = 0,3 mN.mm™) do 10° (6,7 = 0,5 mN.mm™) até o 20° min (6,5
+ 0,4 mN.mm™). J& a combinacdo de LiCl com &cido latico (grupo Li-AL) fez com que a Fc
se comportasse de forma similar a registrada para o grupo AL, ou seja, reducdo no 5° min
(de 5,5 + 0,1 para 2,1 + 0,4 mN.mm), apesar da Fc de Li-AL ser significativamente superior
a do grupo AL ao longo dos 40 min experimentais. Além disso, no grupo Li-AL a

recuperacao dos valores iniciais ocorreu mais rapidamente, ja no 15° min (5,0 £ 0,5 mN.mm’

2).

Fc (mN.mm’z)
N
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Figura 14. Forca de contracdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de matrinxd em
condi¢Bes controle (Ctrl) e apds substituicdo de NaCl por LIiCl (Li). Médias + E.P.
Simbolos vazios: diferenca em relacdo aos valores iniciais; a: diferenca em relacdo ao
grupo Ctrl. (P < 0,05).
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Os valores médios de TPT e THR (ms) dos grupos controle (Ctrl - n=10),
apos substituicdo do NaCl por LiCl (Li — n = 10) e apos adicao de &cido latico (Li-AL — n =
10) sdo apresentados nas tabelas 2 e 3 e representados graficamente nas figuras 16 ,17, 18
e 19. Os valores médios da razdo TPT/Fc (ms.mN'.mm? dos grupos Li (n=10) e Li-AL
(n=10) sao apresentados na tabela 4 e representados graficamente na figura 12 e os valores
médios da razdo THR/Fc (ms.mN'.mm?) sdo apresentados na tabela 5 e representados
graficamente na figura 13.

A substituicdo de NaCl por LiCl ndo alterou os valores do TPT nem da razao
TPT/Fc no grupo Li, mas alterou os valores do TPT (5° ao 25° min) e da razao TPT/Fc (5° ao

10° min) quando combinado ao acido latico (grupo Li-AL) (figura 12).
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Figura 15. Tempo para que o pico de tenséo seja atingido (TPT - ms) pelas tiras ventriculares de

matrinxa em condi¢8es controle (Ctrl) e apos substituicdo do NaCl por LiCl (Li). Médias +
E.P.
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Apesar da tendéncia de aumento, os valores de THR do grupo Li s6 foram
significativamente superiores aos iniciais a partir do 25° min (de 262,5 + 9.1 para 365,8 +
20,6 ms), porém, significativamente superiores aos do grupo Ctrl do 5° min ao 40° min. No
grupo Li-AL, o THR também aumentou significativamente no 25° min (de 238,0 £ 14,0 ms
para 336,0 £ 15,9 ms), chegando a 367,5 £ 26,2 ms no 40° min. Tais valores foram
significativamente superiores aos obtidos para Ctrl a partir do 15° min e aos obtidos para AL
a partir do 35° min.

A razédo THR/Fc (figura 13) do grupo Li foi mantida semelhante a apresentada
por Ctrl até o 20° min, a partir do qual aumentou progressiva e significativamente. No grupo
Li-AL, esta razdo aumentou significativamente em relagdo aos valores iniciais no 5° e 10°
min, similar ao observado no grupo AL. Porem, os valores de THR/Fc do grupo Li-AL foram
significativamente inferiores aos apresentados por AL no intervalo compreendido entre o 5°

e 0 15° min.
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Figura 16. Tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de matrinxa em
condi¢Bes controle (Ctrl) e apds substituicdo do NaCl por LIiCl (Li). Médias + E.P.
Simbolos vazios: diferenca em relacdo aos valores iniciais; a: diferenca em relacdo ao
grupo Ctrl. (P < 0,05).
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Figura 17. Forca de contracdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de matrinxd em
condigBes controle (Ctrl), apds adicdo de acido latico (AL) e apos substituicdo do NacCl
por LiCl e adicdo de acido latico (Li-AL). Médias + E.P. Simbolos vazios: diferenca em
relacdo aos valores iniciais; a: diferenca significativa em relagdo ao grupo Ctrl; b:
diferenca em relacéo ao grupo AL. (P < 0,05).
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Figura 18. Tempo para que o pico de tenséo seja atingido (TPT - ms) pelas tiras ventriculares de
matrinxd em condigBes controle (Ctrl), apds adicdo de acido latico (AL) e apds
substituicdo do NaCl por LiCl e adicdo de acido latico (Li-AL). Médias + E.P. Simbolos
vazios: diferenca em relagéo aos valores iniciais. (P < 0,05).
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Figura 19. Tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de matrinxd em
condic¢des controle (Ctrl), ap6s adicéo de acido latico (AL) e apos substituicdo do NaCl por
LiCl e adicao de acido latico (Li-AL). Médias + E.P. Simbolos vazios: diferenca em relagao
aos valores iniciais; a: diferenga em relacéo ao grupo Ctrl; b: diferenca em relagéo ao grupo
AL. (P < 0,05).

4.3. Papel do célcio extracelular.

Os valores médios da forca de contracdo (Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de matrinx&, Brycon cephalus, estimulados a 0,2 Hz, ao longo do tempo
de experimental (40 min), em condi¢des controle (Ctrl — n = 10), apos adi¢do de acido latico
(AL — n = 10), apds remocéo do Ca** extracelular (dCa — n = 10) e apds remocdo do Ca®*
extracelular e adicdo de acido latico (dCaAL — n = 10) sdo apresentados na tabela 6 e
representados na figura 20.

A remocdo do calcio extracelular (grupo @Ca) resultou na reducdo da Fc
inicial de 4,8 + 0,4 mN.mm? para 2,2 + 0,4 mN.mm™? no 5° min, reducdo esta que se
manteve ao longo do tempo experimental, atingindo 0,2 + 0,1 mN.mm no 40° min.

A adicdo do acido latico produziu uma reducdo da Fc mais acentuada no
grupo @CaAL do que no grupo @Ca nos primeiros 15 min de exposi¢do. A Fc inicial, de 4,6
+ 0,1 mN.mm?, caiu para 0,5 + 0,1 mN.mm™ no 5° min. Adicionalmente, as preparacdes
deste grupo s6 foram capazes de se contrair de forma regular até o 30° min. experimental
(figura 20)



36
Resultados

Os valores médios de TPT e THR (ms) sdo apresentados nas tabelas 7 e 8 e
representados graficamente nas figuras 21 e 22.

Os grupos Ctrl, AL, @Ca e @CaAL ndo apresentaram diferenca significativa
nos valores de TPT ao longo do tempo entre si (figura 21).

Os valores de THR do grupo @Ca néo diferiram dos obtidos para o grupo Cirl.
J4& o THR do grupo @CaAL foram superiores aos de Ctrl no intervalo de tempo
compreendido entre 5 e 30 min e superiores aos apresentados por @Ca no 25° e 30° min,

mas nao foram detectadas diferencas em relacdo ao THR de AL (figura 22).

Tabela 6. Valores médios de forca de contracdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de
matrinxa, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢Bes controle (grupo Ctrl — n = 10),
apo6s adicdo de 22 mM de acido latico (grupo AL — n = 10), apds remocéo do calcio (grupo gCa —n =
10) e apo6s remocgdo do célcio e adicdo de 22 mM de acido latico (grupo FCaAL — n = 10). Médias +
E.P. a: diferenca significativa em relacdo ao grupo Ctrl; b: diferenca significativa em relacdo ao grupo
AL; c: diferenca significativa em relacdo ao grupo @Ca. (P < 0,05).

Tempo (Fc (mMN.mm™)

(min) Ctrl AL @Ca @CaAL
0 52+0,3 53+0,2 48+04 46+0,1
5 51+0,3 1,0+£0,2a 2,2+0,4ab 0,5+0,1ac
10 50+0,3 1,6+0,4a 1,9+05a 0,6 +0,2 ac
15 50+0,3 30x05a 1,3+0,3ab 0,5+0,1 abc
20 49+0,3 3,7+05 0,9+0,2ab 0,4+0,1ab
25 49 0,3 41+04 0,5+0,1ab 0,3+0,1ab
30 49+04 4,4+0,3 0,4+0,1ab 0,2+0,0ab
35 49+04 45+0,3 0,3+0,1ab -
40 50+0,3 47+0,3 0,2+0,1ab -
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Figura 20. Forca de contracdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de matrinxd em

condi¢cdes controle (Ctrl), apés adicdo de Aacido latico (AL), apds remocdo do Ca**
extracelular (@Ca) e apds remocdo do Ca®* extracelular e adicdo de acido latico
(@CaAL). Médias + E.P. Simbolos vazios: diferenca em relacdo aos valores iniciais; a:
diferenca em relacdo ao grupo Ctrl; b: diferenca em relacdo ao grupo AL; c: diferenca em
relacdo ao grupo @Ca. (P < 0,05).

Tabela 7. Valores médios do tempo para que o pico de forca seja atingido (TPT — ms) de tiras
ventriculares de matrinxa, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢des controle (grupo
Ctrl — n = 10), ap0s adicao de 22 mM de acido latico (grupo AL — n = 10), ap6s remocao do calcio
(grupo @Ca — n = 10) e apds remocéao do calcio e adi¢cdo de 22 mM de &cido latico (grupo @CaAL —n
=10). Médias + E.P.

Tempo TPT (ms)
(min) Ctrl AL @gCa @CalAc

0 425,5 + 26,9 413,0 + 38,8 392,6 + 38,7 451,3 + 40,7
5 414,0 + 37,2 518,5+ 47,8 385,6 + 25,4 534,0 £ 67,9
10 4245+ 51,6 426,0 + 36,3 373,31+ 29,3 526,0 + 87,8
15 386,0 + 32,1 412,3 + 24,7 402,4 +£44,5 517,0 £ 39,9
20 375,5+19,1 440,0 + 26,9 412,6 £ 54,4 521,0 + 54,2
25 351,0 + 28,7 4425 + 33,4 421,7 + 36,8 477,31+ 84,5
30 354,5+24,9 458,3 + 38,3 357,7+31,1 514,77+ 34,5
35 389,5+ 45,6 423,5+29,7 365,7 + 33,7

40 337,0 £ 26,2 430,5 £ 35,5 332,6 + 22,8
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Figura 21. Tempo para que o pico de forca seja atingido (TPT - ms) por tiras ventriculares de

matrinxa em condi¢des controle (Ctrl), apds adicéo de acido latico (AL), apos remocao do
célcio (dCa) e apos remocao do calcio e adigdo de acido latico (FCaAL). Médias + E.P.

Tabela 8. Valores médios do tempo para 50% de relaxamento (THR — ms) de tiras ventriculares de
matrinxa, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢6es controle (grupo Ctrl — n = 10),
apos adicéo de 22 mM de acido latico (grupo AL — n = 10), apds remogéo do célcio (grupo @Ca —n =
10) e apos remocéo do calcio e adicdo de 22 mM de acido latico (grupo @CaAL — n = 10). Médias +
E.P. a: diferenca significativa em relacdo ao grupo Ctrl; b: diferenca significativa em relagédo ao grupo
AL; c: diferenca significativa em relagéo ao grupo dCa. (P < 0,05).

Tempo THR (ms)
(min) Ctrl AL @dCa JdCaAL

0 2435+ 15,6 264,3+ 20,4 299,9+ 31,5 300,2 + 37,9
5 223,0+16,8 280,0+21,2 271,4+22,0 363,8+41,6a
10 233,0+16,5 322,0+275a 270,9+17,7 362,0+704a
15 219,5+13/4 334,3+27,3a 266,7 + 26,2 389,3+70,5a
20 230,0 £ 13,9 323,8+224a 260,6 + 32,7 414, 7+ 75,3 a
25 2195+17,1 313,3+19,8a 285,1 +53,2 4546 + 71,1 ac
30 216,0+17,3 297,5+19,8a 235,4 + 26,5 395,2 + 64,4 ac
35 216,5+18,2 292,3+17,8a 260,0 + 23,5 -

40 216,5+15,8 281,8+195a 271,4 + 36,3 -
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Figura 22. Tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de matrinxa em
condi¢gBes controle (Ctrl), apo’s adicdo de &cido latico (AL), apds remocédo do calcio
(@Ca) e apd6s remocdo do célcio e adicdo de acido latico (DCaAl).a: diferenca
significativa em relacdo ao grupo Ctrl; b: diferenca significativa em relacdo ao grupo AL;
c: diferenca significativa em relagédo ao grupo dCa Médias + E.P.

4.4. Papel do Reticulo Sarcoplasmatico.

Os valores médios da forca de contracdo (Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de matrinx&, Brycon cephalus, estimulados a 0,2 Hz, ao longo do tempo
de experimental (40 min), nos grupos controle (Ctrl - n=10), acido latico (AL - n=10), e acido
latico com rianodina (Ri-AL - n=10) sdo apresentados na tabela 9 e representados
graficamente na figura 23.

No grupo Ri-AL, a Fc inicial (5,4 = 0,3 mN.mm™) reduziu-se para 3,6 + 0,3
mN.mm™ ap6s exposicdo ao alcaldide rianodina por 10 min. Ap6s adicéo de acido latico, a
Fc de Ri-AL foi significativamente inferior & obtida para o grupo AL a partir do 10° min (0,7 £
0,1 e 0,9 + 0,2 mN.mm?, respectivamente), mantendo-se desta forma até o final dos 40°

min. experimental (1,5 + 0,2 mN.mm™).
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Tabela 9. Valores médios de forca de contracéo isométrica (Fc - mN.mm'z) de tiras ventriculares de
matrinxad, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢8es controle (Ctrl — n = 10), apés
adicdo de 22 mM de &cido latico (AL — n = 10), apds substituicdo do NaCl por LiCl com adigéo de 22
mM de acido latico (Li-AL — n = 10), ap6s adicdo de 1 mM de amiloride e 22 mM de acido latico (Am-
AL —n = 10) e apés adi¢éo de 10 uM de rianodina e 22 mM de &cido latico (Ri-AL — n = 10). Médias +
E.P. D corresponde a Fc registrada apés adicdo de amiloride ou rianodina. a: diferenca em relacéo ao
grupo Ctrl; b: diferenca em relacdo ao grupo AL; c: diferenca em relacéo ao grupo Li-AL; d: diferenca
em relacdo ao grupo Am-AL. (P < 0,05).

(min) Ctrl AL Li-AL Am-AL Ri-AL
0 53+£0,3 54+0,2 55+0,1 52+0,2 54+0,3
D 52+0,3 53+0,2 54+0,1b 46+0,2b 3,6 £ 0,3 abcd
5 52+0,3 09+0,2a 21+04ab 09+0,1a 0,7+0,1ac
10 51+0,3 1,3+£03a 3,604 ab 12+02a 0,6 £ 0,1 abcd
15 51+0,3 29+05a 50£0,5b 1,5+0,3ab 0,6 £ 0,1 abcd
20 50+0,3 35+0,5 59+04b 2,0+£0,3ab 0,8 £ 0,2 abcd
25 49+04 39+04 6,1£04b 2,3+£0,2ab 1,0+ 0,2 abcd
30 51+04 43+04 6,0£04b 26+0,2ab 1,2+ 0,2 abcd
35 50+£04 4,4+0,3 56+0,3b 27+0,2ab 1,4 +£0,2 abcd
40 52+0,3 46+0,3 52+0,3 29+0,2ab 1,5 0,2 abcd
7,0 .
—e— Citrl —A— AL —o— RIi-AL
6,0 -
5,0 A
" 40
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£
~ 3,0 -
(@]
LL
2,0
1,0
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Figura 23. For¢ca de contracdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de matrinxd em
condig¢Bes controle (Ctrl), apds adicao de 4cido latico (AL) e apds adi¢do de rianodina e
acido latico (Ri-AL). D: Fc registrada apds adicdo de rianodina. Médias + E.P. Simbolos
vazios: diferenca em relacé@o aos valores iniciais; a: diferenca em relagéo ao grupo Ctrl; b:
diferenca em relacédo ao grupo AL. (P < 0,05).
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Os valores médios dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR - ms)
sdo apresentados nas tabelas 10 e 11 e representados graficamente nas figuras 24 e 25.
A adicdo de rianodina aumentou significativamente o TPT de Ri-AL, de 363,1
+ 10,0 para 407,4 + 7,5 ms, o mesmo acontecendo apos a adicao de acido latico (522,3 +
17,1 ms), mantendo-se neste novo patamar até o 40° minuto. Estes valores foram mais
elevados que os do grupo Ctrl do 5° ao 40° min. e que os do grupo AL no 10°, 15°, 35° e 40°
min.
O valor inicial de THR néo foi significativamente alterado durante a
adicdo de rianodina e de acido latico (P > 0,05). Entretanto, tais valores foram
significativamente superiores aos de Ctrl ap6s adicdo de rianodina e do 10° até o 40°

minutos experimentais.

Tabela 10. Valores médios do tempo para que o pico de for¢a seja atingido (TPT - ms) de tiras
ventriculares de matrinxd, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢des controle (grupo
Ctrl — n = 10), apés adicao de 22 mM de &cido latico (grupo AL — n = 10), ap6s adicdo de 1 mM de
amiloride e 22 mM de acido latico (grupo Am-AL — n = 10) e apés adicdo de 10 uM de rianodina e 22
mM de acido latico (grupo Ri-AL — n = 10). Médias + E.P. D corresponde & Fc registrada apés adicao
de amiloride ou rianodina. a: diferenca significativa em relacdo ao grupo Ctrl; b: diferenca significativa
em relacdo ao grupo AL; c: diferenca significativa em relacéo ao grupo Ri-AL. (P < 0,05).

Tempo TPT (ms)
(min) Ctrl AL Ri-AL Am-AL
0 413,0+ 22,4 400,5 + 35,2 363,1+10,0 366,1 + 13,8
D 4235+ 25,4 402,8 + 37,1 407,4+7,5 381,0+10,8
5 439,0 + 28,7 531,0 £ 43,7 522,3+17,1a 4405+ 26,5c¢
10 412,0 £ 29,6 426,0 + 36,3 534,3+24,2 ab 4535+175¢
15 398,5 + 28,9 412,3 +24,7 513,0+ 24,1 ab 437,6 £19,4 ¢
20 388,0+ 14,4 440,0 + 26,9 504,3+17,2a 442,1 + 15,6 ac
25 376,0 £ 22,6 430,0 £ 23,5 480,3+215a 466,4 +6,3a
30 379,5+19,7 4458 + 29,4 477,3+190a 498,8 +18,5a
35 402,0 £+ 19,8 411,0 + 18,7 473,6 £ 15,2 ab 496,3 + 20,0 ab
40 3745+154 401,3+ 12,2 4550+ 18,1 ab 509,6 + 20,7 ab
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Figura 24. Tempo para que o pico de forca seja atingido (TPT - ms) pelas tiras ventriculares de

matrinxd em condi¢8es controle (Ctrl), apos adicdo de acido latico (AL) e apés adicdo de
rianodina e acido latico (Ri-AL). D: Fc registrada ap6s adigcdo de rianodina. Médias + E.P.
Simbolos vazios: diferenca em relacdo aos valores iniciais; a: diferenca em relagdo ao
grupo Ctrl; b: diferen¢ca em relacdo ao grupo AL. (P < 0,05).

Tabela 11. Valores médios do tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de
matrinx&, Brycon cephalus, registrados durante 40 min em condi¢6es controle (grupo Ctrl — n = 10),
apos adicdo de 22 mM de acido latico (grupo AL — n = 10), apos adi¢cdo de 1 mM de amiloride e 22
mM de &cido latico (grupo Am-AL — n = 10) e apos adi¢do de 10 [OM de rianodina e 22 mM de &cido
latico (grupo Ri-AL — n = 10). Médias + E.P. D corresponde a Fc registrada apos adi¢do de amiloride
ou rianodina. a: diferenca significativa em relagdo ao grupo Citrl; b: diferenca significativa em relagao
ao grupo AL. (P < 0,05).

Tempo THR (ms)
(min) Ctrl AL Ri-AL Am-AL

0 243,5 + 15,6 264,3 + 20,4 304,5 + 20,8 286,4+9,3

D 242,6 + 15,4 268,8 + 18,6 308,0+17,5a 327,3+16,9 ab
5 223,0+ 16,8 280,0 + 21,2 289,3 + 30,8 339,9 + 11,4 ab
10 233,0+ 16,5 322,0+275a 3196 +42,5a 347,9+109a
15 219,5+ 13,4 334,3+27,3a 3325+453a 352,1+72a
20 230,0 + 13,9 3238+224a 367,5+251a 352,0+4,6a
25 219,5+17,1 313,3+19,8a 3405+ 28,5 a 357,9+7,1a
30 216,0 + 17,3 297,5+19,8a 320,1+20,8a 370,0 £+ 17,4 ab
35 216,5+ 18,2 292,3+17,8a 339,5+36,1a 392,4 + 22,9 ab
40 216,5 + 15,8 281,8+19,5a 3196 +17,7a 388,6 + 27,4 ab
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Figura 25. Tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) das tiras ventriculares de matrinxd em
condi¢Bes controle (Ctrl), apds adicao de acido latico (AL) e apds adigdo de rianodina e
acido latico (Ri-AL). D: Fc registrada apds adicdo de rianodina. Médias + E.P. Simbolos

vazios: diferenca em relacéo aos valores iniciais; a: diferenca em relagéo ao grupo Ctrl; b:
diferenca em relacédo ao grupo AL. (P < 0,05).

4.5. Papel do trocador Na'/H* (NHE).

Os valores médios da forca de contracdo (Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de matrinx&, Brycon cephalus, estimulados a 0,2 Hz, ao longo do tempo
de experimental (40 min), nos grupos controle (Ctrl - n=10), acido latico (AL - n=10) e acido
latico com amiloride (Am-AL - n=10) s@o apresentados na tabela 9 e representados
graficamente na figura 26.

No grupo Am-AL, a Fc inicial (5,2 = 0,2 mN.mm™) sofreu reducdo para 4,6 +
0,2 mN.mm™? apés exposicéo ao cloridrato de amiloride por 30 min. Apés adicdo de &cido
latico, os valores de Fc de Am-AL foram semelhantes aos obtidos para AL nos primeiros 5
min experimentais, mas, apesar da tendéncia de elevacdo, mantiveram-se inferiopres aos
de AL no intervalo de tempo compreendido entre o 15° e o 40° min, ndo recuperando 0s

valores iniciais, diferente do grupo AL.
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Figura 26. Forca de contracdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de matrinxd em
condig¢Bes controle (Ctrl), apds adi¢do de acido latico (AL) e apos adicdo de amiloride e
acido latico (Am-AL). D: Fc registrada ap6s adicdo de amiloride. Médias + E.P. Simbolos
vazios: diferenca em relacdo aos valores iniciais; a: diferenca em relacdo ao grupo Ctrl; b:
diferenca em relacéo ao grupo AL. (P < 0,05).

Os valores médios dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR - ms)
dos grupos controle (Ctrl - n=10), acido latico (AL - n=10) e &cido latico com amiloride (Am-
AL - n=10) sdo apresentados nas tabelas 10 e 11 e representados graficamente nas figuras
27 e 28.

A adicdo de amiloride ndo alterou os valores de TPT iniciais, o mesmo
acontecendo apés a adicao de acido latico até o 20° minuto, a partir o qual, o TPT aumentou
significativamente. Os valores de TPT de Am-AL foram superiores aos registrados para Ctrl
a partir do 20° min e aos do grupo AL no 35° e 40° minutos experimentais.

Da mesma forma que ocorrido com o TPT, adicdo de amiloride n&o alterou os
valores de THR iniciais, o0 mesmo acontecendo apds a adicdo de &cido latico até o 30°
minuto, a partir o qual, o THR aumentou significativamente. Entretanto, os valores de THR
de Am-AL foram significativamente superiores aos de Ctrl desde a adicdo de amiloride até o
final dos 40 min de exposi¢cdo ao &cido latico. Tais valores também foram superiores aos
apresentados por AL quando a amiloride é adicionada e no 5° 30° 35° e 40° minutos
experimentais.

Uma comparacdo entre o efeito dos diferentes tratamentos experimentais

sobre a Fc é mostrada na figura 29.
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Figura 27. Tempo para que o pico de forca seja atingido (TPT - ms) pelas tiras ventriculares de
matrinxd em condi¢8es controle (Ctrl), apos adicédo de acido latico (AL) e apés adicdo de
amiloride e &cido latico (Am-AL). D: Fc registrada apds adicdo de amiloride. Médias +
E.P. Simbolos vazios: diferenca em relacdo aos valores iniciais; a: diferenca em relagdo
ao grupo Ctrl; b: diferenca em relacdo ao grupo AL. (P < 0,05).
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Figura 28. Tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) das tiras ventriculares de matrinxd em
condig¢Bes controle (Ctrl), apds adi¢do de acido latico (AL) e apos adicdo de amiloride e
acido latico (Am-AL). D: Fc registrada ap6s adicdo de amiloride. Médias + E.P. Simbolos
vazios: diferenca em relacé@o aos valores iniciais; a: diferenca em relagéo ao grupo Ctrl; b:
diferenca em relacédo ao grupo AL. (P < 0,05).
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Figura 29. Diagrama comparativo do efeito dos diferentes tratamentos, combinados ou nédo ao acido

ao isométrica das tiras ventriculares de matrinxa.
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5. Discussao.

5.1. Efeitos do Tempo Experimental e da Acidose Latica.

O grupo controle ndo apresentou reducado significativa da Fc, do TPT e do
THR ao longo dos 40 min experimentais. Dessa forma, o tempo experimental (40 min), no
qual foram realizados os registros dos dados, mostrou-se adequado para a obtencdo dos
resultados.

A adicao de acido latico as tiras ventriculares do matrinxa produziu uma curva
inotrépica bifasica: uma reducdo inicial seguida por uma recuperacao absoluta da Fc, similar
a encontrada em mamiferos, répteis e anfibios. Desta forma, pode-se sugerir que o
miocardio ventricular de matrinxd mostra-se tolerante a acidose latica, pois apresenta
mecanismos que compensam seus efeitos inotropicos negativos.

Conforme descrito anteriormente, a ativacdo dos miofilamentos durante o
acoplamento E-C ocorre em resposta a um aumento da concentracéo citosolica de Ca**, o
qual pode depender tanto da mobilizagdo do Ca?* intracelular proveniente do reticulo
sarcoplasmatico (RS) quanto do influxo de Ca** pela sarcolema (SL), através dos canais de
Ca?* voltagem-dependentes (canais L) e do trocador Na‘*/Ca** (NCX) (HOVE-MADSEN et
al., 2000). Por outro lado, o0 musculo cardiaco relaxa por meio da reducdo dos niveis
citosolicos de Ca®" até os niveis diastélicos de repouso principalmente por seu transporte
para o espago extracelular através da SL (especialmente via NCX) ou para o RS pela
atividade bombeadora da Ca?*-ATPase do RS (SERCA).

Diferentes hipéteses para explicar tanto a reducdo abrupta quanto a
recuperacdo da Fc causadas pela acidose tém sido testadas em diferentes grupos
vertebrados. Entre as mais significativas para explicar a reducdo da Fc, extraidas de
diferentes trabalhos, estdo: a reducdo do influxo de Ca?* via canal tipo L; reducdo da
responsividade do aparato contratil ao Ca**; reducéo da liberacdo de célcio-célcio induzida
(CICR) pelo RS. Da mesma forma, a recuperacdo da contratilidade poderia ser explicada
pelo aumento na liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares, dada a maior oferta de Ca**
ao RS, ativagdo do trocador Na'/H* (NHE) e conseqiiente ativacdo do modo reverso do
trocador Na*/Ca®* (NCX), que também contribuiria para o aumento da [Ca®']; (FABIATO &
FABIATO, 1978; DRIEDZIC & GESSER, 1994 GESSER & JORGENSEN, 1982; MATTIAZZI
& CINGOLANI, 1977a; MATTIAZZI & CINGOLANI, 1977b; PEREZ, 1993; HOGLUND &
GESSER,1987; GESSER & POUPA, 1983; HULME & ORCHARD, 1998; ORCHARD et al.
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1987, 1990, 1991; HARRISON et al., 1992; KENTISH & XIANG, 1997; CRAMPIN & SMITH,
2006).

Segundo Hulme & Orchard (1998), a acidose em midcitos ventriculares de
rato produz aumento do Ca* diastélico, aumento da amplitude do Ca?* transiente e reducéo
do declinio do Ca?* transiente. Como conseqiiéncia direta, ocorre um aumento da [Ca®; e,
consequentemente, do estoque de Ca®" do RS que é o responsavel pelo aumento da
amplitude do Ca®' transiente (ORCHARD 1987; HARRISON et al., 1992). A reducédo da
capacidade tamponante das miofibrilas ao Ca?*, do mecanismo de liberac&o de célcio-célcio
induzida (CICR) e o comprometimento da recaptacdo do Ca®* pela SERCA explicam os
efeitos da acidose na contratilidade cardiaca de rato.

Um outro fator do aumento do Ca?* diastélico, também importante, é o
aumento no influxo de Na®, por meio do acionamento do trocador Na'/H* (NHE) devido ao
aumento dos ions H® no ambiente intracelular durante acidose. Esse trocador, além de
permitir a restauragdo do pH;, produz o aumento do influxo do Na" e, portanto, o
conseqilente acionamento do trocador Na*/Ca** (NCX) no seu modo reverso, o que aumenta
a [Ca®], disponivel & SERCA do RS, contrabalancando os efeitos negativos da acidose na
recaptacdo do Ca?" intracelular (BOUNTRA & VAUGHAN-JONES, 1989; HARRISON et al.,
1992).

Em sapo, a reducao da Fc parece menos pronunciada do que a ocorrida nos
mamiferos e a recuperacdo excede os valores iniciais (MATTIAZZI & CINGOLANI, 1977a).
A reducdo da responsividade miofibrilar ao Ca* é o fator preponderante verificado na
reducdo da Fc durante o inicio da exposicdo das tiras ventriculares do anfibio Buffo
arenarum Hensel a acidose hipercipnica. A recuperacdo da Fc € independente da
recuperacdo do pH e 0os mecanismos sarcolemais sdo 0s responsaveis pela recuperacao: a
reducéo do tamponamento miofibrilar e o conseqiiente aumento da [Ca*'],, devido ao influxo
pelos canais L e, principalmente, ao acionamento do NCX no modo reverso pelo
prolongamento do P.A. (SALAS et al., 2006). Embora seja capaz de contribuir com ambas
as funcdes: recaptacdo e influxo de Ca?*; o NCX é o principal mecanismo de extrusdo de
Ca?* nos midcitos cardiacos, estando intimamente envolvido com o relaxamento,
especialmente em preparacdes em que o0 RS é pouco desenvolvido (HUME & UEHARA,
1986).

A depresséao da forca por acidose varia bastante entre as diferentes espécies
(DRIEDZIC & GESSER, 1994). Segundo Poole-Wilson (1982), a geragao de tensao por
miofibrilas isoladas em concentragéo fixa de célcio € reduzida em condi¢cdes de acidose
devido a uma reducéo do influxo de Ca** (Ic.). Segundo Kass & Kwan (1993), o ion H* reduz
a probabilidade de abertura dos canais voltagem-dependentes do tipo L, o que reduz o

influxo de Ca?' através desse canal. Em musculo papilar de furdo, por exemplo, tanto o
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influxo de Ca** quanto o mecanismo de liberacdo de Ca?*-Ca*-induzida foram deprimidos
pela acidose (DRIEDZIC & GESSER, 1994, ORCHARD et al, 1991).

Para Fabiato & Fabiato (1978), a principal razdo para o decréscimo da forca
desenvolvida durante acidose € que os ions hidrogénio inibem a ligacdo do calcio a
troponina C (TnC) de maneira competitiva. Trabalhando com midcitos ventriculares isolados
de ratos, Hulme & Orchard (1998) ndo observaram reducéo do influxo de Ca?* via canais L e
atribuiram a reducdo inicial da Fc & reducdo da responsividade miofibrilar ao Ca®". Mattiazzi
et al. (2006), também n&o observaram variacdo na amplitude do Ca* transiente em tiras
ventriculares e midcitos isolados de B. arenarum, corroborando a idéia de que nos anfibios a
reducdo da responsividade miofibrilar ao Ca* é a responséavel pela reduc&o inicial da Fc
verificada logo apds a exposicao as condi¢cdes de acidose. Contudo, segundo Yuan & Bers
(1994), um aumento na [Ca®'] ativaria a proteina quinase Ca**-calmodulina-dependente, a
qual fosforila diversas proteinas envolvidas no manejo de Ca?*, compensando a reducéo do
influxo de Ca®" via canais L pela acidose, mascarando os efeitos negativos da acidose no
influxo sarcolemal de calcio.

Segundo Kentish & Xiang (1997), a acidose prejudica a liberacdo de Ca** pelo
RS devido a um efeito negativo direto dos ions H* nos canais de rianodina do RS e na
recaptacdo de Ca?* pela SERCA. Hulme & Orchard (1998) demonstram que, em midcitos
isolados de ratos, a SERCA ¢ inibida pela acidose, mas este efeito foi compensado pelo
aumento da oferta de Ca® intracelular com um conseqilente aumento da quantidade de
célcio estocado no RS. Adicionalmente, Philipson & Nishimoto (1982) demonstraram que a
acidose prejudica a atividade do trocador NCX em vesiculas sarcolemais de céaes.

No presente trabalho, observou-se a ocorréncia de contragbes espontaneas
esporadicas logo apos a adicdo do 4cido latico, o que, segundo Bers (2002), € um indicio de
sobrecarga no estoque de Ca* do RS, corroborando os achados de Hulme & Orchard
(1998).

Segundo Palty et al. (2004), a presenca de Li na solucdo fisiolégica pode
promover tanto o bloqueio da atividade do NCX, reduzindo a extruséo de Ca?" do midcito,
quanto a reversdo da atividade deste trocador e, consequentemente, um aumento na [Ca®];
(PALTY et al, 2004). Contudo, tal maior oferta de Ca®" as tiras ventriculares do grupo Li-AL
nao foi capaz de impedir a reducdo da Fc verificada nos minutos iniciais de exposicdo ao
acido latico. Assim, se 0 aumento na [Ca®']; ndo impede a reducdo da Fc, é provavel que tal
aumento seja necessario , mas ndo seja suficiente para a recuperacgéo da Fc, sugerindo que
no matrinx&, a reducéo da responsividade miofibrilar ao Ca** seja um fator decisivo para a
ocorréncia dessa reducao inicial da Fc verificada logo apés a exposicao ao acido latico.

No presente trabalho, o grupo AL ndo apresentou diferencas significativas no

tempo para que o pico de forca seja atingido (TPT) ao longo dos 40 min experimentais.
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Assim, a acidose latica parece ndo prejudicar os mecanismos envolvidos com o
desenvolvimento da contragdo, enquanto que o aumento sustentado no tempo para 50% de
relaxamento (THR) sugere que a acidose prejudica fundamentalmente os mecanismos
celulares envolvidos no desenvolvimento do relaxamento cardiaco.

Contudo, a avaliagdo da razdo TPT/Fc do grupo AL revela um aumento
significativo deste parametro do 5° ao 15° min, diferente do observado para os valores
absolutos de TPT. Assim, o &cido latico parece prejudicar, também, os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da contracdo. Matematicamente, a razdo TPT/Fc parece,
também, ser uma forma tdo adequada de caracterizar um registro de forca de contracdo
isométrica, quanto pela avaliacdo dos valores absolutos. Da mesma forma, a avaliagdo dos
valores da razdo THR/Fc apresentados pelo grupo AL aumentou significativamente do 5° ao
20° em relacéo ao valor inicial, diferente do observado para os valores absolutos de THR,
que mostram um aumento sustentado a partir do 10° min. Portanto, a acidose latica
prejudica a ocorréncia dos mecanismos envolvidos tanto na contracdo quanto no
relaxamento cardiaco do matrinxd, contribuindo para a redugédo da performance cardiaca
dessa espécie sob tais condic¢oes.

A discussdo pormenorizada dos mecanismos afetados pela acidose latica

encontra-se nas sec¢des seguintes.

5.2. Papel do trocador Na*/Ca®* (NCX).

O NCX é uma proteina transmembrana que transporta Na“ e Ca* e é um
importante regulador da contratilidade cardiaca em mamiferos, transportando 1 jon Ca*
para fora da célula em troca de 3 fons Na*, permitindo, assim, a reducéo do Ca*" intracelular
e, consequentemente, o relaxamento cardiaco. A direcdo do movimento de ions através do
NCX depende do potencial de membrana e do gradiente quimico para estes ions, podendo
ser revertida, contribuindo com Ca?" para a contrac&o cardiaca ao final do potencial de acéo
(P.A)).

O NCX apresenta elevada importancia no relaxamento das células
musculares cardiacas, funcionando, no seu modo normal, como principal meio para o efluxo
de Ca™ ap6s a contracdo (VORNANEN, 1999). Porém, em espécies com reticulo
sarcoplasmatico funcional, o influxo de Ca** pelo NCX pode funcionar como disparador da
liberacdo massiva de Ca** pelo RS (VORNANEN et al., 1994; LEVI et al.,, 1994) e, em
vertebrados inferiores dependentes do Ca®" extracelular para a ativacdo da contraco, esta

corrente pelo NCX pode ser um importante mecanismo para a entrada de calcio para a
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contracdo (MULLINS, 1979; FAN et al., 1996), mesmo na presenca da corrente de Ca?
pelos canais tipo L.

Funcionalmente, o NCX é considerado cataliticamente inerte a cations
monovalentes inorganicos, como o Li*, que é freqiientemente utilizado em solugées livres de
sédio para estudar sua atividade, principalmente para reverté-la (PALTY et al., 2004).
Porém, segundo os mesmos autores, diversos estudos descrevem um significativo efeito do
Li extracelular no efluxo do Ca?*, ou por interagir com algum sitio regulatério do trocador
NCX, ou por participar da troca Li/Ca?* mediada por um trocador, ainda ndo identificado,
distinto do NCX. Contudo, a representatividade desse distinto trocador nos miocitos de
peixes carece de investigacdo pormenorizada.

A utilizacdo do LiCl em substituicdo ao NaCl na solucao fisiol6gica (grupo Li)
causou aumento da Fc em relacdo aos valores iniciais, que deve ter ocorrido pelo
aumentado influxo de Ca* por meio da atividade reversa do trocador NCX. A combinacio
de LiCl com acido latico (grupo Li-AL) fez com que a Fc se comportasse de forma similar a
registrada para o grupo AL, ou seja, reducdo no 5° min, apesar da Fc de Li-AL ser
significativamente superior a do grupo AL ao longo dos 40 min experimentais. Além disso,
no grupo Li-AL a recuperagdo dos valores iniciais ocorreu mais rapidamente. Parece que o
incremento do Ca?" intracelular nos miécitos do matrinxa, como nos mamiferos e anfibios,
ndo impede a reducdo inicial da Fc, porém parece fundamental para a recuperacédo da Fc
verificada durante acidose latica. No entanto, esse incremento na [Ca®']; ndo parece ser
ocasionado pela atuacdo desse trocador no seu modo reverso. A reducédo do tamponamento
miofibrilar e o prejuizo dos mecanismos envolvidos na recaptacdo devem ser 0s
responsaveis por esse incremento na [Ca®"];.

Os valores de THR do grupo Li aumentaram significativamente a partir do 25°
min, e foram significativamente superiores aos do grupo Ctrl, o0 que demonstra a importancia
funcional do NCX para o desenvolvimento do relaxamento cardiaco do matrinxa.

Como descrito acima, Philipson & Nishimoto (1982) verificaram que a acidose
prejudica a atividade do trocador NCX em vesiculas sarcolemais de cées. A reducédo do
efluxo de célcio via NCX ocorre por meio da interagdo competitiva do H* em um importante
sitio de ligacdo de Ca*" neste trocador. Contudo, segundo Terracciano & McLeod (1994), o
efluxo de Ca®* é reduzido devido ao acionamento do NCX no seu modo reverso via trocador
Na*/H" (NHE).

A substituicdo de NaCl por LiCl ndo alterou os valores do TPT nem da razéo
TPT/Fc no grupo Li, o que demonstra a menor importancia do trocador NCX para o
desenvolvimento da contragdo do que para o relaxamento. Porém, alterou os valores do

TPT e da razdo TPT/Fc quando combinado ao acido latico (grupo Li-AL). Tais resultados
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demonstram que a acidose latica prejudica os mecanismos envolvidos com a contragdo em
um sitio diferente do NCX.

No grupo Li-AL, o THR também aumentou significativamente no 25° min. Tais
valores foram significativamente superiores aos obtidos para o grupo Ctrl e aos obtidos para
AL. A acidose latica torna mais lento o processo do relaxamento cardiaco e a presenca do
LiCl compromete ainda mais a velocidade do relaxamento. O trocador NCX, ativado no seu
modo normal (efluxo do Ca?") parece desempenhar um papel relevante na homeostasia do
célcio intracelular durante a acidose latica, o que deve contribuir para a recuperacdo da
velocidade do relaxamento cardiaco prejudicada pela acidose.

Os valores da razdo THR/Fc do grupo Li foram superiores aos do grupo Ctrl a
partir do 20° min. No grupo Li-AL, esta razdo aumentou significativamente em relacdo aos
valores iniciais no 5° e 10° min, porem significativamente inferiores aos apresentados por AL
nesse mesmo intervalo de tempo. Assim, o incremento do Ca?" intracelular devido a
reversdo da atividade do NCX causada pelo Li* parece ter sido o responsavel pelo aumento
da Fc e, consequentemente, pela redugéo da razédo THR/Fc no grupo Li-AL.

Cabe ressaltar que, em mamiferos, varios subtipos de NCX foram descritos,
sendo que a forma de agdo de cada um deles pode variar consideravelmente (PALTY,
2004). Nao se tém, na literatura, dados disponiveis sobre possiveis subtipos do NCX em
peixes, mas, se 0s mesmos também estiverem presentes, talvez possam explicar as
diferencas nas respostas obtidas no presente trabalho em relacdo aquelas descritas para
mamiferos.

Véarios autores apontam que a afinidade da SERCA pelo célcio € dependente
do pH, tendo sua atividade de recaptacdo de Ca®" intracelular reduzida em condices de
acidose intracelular (NAKAMURA & SCHWARTZ, 1972; FABIATO & FABIATO, 1978;
MANDEL & SCHWARTZ, 1982). Portanto, a acidose parece prejudicar o relaxamento
cardiaco por atuar negativamente na recaptacéo do Ca*" intracelular pela SERCA do RS. O

papel do RS neste processo sera discutido posteriormente.

5.3 Papel do célcio extracelular.

Segundo Chapman (1983), a variacdo da forca de contracdo do musculo
cardiaco envolve um namero variavel de pontes cruzadas entre os filamentos de actina e
miosina, que irdo requerer quantidades variaveis de ions Ca*". Essa alteracdo na forca de

contracdo pode ser obtida alterando-se as propriedades de ligacao das proteinas contrateis
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ao calcio, por exemplo, pela alteracdo na quantidade disponivel deste ion e pela
estimulacdo adrenérgica.

Diversos estudos tém comprovado que a contratilidade cardiaca da maioria
dos peixes € dependente da concentracdo extracelular de calcio, refletindo a importancia
dos movimentos transarcolemais de Ca*" para o acoplamento E-C cardiaco nestes animais
(TIBBITS et al., 1992, DRIEDZIC & GESSER, 1994; VORNANEN, 1996).

Segundo Olle (2007), a contracdo ventricular do matrinxd é dependente dos
estoques intracelulares de Ca?* (do reticulo sarcoplasmatico - RS), assim como do fluxo
deste fon através de canais de Ca®*" do tipo L da sarcolema. No presente trabalho, a
importancia do calcio extracelular para a contracdo cardiaca de Brycon cephalus pbde ser
evidenciada pela avaliacdo dos resultados da remocdo do Ca? extracelular na Fc. A
remocao do célcio extracelular (grupo @Ca) resultou numa reducao da Fc inicial de ~54% no
5° min, reducédo esta que se manteve ao longo do tempo experimental, atingindo ~4,2% no
40° min, corroborando os resultados de Olle (2007).

A adicdo do &cido latico produziu uma reducdo da Fc mais acentuada no
grupo YCaAL do que no grupo @Ca nos primeiros 15 min de exposi¢éao (reducdo ~89% na
Fc inicial). Da mesma forma, o grupo @CaAL apresentou valores significativamente
inferiores ao grupo AL a partir do 15° min. Dessa forma, o acido latico parece, também,
prejudicar o desenvolvimento da Fc por atuar negativamente em sitios diferentes dos canais
L. Com base nestes resultados, pode-se sugerir que nas tiras ventriculares do matrinxa, a
reducdo inicial da Fc ocorre concretamente pela reducdo da sensibilidade miofibrilar ao

Ca?*, como nos mamiferos e nos anfibios estudados.

5.4. Papel do Reticulo Sarcoplasmaético.

Como discutido anteriormente, a utilizacdo do RS como armazenador e
fornecedor de calcio para o aparato contratil varia grandemente entre as classes de
vertebrados, entre diferentes espécies de um mesmo grupo filogenético e até mesmo entre
as fases do desenvolvimento ontogenético de um individuo (BERS, 2001). O RS é bem
desenvolvido em midcitos de mamiferos e aves, onde é a principal fonte e reservatério do
Ca?" ativador. Nos vertebrados ectotérmicos e em mamiferos neonatos, o RS cardiaco é
relativamente esparso e tanto a contracdo quanto o relaxamento cardiaco sdo mais
dependentes da entrada e saida transarcolemais de Ca** (FABIATO, 1983; BOSSEN &
SOMMER, 1984; VORNANEN, 1996). A contribuicdo relativa do RS como fonte de ca®

para o aparato contratil pode ser examinada utilizando-se a rianodina, um alcaléide que se
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liga aos canais de Ca?* do RS e inibe a liberacdo de Ca*. Experimentos com células
intactas demonstraram que a rianodina mantém os canais de célcio do RS parcialmente
abertos, prevenindo o acimulo de Ca®* em seu interior (BERS et al., 1987).

A musculatura cardiaca de varias espécies de peixes como a carpa cruciana,
Carassius carassius (VORNANEN, 1989), o “sea-raven”, Hemitripterus americanus, o
bacalhau, Gadus morhua (DRIEDZIC & GESSER, 1988), a tildpia do Nilo, Oreochromis
niloticus (COSTA et al., 2000), e o amboré de pocas de maré, Bathygobius soporator
(RANTIN et al., 1998), tém sido descritas como insensiveis a rianodina. Por outro lado, em
espécies ativas, a rianodina reduziu o desenvolvimento de forca em ~20% na cavala do
Pacifico, Scomber japonicus (SHIELS & FARRELL, 2000), ~30% no atum “skipjack”,
Katsuwonus pelamis (KEEN et al.,, 1992), ~25% no mucum, Synbranchus marmoratus
(ROCHA et al., 2007) e ~40% no atum “yellowfin”, Thunnus albacares (SHIELS et al., 1999)
e no pacu, Piaractus mesopotamicus (ANELLI-JR et al., 2004).

A participacdo do RS no manejo de célcio de peixes de ambientes tropicais
tem-se mostrado mais variavel, ndo seguindo uma correlacdo tdo direta entre nivel de
atividade do animal versus funcionalidade do RS como a descrita para animais de
ambientes temperados. llustrativos a este respeito sdo os resultados obtidos para espécies
Neotropicais como os teleGsteos traira, Hoplias malabaricus (OLLE et al., 2003; RIVAROLI
et al., 2006), pacu, Piaractus mesopotamicus (ANELLI-JR et al. 2004), curimbata,
Prochilodus lineatus (RIVAROLI et al., 2006), e mugum, Synbranchus marmoratus (ROCHA
et al. 2006,2007), e para o dipnoico pirambdia, Lepidosiren paradoxa (COSTA et al., 2004),
cujos RS mostraram-se altamente funcionais, a despeito dos diversos niveis de atividade
das espécies em questdo. Dessa forma, um forte componente filogenético determinando a
funcionalidade do RS nao pode ser descartado (RIVAROLI, 2006).

A evidéncia de um RS funcional na temperatura em que a espécie ocorre
naturalmente s6 havia sido descrita para tiras atriais de atum (KEEN et al., 1992), levando-
se em consideracdo que em diversas espécies o atrio normalmente apresenta RS mais
desenvolvido do que o tecido ventricular, tanto estrutural como funcionalmente (BERS,
2001), e para tiras ventriculares do pacu (ANELLI-JR et al.,, 2004), do curimbata e do
cascudo (RIVAROLI et al., 2006), da traira (OLLE, 2003) e do mugum (ROCHA et al., 2007),
espécies tipicamente Neotropicais.

Segundo Olle (2007), por meio da utilizacdo da rianodina em condicdes
fisiologicas, foi possivel verificar uma importante diferenca entre o coracao de B. cephalus e
da grande maioria das espécies de peixes de ambiente temperado estudadas até o
momento. Os resultados obtidos demonstram que a contracdo ventricular dessa espécie é
dependente dos estoques intracelulares de Ca** uma vez que foi observado o

desaparecimento da potenciacdo pos-pausa da Fc ao utilizar-se este alcaldide.
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Assumindo que, como em mamiferos, a mitocéndria ndo seja importante para
suplementar o Ca®* ativador do aparato contratil e que as caracteristicas de ligacdo da
rianodina sejam similares em mamiferos e em peixes, o Ca** responsavel pela ativacdo da
contracdo no coracdo de B. cephalus, assim como no atum, pacu, mugum, curimbata e
cascudo, deve vir de pelo menos duas fontes: o0 meio extracelular e o RS.

No grupo Ri-AL, a Fc inicial sofreu reducdo de ~33% apOs exposicdo ao
alcaléide rianodina por 10 min, corroborando os resultados obtidos por Olle (2007). Apés
adicao de acido latico, a Fc do grupo Ri-AL sofreu reducéo de ~82% no 5° min, reducédo esta
de magnitude similar & apresentada pelo grupo AL (~80%). O fato da presenca da rianodina
nao ter alterado a magnitude da reducdo da Fc apresentada pelo grupo AL sugere que a
acidose latica atue em um sitio diferente do RS, reforcando a hipétese de reducdo da
responsividade miofibrilar como uma das principais causas da reducao inicial da Fc causada
pela acidose latica.

Contudo, o grupo Ri-AL apresentou valores de Fc significativamente inferiores
aos obtidos para grupo AL a partir do 10°, mantendo-se desta forma até o final do 40° min
experimental, ndo sendo capaz de recuperar os valores iniciais de Fc. A rianodina bloqueou
58,3% da recuperagéo da Fc durante acidose latica. Este resultado evidencia o papel do RS
na recuperacdo da Fc durante acidose latica em matrinxd, de forma similar & descrita para
mamiferos por Harrison et al. (1992) e Nomura et al. (2002).

A adicdo de rianodina aumentou significativamente o TPT de Ri-AL, 0 mesmo
acontecendo apos a adicdo de &cido latico, mantendo-se neste novo patamar até o 40°
minuto. Além disso, os valores de TPT do grupo Ri-AL foram mais elevados que os dos
grupos Ctrl e AL. Tais resultados apontam para a importancia do RS no fornecimento de
Ca?*, desempenhando um papel importante para a recuperacédo da velocidade da contracéo,
comprometida pela acidose latica.

Os valores de THR dos grupos Ri-AL e AL ndo diferiram entre, mas foram
significativamente superiores aos do grupo Ctrl. Tais resultados indicam que o
comprometimento dos mecanismaos envolvidos no relaxamento cardiaco deve ocorrer em
um sitio diferente do RS ou que esse efeito negativo seja compensado pelo aumento na
[Ca®], (HULME & ORCHARD, 1998).

Conforme discutido no item 5.1, a acidose prejudica a liberacédo de Ca?* pelo
RS devido a um efeito negativo direto dos ions H* nos canais de rianodina do RS e na
recaptacdo do Ca®" pela SERCA (KENTISH & XIANG, 1997). Segundo Hulme & Orchard
(1998), a acidose em midcitos ventriculares de rato produz aumento do Ca*" diastélico,
aumento da amplitude do Ca*" transiente e menor declinio do Ca*" transiente. Como

resultado, ocorre um aumento na [Ca®*'], e conseqiientemente, do estoque de Ca®" do RS
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que é o responsavel pelo aumento da amplitude do Ca®" transiente (ORCHARD 1987;
HARRISON et al, 1992).

Segundo Gesser & Poupa (1978), a hipercapnia causa uma liberacdo dos
estoques intracelulares de célcio, o que poderia resultar em um aumento do “pool” de Ca?
disponivel para a contracdo, contrabalancando os efeitos inotropicos negativos do ion H”.
Esta hipotese é verificada pelo aumento estimado na atividade intracelular do calcio em
miocardio de linguado e tartaruga (ambos recuperaram a for¢ca) e pela auséncia de mudanca
em truta (GESSER & JORGENSEN, 1982).

Em seu estudo com o sapo B. arenarum, Salas et al. (2006) verificaram que a
rianodina ndo foi capaz de bloquear a recuperacdo da Fc. JA em animais com RS funcional,
o aumento do Ca?" diastélico, dado o prejuizo nos mecanismos envolvidos no relaxamento,
aumenta a quantidade de Ca?* disponivel & SERCA, a despeito da inibicdo causada pela
acidose. Assim, o estoque aumentado do RS aumenta o pool de Ca?" liberado em cada ciclo
de contracdo e disponibiliza mais Ca?" para as miofibrilas, compensando a reducdo do
influxo Ca*" pelos canais L causada pela acidose (ORCHARD et al., 1987; HARRISON et
al., 1992).

Refor¢cando esta hipétese, Harrison et al. (1992), Hulme & Orchard (1998) e
Nomura et al. (2002) verificaram que embora a acidose iniba tanto a tomada de Ca** pelo
RS quanto sua liberacdo pelo mesmo (CICR), tais efeitos sdo compensados pelo aumento
no contetido de Ca?" desta organela como efeito secundario da aumentada [Ca®']; causada
pela acidose. Esses autores também verificaram que a inibicdo da fun¢cdo do RS pela
rianodina abole completamente a recuperacdo da forca contrétil, observada na auséncia
deste alcal6ide.

Harrison et al. (1992) verificou, ainda, que a inibicdo do RS pela rianodina ndo teve
efeito no aumento do Na® intracelular observado em acidose e concluiu que tal aumento
deveu-se a ativacdo do trocador Na'/H* pela acidose, hipotese testada pela utilizacdo de

amiloride. Tal efeito também foi testado no presente estudo e serd discutido a seguir.

5.5. Papel do Trocador Na'/H* (NHE).

O trocador Na*-H* (NHE) é uma proteina sarcolemal que facilita o efluxo dos
fons H' e, portanto, esta diretamente implicado no tamponamento do pH intracelular. O
trocador é normalmente ativado pela acidose intracelular, embora uma variedade de outros
estimulos como a trombina, a angiotensina Il e agentes adrenérgicos possam modular sua

ativacdo. Quando ativado, causa um aumento da [Na']; que conseqiientemente promove um
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influxo de Ca? por meio da ativagdo do trocador NCX no seu modo reverso. Esse
mecanismo € bastante explorado em trabalhos com mamiferos, pois a sobrecarga
intracelular dos ions calcio causado pela acidose parece ter uma importancia relevante na
isquemia do miocardio (MOFFAT & KARMAZYN, 1993; HURTADO & PIERCE, 2000, 2001;
PALANDOKEN & NANTZ, 2004, CHEN & KARMAZYN, 2004; SAINI & DHALLA, 2006).

O pH fisiolégico dos miocitos de mamiferos é mantido em 7,1. Os protons
intracelulares sdo tamponados por tamponadores dependentes e independentes do CO,,
como o0s sistemas sarcolemais transportadores de ions. Estes incluem elementos
alcalinizantes como o trocador Na*-H" (NHE) e o co-transportador Na*-HCO'; (NBC); bem
como elementos acidificadores como o trocador CI/HCO’; (anionic exchanger - AE) e o
trocador CI/OH'. Contudo, alguns autores demonstraram que a recuperacdo da Fc é
completamente abolida pela amiloride, inibidora do trocador NHE, sugerindo um papel
preponderante do trocador NHE na regulacdo do pH intracelular durante acidose
(BOUNTRA & VAUGHAN-JONES, 1989; CAIRNS & ALLEN, 1992; HARRISON et al., 1992;
MATTIAZZI et al., 2006).

A recuperacdo da Fc, em midcitos de gato, foi completamente abolida com o
bloqueio do trocador NHE (PEREZ et al., 1993). Em preparacfes ventriculares de sapo, o
bloqueio do NHE né&o impediu a recuperacdo da Fc (MATTIAZZI et al., 2006). Cingolani et
al. (1990), trabalhando com midcitos de furdo, verificaram que a restituicdo do pH e a
consequente restauragdo da sensibilidade miofibrilar séo os candidatos responsaveis pela
recuperacdo da Fc durante a acidose. Esse trocador, além de permitir a restauracdo do pH;
e, portanto, da responsividade miofibrilar, aumenta a [Ca®']; disponivel & SERCA do RS,
contrabalancando os efeitos negativos da acidose na contratilidade (BOUNTRA &
VAUGHAN-JONES, 1989; HARRISON et al.,, 1992; TERRACIANO & MACLEOD, 1994;
PEREZ et al., 1995).

Contudo, o Ca* intracelular pode aumentar mesmo na auséncia do aumento
do Na” intracelular ou depois do bloqueio do NHE (ALLEN et al., 1984). Como ja discutido, a
reducdo do tamponamento miofibrilar ao Ca?*, a reducdo da atividade da SERCA e a
inibicdo do trocador NCX podem contribuir para o aumento da [Ca?®'] diastélico e, portanto,
para o contetdo do RS (MATTIAZZI et al., 2006).

Harrison et al. (1992), como ja citado anteriormente, verificou que o rapido declinio
da Fc causado pela acidose era seguido por uma recuperacao lenta e parcial da mesma,
acompanhada de aumentos no Na" intracelular, no Ca?" sistélico e diastolico e no contetido
de Ca* do RS. O bloqueio do RS pela rianodina aboliu a recuperagéo da Fc, mas ndo teve
efeito sobre o aumento na [Na']. Entretanto, o0 aumento na [Na']; e a recuperacédo da Fc
foram abolidos pela amiloride. Baseados nesses resultados, esses autores concluiram que a

principal causa da reducdo inicial da Fc durante a acidose é a reducdo da resposta das
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proteinas contrateis ao Ca?* devida a reducdo do pH intracelular. A recuperacgéo
subsequente da Fc deveu-se a ativagdo do NHE pelo baixo pH intracelular, elevando a
[Na'].. Tal aumento na [Na']; deve ativar o NCX e, consequentemente, aumentar a [Ca?"]..

No presente estudo, a Fc inicial do grupo Am-AL sofreu reducdo de ~12%
apos exposicdo a amiloride por 30 min, sugerindo um papel do NCX como fornecedor de
Ca?" ao aparto contratil. Ap6s adicdo de &cido latico, os valores de Fc de Am-AL foram
semelhantes aos obtidos para o grupo AL nos primeiros 5 min experimentais, mas, apesar
da tendéncia de elevacdo, mantiveram-se inferiores aos de AL, ndo havendo recuperacdo
completa dos valores iniciais. A amiloride bloqueou 36,9% da recuperacdo da Fc durante
acidose latica, como descrito por Harrison et al. (1992) para miécitos de ratos. Este
resultado indica que o trocador NHE desempenha um papel importante na recuperacdo da
Fc em matrinxa.

A adicdo de amiloride ndo alterou os valores de TPT iniciais de matrinxa, o
mesmo acontecendo apds a adi¢cdo de 4cido latico até o 20° minuto, a partir do qual, o TPT
aumentou significativamente. Os valores de TPT de Am-AL foram superiores aos registrados
para Ctrl e aos do grupo AL nos registros finais do tempo experimental. Apesar da fungéo do
NCX ser menos significativa que os canais tipo-L para o disparo da liberacdo de Ca** pelo
RS, o bloqueio do trocador NHE e, conseqiientemente, o bloqueio da acéo do trocador NCX
no seu modo reverso, prejudicou o influxo de célcio durante o desenvolvimento da contracdo
cardiaca.

Da mesma forma que ocorrido com o TPT, adicdo de amiloride n&o alterou os
valores de THR iniciais, o0 mesmo acontecendo apds a adicdo de &cido latico até o 30°
minuto, a partir do qual, o THR aumentou significativamente. Entretanto, os valores de THR
de Am-AL foram significativamente superiores aos de Ctrl desde a adicdo de amiloride até o
final dos 40 min de exposi¢cdo ao &cido latico. Tais valores também foram superiores aos
apresentados por AL quando a amiloride € adicionada. Tais resultados apontam novamente,
para a importancia do NHE tanto para a recuperacdo da forca de contracdo quanto para o

relaxamento cardiaco durante a acidose latica.

5.6. Consideracdes finais

A acidose tem marcantes efeitos na concentracdo intracelular de Ca*" e
diferentes autores descreveram aumentos do Ca?' diastélico, aumentos da amplitude do
Ca?* transiente e reducdes no declinio do Ca®" transiente em mamiferos. Em sapos,

resultados similares foram descritos, com excecdo da reducdo do declinio do Ca*
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transiente. Como conseqiiéncia direta dessas alteracdes no manejo do Ca?*, ocorre um
aumento na [Ca?']. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que em matrinxa a
acidose latica possivelmente ativa mecanismos similares, causando os mesmos efeitos na
redistribui¢do intracelular do calcio.

Os resultados apresentados por este trabalho indicam que o matrinxa é
tolerante a acidose latica, pois apresenta mecanismos de ajustes celulares que
contrabalancam os efeitos negativos da acidose latica. A reducédo inicial da Fc parece
conseqiiéncia da reducdo da responsividade miofibrilar ao Ca®**. O mecanismo de
recuperacdo € parcialmente dependente da recuperac¢do do pH, por meio da ativacdo do
trocador NHE. Tal ativacdo aumentaria a [Na'], ativando o NCX em seu modo reverso e,
consequentemente, aumentando a [Ca2+]i, como descrito para mamiferos. Além disso, o
presente trabalho demonstrou que em matrinxd, o RS desempenha um papel decisivo no

aumento do [Ca?"];

e, portanto, na recuperacao da contratilidade cardiaca deprimida pela
acidose.
Um esquema dos possiveis sitios de atuacdo da acidose nos midcitos

cardiacos € mostrado na figura 30.
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Figura 30. Possiveis sitios de acdo do H' na célula miocardica: 1. Eletrofisiologia; 2a. ca* ligado a
sarcolema; 2b. Trocador Na'/Ca** (NCX); 2c. Trocador Na'/H* (NHE); 2d. Na'/K'-
ATPase; 3a. Ca”*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA); 3b. Canais de Ca** do
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reticulo sarcoplasmatico; 4. Ca® intracelular; 5. Proteinas contrateis; 6. Metabolismo
celular e funcdo mitocondrial (Modificado de ORCHARD & KENTISH, 1990).
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6. CONCLUSOES.

No presente trabalho, o estudo da contratilidade miocardica de Brycon

cephalus (matrinxd) frente a exposicdo a acidose latica permitiu as seguintes conclusées:

a.

BN

O miocéardio ventricular de matrinxd é tolerante a acidose latica, apresentando
mecanismos que compensam seus efeitos inotrépicos negativos, o que evidenciado
por sua resposta inotrépica bifasica: reducao inicial da for¢a de contracéo (Fc) seguida

de recuperacao completa da mesma, similar a encontrada em mamiferos.

Y

A reducéo inicial da Fc parece dever-se principalmente a reducdo da sensibilidade
miofibrilar ao Ca?®", como nos mamiferos e nos anfibios estudados, uma vez gue nem o
bloqueio ou reversdo da atividade do trocador Na‘'/Ca?** (NCX) pelo lito nem a

manipulacao do célcio extracelular alteraram tal resposta.

O bloqueio da recuperacdo da Fc durante acidose latica pela rianodina evidenciou o
papel do reticulo sarcoplasmatico (RS) no aumento do Ca®" intracelular e, portanto, na
recuperacao da contratilidade cardiaca deprimida pela acidose em matrinxa, de forma

similar a descrita para mamiferos;

O trocador Na*/H* (NHE) desempenha um papel importante na recuperacéo da Fc em
matrinxd, como descrito para midcitos de ratos e diferente do observado em sapos. Tal
papel do NHE foi evidenciado pelo bloqueio da recuperacdo da Fc em acidose pela

amiloride.
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