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Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN). Valores médios £ 1 E.P.M. Diferencas
significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos simbolos: } - CTRL x BA; 3t - BA
x BA+RIAN; * - BA+RIAN x AA+RIAN.

Tabela 8. Valores de forca de contracio (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqiiéncia de estimulagdo em preparagdes (n = 10): Controle (CTRL — 1,25
mM de Ca”"); Baixa Adrenalina (BA — 10™® M); Baixa Adrenalina + Rianodina
(BA+RIAN — 10 pM); Alta Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN — 10 M) na
temperatura de 15 °C. Valores médios = 1 E.P.M.

Tabela 9. Valores de forca de contragio (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)



Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.
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das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqliéncia de estimulagdo em preparacdes (n = 10): Controle (CTRL — 1,25
mM de Ca®"); Baixa Adrenalina (BA — 10® M); Baixa Adrenalina + Rianodina
(BA+RIAN — 10 uM); Alta Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN — 10° M) na
temperatura de 25 °C. Valores médios = 1 E.P.M. Em negrito, valores diferentes
significativamente (p< 0,05) dos obtidos inicialmente.

Valores de forga de contragdo (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqiéncia de estimulagdo em preparacdes (n = 10): Controle (CTRL — 1,25
mM de Ca”™"); Baixa Adrenalina (BA — 10 M); Baixa Adrenalina + Rianodina
(BA+RIAN — 10 pM); Alta Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN — 10 M) na
temperatura de 35 °C. Valores médios = 1 E.P.M. Em negrito, valores diferentes
significativamente (p< 0,05) dos obtidos inicialmente.

Valores de for¢a de contragio (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqiéncia  de estimulacdo em preparagdes (n = 10) contendo Baixa
concentragdo de adrenalina (BA — 10® M) nas temperatura de 15, 25 e 35 °C.
Valores médios + 1 E.P.M.

Valores de forga de contragio (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqiiéncia  de estimulagdo em preparagdes (n = 10) contendo Baixa
concentragio de adrenalina (BA — 10® M) mais Rianodina (10 puM) nas
temperatura de 15, 25 e 35 °C. Valores médios = 1 E.P.M.

Valores de forga de contragio (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqliéncia de estimulagdo em preparagdes (n = 10) contendo Alta concentracao
de adrenalina (AA — 10 M) mais Rianodina (10 uM) nas temperatura de 15, 25
e 35 °C. Valores médios = 1 E.P.M.



O presente estudo teve por objetivo analisar as respostas in vivo e in vitro do
miocardio de mugum, Synbranchus marmoratus, aclimatados a 25 °C e testados a 15, 25 ¢
35 °C. Os registros de freqiiéncia cardiaca in vivo (fu — bpm) apos elevacdo e reducao
gradual da temperatura, e seu retorno subseqiiente a 25 °C, foram feitos através de
implantes de eletrodos na regido cardiaca do animal e registros eletrocardiograficos.
Adicionalmente foram feitos registros in vitro das respostas inotropicas (Fc — mN.mm™) e
dos parametros tempo-dependentes (TPT — tempo para o pico de for¢a e THR — tempo para
50% do relaxamento) das tiras ventriculares estimuladas eletricamente a diferentes
freqiiéncias em fungdo da temperatura, concentragio extracelular de Ca®", adrenalina e
rianodina (bloqueadora da fungdo do reticulo sacoplasmatico — RS). In vivo, a redugdo da
temperatura diminuiu gradualmente a fy, atingindo valores minimos de 12 + 0,6 bpm a 15
°C, enquanto o aumento da temperatura elevou a fy até¢ 51 £ 2 bpm a 35 °C. Em ambos os
casos, a fy inicialmente observada (~31 bpm) foi recuperada com o retorno a temperatura
inicial (25 °C). Um inotropismo negativo foi observado tanto durante aumentos quanto
durante reducdes da temperatura do banho, sendo que o TPT e o THR variaram de maneira
inversa a temperatura, aumentando quando a temperatura era reduzida e vice-versa. A
adi¢do de concentragdes crescentes Ca”” (de 1,25 até 11,25 mM) ao banho causou aumento
da Fc somente a 35 °C, a partir de 3,25 mM, mostrando que a tomada de Ca”" extracelular
parece ter maior importancia em temperaturas elevadas. O TPT diminuiu somente em 25°C,
em concentragdes de Ca’" acima de 7,25 mM. Porém o THR nao se alterou a 15 e 25°C,
enquanto que a 35°C ocorreu um aumento a partir de 7,25 mM. A analise da tensdo pds-
pausa, com e sem 10 uM de rianodina, revelou uma significante potenciagdo da forca nas
preparagdes controle a 25 °C (100 para 119,8 £ 4.1 % ) e 15 °C (100 para 118,4 + 2,8 %),
sendo inibida pela rianodina somente em 25 °C (100 para 97,6 + 1,5%). Em 35°C, a forca
permaneceu inalterada em preparagdes controle, ¢ houve uma significante queda no
desenvolvimento de for¢a apos a pausa na presenga rianodina (100 para 76,6 + 4,6%). Com
o aumento da freqiiéncia de estimulagdo, observou-se que as tiras ventriculares alcangcam
freqliéncias elevadas quanto maior for a temperatura experimental. Quedas na Fc em
preparacgdes controle foram observadas somente em altas freqiiéncias (a partir de 1,2 Hz). O
TPT e o THR sofreram reducdes significativas quando comparados aos valores obtidos
inicialmente. A adicdo de concentragdo tonica de adrenalina (10'8 M) ndo alterou
significativamente a Fc, o TPT e o THR, quando comparados com preparacdes controle. A
25°C, o tratamento com rianodina provocou uma diminui¢do na Fc nas freqliéncias entre
0,2 at¢ 0,8 Hz (42,5 e 32 %, respectivamente). Ja a 35°C, a adi¢do de rianodina causou
diminui¢do da Fc nas freqiiéncias de 0,2 Hz até 1,2 Hz (44 e 25 %, respectivamente). O
TPT e THR ndo sofreram alteragdes significantes apos adi¢do de rianodina. A combinagao
entre rianodina e elevada concentragio de adrenalina (10 M) mostrou que nesta situagio,
os cardiomidcitos sdo capazes de recuperarem o inotropismo negativo causado pela
rianodina, indicando uma potencial participa¢io do influxo de Ca®" através da sarcolema.
Neste caso, o aumento da Fc foi acompanhado por aumentos no TPT e no THR. Os dados
revelaram que o Ca’" responsavel pela ativagio dos miofilamentos deve derivar de pelo
menos duas fontes: os espacos extracelulares (evidenciado pelo aumento de Fc durante
incrementos na concentragdo de Ca*" extracelular) e uma fragdo significativa fornecida por
fontes internas, ou seja, o RS.



ABSTRACT

The present study anlyzed the in vivo and in vitro responses of the myocardium obtained
from Synbranchus marmoratus acclimated at 25 °C and tested at 15, 25 and 35 °C. The in
vivo heart rate (fy — bpm) was measured during acute transitions in temperature and
subsequent return to 25 °C. ECG recordings (lead D; of the electrocardiography) were
obtained of electrodes at cardiac region. Recordings of the isometric contraction force (Fc —
mN.mm™) and time-dependent parameters (TPT — time to peak tension; THR — time to half
relaxation) were obtainded in vitro from ventricle strips electrically paced in response to
stimulation frequency, temperature, extracelular Ca>*, adrenaline and ryanodine (blocker of
the sarcoplasmic reticulum — SR). The species showed a significant increase in the fy
during the transition from 25 to 35 °C, and a significant decrease from 25 to 15 °C, showing
the importance of the chronotropic adjustments in response to thermal alterations and a
great tolerance and adaptation to different thermal conditions. The species did show
significant changes in the twitch force (Fc) development by the ventricular strips during the
increases and decreases of temperature. The addition of crescent Ca®* concentrations to the
medium evidenced the importance of the extracellular Ca®" for the heart contraction mainly
at 35 °C. Significant changes in the time-dependent parameters after increments in the Ca™"
extracellular concentration were not recorded. The post rest tension was conducted with
and without 10 uM ryanodine in the medium. A significant post rest potentiation was
recorded for the control preparations at 25 °C (100 to 119.8 £ 4.1 %) and 15 °C (100 to
118.4 + 2,8 %). However, this post rest potentiation was inhibited by ryanodine only at 25
°C (100 to 97.6 £ 1.5%), and, at 35 °C, force remained unchanged in the control
preparations, but a significant post rest decay was recorded in the presence of ryanodine
(100 to 76.6 £ 4.6%). The impact of increases in the imposed contraction frequency caused
a decline of the force only at high frequencies in all the experimental temperatures. The
maximal stimulation frequency sustained by the species is superior at high temperatures.
The addition of a tonic level of adrenaline (10 M) did not cause any significant alteration
in force or time-dependent parameters, when compared to control values. However, in
presence of the 10 uM ryanodine, the Fc decreased significantly, without alteration in the
TPT and THR. Additionally, the adrenaline concentration was incresed to 10° M. The
adrenergic stimulation with high level of adrenaline caused positive inotropy with a
magnitude that ameliorated the negative inotropic effect of ryanodine, with the exception of
high pacing frequencies. In conclusion, S. marmoratus seems to possess large stores of
intracellular activator Ca", resembling mammals rather than terrestrial ectothermic
vertebrates. As a difference, this species also depends on extracellular sources of Ca*" at
high temperatures which provide more flexibility to modulate the contraction force.



1. INTRODUCAO

Os vertebrados inferiores exibem uma ampla diversidade de tamanhos, adaptagdes
ecologicas, estilos de vida, além de peculiaridades metabdlicas. Segundo MUNOZ-
CHAPULI & HAMLETT (1996), tais caracteristicas fazem com que a demanda imposta ao
coragdo destes animais varie consideravelmente, resultando em uma ampla gama de
modificagdes na morfologia e fisiologia de seus sistemas cardiovasculares. Alem disso,
como animais ectotérmicos, a fun¢do cardiaca se altera em sincronia com a temperatura.
Durante variagcdes sazonais de temperatura, os peixes podem aclimatizar-se a nova
condicdo térmica ajustando seus processos bioquimicos e fisiologicos de maneira
compensatoria. Podem também encontrar mudangas agudas, resultantes de ciclos diurnos
de temperatura ou de movimentos verticais de predacdo ou migragdo através da coluna
d’agua (MATTHEWS & BERG, 1997; REID et al., 1997).

A influéncia da temperatura sobre a taxa cardiaca, funcionalidade dos canais
iénicos, potenciais fontes e transporte de Ca®" durante o acoplamento excitagio-contragio
(E-C) do musculo cardiaco sdo de particular interesse durante alteragdes na temperatura
(SHIELS et al., 2002).

Visto que mudancas agudas na temperatura ambiental resultam em imediatas
mudangas na temperatura corporal (BOWLER & TIRRI, 1990), e que tais mudangas nao
sdo necessariamente prejudiciais e podem ter curta duragdo, o efeito deste pardmetro no
acoplamento E-C cardiaco pode ter importante influéncia, sobretudo no manejo do Ca*"
disponivel para contracdo (VORNANEN et al., 2002). Desta forma, a disponibilidade de
Ca®" ¢ o principal determinante na geragdo de forga de contragio (Fc) no miocardio desses
animais.

Embora o miocardio dos teledsteos contenha basicamente todos os componentes
celulares para o acoplamento E-C vistos em mamiferos, a exata interacdo e papel
desenvolvido por cada um sobre a geracao de Fc sdo ainda incertos. Mais particularmente, a
relativa importancia das fontes de Ca”" para ativagio da contratilidade em teledsteos (fluxo
de Ca®" transarcolemal versus mobilizagio de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico) ndo foram

claramente definidas e apresentam particularidades que variam entre as espécies. Além
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disso, estudos de ultraestrutura indicaram variabilidade na estrutura e complexidade do
reticulo sarcoplasmatico (RS) do coragdo de diferentes espécies de teledsteos como, por
exemplo, grau de desenvolvimento, capacidade de armazenamento de Ca’’, densidade e
disposicdo dos canais de rianodina, subtipos e diferenciacdo da atividade de bombas e

canais i6nicos (TIITU & VORNANEN, 2003).

1.1. lonsCa® e Acoplamento Excitacdo-Contracio Cardiaco

A importancia dos ions Ca*" para o processo de contragdo muscular foi observada
inicialmente por Ringer em 1883 (OPIE, 1992), que descreveu os efeitos da remog¢do do
Ca’" extracelular sobre o coragdo isolado de sapo:

“...”Quando o fluido extracelular ¢ composto de solucdo salina, o ventriculo se torna
cada vez mais fraco e a contratilidade cessa. Bicarbonato de calcio, ou cloreto de calcio em
doses fisiologicas, ou em quantidades menores que aquelas presentes no sangue,
restabelecem boas contragdes’...”

Posteriormente, outros autores investigaram o papel do Ca®" em diferentes tipos de
musculo.

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

De acordo com DRIEDZIC & GESSER (1994), os mecanismos contrateis, ou seja,
a interagdo actomiosinica e sua regulacao pelo célcio, parecem ser similares nos diferentes
grupos de vertebrados (BERS, 1991). Porém, distingdes anatdmicas e estruturais existentes
no coracao de peixes, como um RS esparso, auséncia de tibulos transversos (tubulos-T),
midcitos relativamente pequenos (1 a 12,5 um) em relagcdo aos mamiferos (10 a 25 pum)
(HELLE, 1983; KEEN et al., 1992) e miofibrilas perifericamente arranjadas sdao a base de
importantes diferencas anatomo-fisioldgicas, particularmente em relagao a origem do célcio

a ser utilizado pelo aparato contratil (TIBBITS et al., 1991).
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FABIATO (1983) propds que, em mamiferos, o influxo transarcolemal de calcio
pela troca Na*/Ca®" e de canais voltagem-dependentes tipo L (lentos) dispara a liberagio de
uma quantidade ainda maior destes ions pelo RS, através de canais de célcio denominados
canais de rianodina, um mecanismo conhecido como liberagdo de calcio calcio-induzida
(BERS, 1991; FRANK, 2003). No entanto, a quantidade de Ca’" removida da célula
durante o relaxamento ¢ a mesma que entra pela sarcolema a cada batimento, sendo que a
célula ndo ganha nem perde ions Ca*" (BERS, 2002).

Apesar do fato da magnitude do influxo de célcio através dos canais lentos da
sarcolema ser varidvel entre as espécies de mamiferos, a maioria dos estudos indica que
este ¢ insuficiente em magnitude para suportar a contracdo (BERS, 1991; CHAPMAN,
1983). Assim, o calcio liberado do RS constitui-se na fonte principal deste ion para a
contra¢do no coragdo de todos os mamiferos estudados (WIER, 1990).

Por outro lado, no coragdo dos vertebrados inferiores a situacdo parece ser muito
diferente. TIBBITS et al. (1991), sugeriram que no miocérdio de anfibios, o célcio liberado
do RS nao ¢ significativo para a contrag¢do, além de ter sido contestada a ocorréncia de
liberacao de calcio calcio-induzida no ventriculo destes animais (FABIATO, 1983).

A rianodina, um alcaldide neutro extraido do vegetal Ryania speciosa (JONES et
al., 1979), liga-se especifica e irreversivelmente aos canais de calcio do reticulo
sarcoplasmatico (RS). Quando utilizada em concentragcdes micromolares (10-300 pM)
(CORONADO et al., 1994), provoca uma diminui¢ao da condutancia destes canais ao
calcio, inibindo assim a fun¢do do RS como fornecedor de calcio ao aparato contratil do
musculo cardiaco. Dessa forma, a rianodina tem sido utilizada para o teste da importancia
funcional do reticulo sarcoplasmatico no acoplamento excitagdo-contracdo de diversos
vertebrados, inclusive peixes (DRIEDZIC & GESSER, 1988; HOVE-MADSEN, 1992;
KEEN et al., 1994; GESSER, 1996; VORNANEN, 1996b; COYNE et al., 2000).

A contragdo ventricular tanto em anfibios (BERS, 1985) quanto em teledsteos
(HOVE-MADSEN & GESSER, 1989; MOLLER-NIELSEN & GESSER, 1992, KEEN et
al., 1994; GESSER, 1996; COSTA et al.,, 2000; RANTIN et al., 1998) parece ser
relativamente insensivel a rianodina, mesmo em concentragdes que comprovadamente
bloqueiam a liberagao de célcio do RS, quando os experimentos sdo conduzidos utilizando-

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

TIBBITS et al. (1992a), destacam que, teoricamente, a diminui¢ao do calcio livre
pode ser obtida por sistemas de transporte localizados em diferentes compartimentos: 1) a
bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico; 2) a troca Na'/Ca>"; 3) a bomba de calcio na
sarcolema e 4) a mitocondria.

No coragdo de mamiferos, a bomba de céalcio do RS e a troca Na'/Ca®" da sarcolema
sd0 0s principais mecanismos para reduzir a concentragdo citosolica de calcio a fim de
induzir o relaxamento méaximo. De acordo com BERS (2002), sob condi¢des normais, em
ratos cerca de 80% do calcio é removido pela bomba de Ca®" do RS, 28% pela troca
Na'/Ca*" sarcolemal, e o restante pela bomba Ca®" da sarcolema e tomada mitocondrial,
sendo os dois ultimos chamados de sistemas lentos, que aparentemente desempenham um
papel muito reduzido no relaxamento cardiaco de mamiferos (BASSANI et al., 1996;
MARENGO et al., 1997).

Os peixes, por sua vez, devido ao fato de apresentarem um RS relativamente menos
desenvolvido e uma maior razdo superficie/volume, diferem dos mamiferos em termos da
contribuicdo relativa dos mecanismos para a movimentacdo de calcio também no
relaxamento cardiaco. Nos vertebrados inferiores, o influxo transarcolemal relativamente
grande de célcio ¢ removido do citosol, durante o relaxamento cardiaco, basicamente pela
da troca Na"/Ca®" e da bomba de calcio sarcolemais (THOMAS et al., 1996), a primeira

constituindo-se no principal mecanismo em teledsteos (TIBBITS et al., 1991; DRIEDZIC
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& GESSER, 1994). Portanto, durante o ciclo cardiaco de peixes podemos observar uma
importancia reduzida do RS tanto como fornecedor quanto como armazenador de célcio, o
oposto ocorrendo com a sarcolema.

A relacdo entre for¢a isométrica maxima e freqiiéncia de contracdo ¢ documentada
para diversas espécies de peixes. Em tiras ventriculares da maioria dos teledsteos, um
aumento na freqiiéncia de contracdo reduz a duragdo do estado ativo, diminui a tensdo
isométrica maxima e, a maiores freqiiéncias, a taxa de contracdo (DRIEDZIC & GESSER,
1985; VORNANEN, 1989). Essa relagcdo inversa entre tensdo isométrica maxima ¢ a
freqiiéncia de contracdo na maioria dos teledsteos ¢ referida como um efeito escada
(“staircase”) negativo. Esta tendéncia a uma relacao forga-freqiiéncia negativa tende ainda a
ser acentuada por elevacdes da temperatura na faixa de 5 a 25 °C (HOVE-MADSEN,
1992).

Segundo DRIEDZIC & GESSER (1985), a razdo da ocorréncia de uma relagao
forca-freqliéncia negativa apresentada pela maioria dos teledsteos estd relacionada ao
controle intracelular de célcio. Uma menor capacidade de obtencao de célcio livre a partir
de reservas intracelulares nestes animais, associada a mecanismos sarcolemais de transporte
deste ion insuficientes para a manutencao do inotropismo a elevadas taxas de estimulacao
determinam indiretamente o grau de (in)eficacia do acoplamento E-C no musculo cardiaco.

Por tudo o que foi descrito anteriormente, fica claro que a contribui¢do relativa do
meio extracelular ¢ do RS como fornecedores de Ca®* varia grandemente entre as diferentes
espécies. Varias espécies de peixes como a carpa cruciana (Carassius carassius -
VORNANEN, 1989), o bacalhau do Atlantico (Gadus morhus - DRIEDZIC & GESSER,
1988), a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus - COSTA et al., 2000), e o gobideo de poca
de maré (Bathygobius soporator - RANTIN et al., 1998) mostraram-se insensiveis a
rianodina. Em espécies ativas, contudo, a rianodina reduziu o desenvolvimento de forca em
~20% (cavala — Scomber scombrus - SHIELS & FARRELL, 2000) a 40% (atum - Thunnus
albacares - SHIELS et al.,, 1997). Além disso, a sensibilidade a rianodina pode ser
freqiiéncia-dependente e temperatura-dependente, como na truta, sendo maior em
freqiiéncias sub-fisioldgicas e altas temperaturas (KEEN et al., 1994, HOVE-MADSEN et
al., 1998).
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Dessa forma, para as espécies acima citadas, parece haver uma forte correlacao
entre nivel de atividade, elevadas temperaturas e baixas freqliéncias de estimulacdo e a
presenca de um RS funcional. No entanto, estudos realizados com espécies neotropicais
indicaram grandes diferencas em relagdo a funcionalidade dessa organela como fornecedora
de Ca®" para a contragio (RIVAROLIL, 2002, ANELLI JR et al., 2004). Além de demonstrar
a funcionalidade do RS sob condigdes fisiologicas de temperatura e freqiiéncia de
estimulagdo, tais estudos indicaram que a relag@o entre funcionalidade do RS e o nivel de
atividade nao ¢ totalmente aplicavel para espécies neotropicais.

Por ser tdo importante, ndo somente para contragdo muscular, mas para diversas
funcdes fisioldgicas como a modulagdo de vias metabdlicas, sintese e liberagdo de
hormonios e crescimento celular (CARAFOLI, 1987), a concentragao de Ca2+, tanto extra
como intracelular sofre controle homeostatico muito delicado. Em mamiferos, a
concentragio de Ca®" extracelular ¢ regulada principalmente pelos horménios paratiredideo
e calcitonina (NEMETH, 1995). J4 a concentragdo intracelular de Ca®" ¢ precisamente
regulada por mecanismos de extrusdo e seqiiestro de Ca”” (CARAFOLI, 1994). Proteinas
intrinsecas de membrana, tanto da membrana plasmatica como da membrana intracelular,
regulam a concentragdo de Ca’" intracelular por promoverem extrusdo continua de Ca>" e
apresentam diferentes afinidades ao Ca’". Proteinas com atividade ATP4sica, como a
Ca”" /Mg -ATPase, apresentam alta afinidade ao Ca’", enquanto proteinas trocadoras de
fons, como a Na/Ca”", e proteinas que constituem canais, apresentam menor afinidade aos
jons Ca*" (CARAFOLL, 1994).

A bomba Ca*"-ATPase ¢ o principal, sendo o Gnico mecanismo para o seqiiestro de
Ca”" noRSe desempenha um papel central no tamponamento destes ions. Em mamiferos, a
alta afinidade por Ca®" permite que este ion seja transportado para o interior do RS, mesmo
quando a concentragdo de Ca®" se encontra em niveis sub-micromolares (NEMETH, 1995).

Existem semelhancas, mas também diferengas, entre as proteinas Ca®*-ATPase da
membrana plasmatica e do RS. Ambas sdo dependentes de Mg®". Entretanto, elas diferem
no peso molecular; na estequiometria Ca*:ATP (1:1 na membrana plamatica; 2:1 no RS); e
nas proteinas que modulam suas atividades (O’ DONNELL & OWEN, 1994).

A importéancia dos fons Ca*" no processo de contragio, bem como a origem extra ou

intracelular do Ca*" para diferentes estimulos de contracdo, pode ser avaliada por meio de
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experimentos de contragdo isométrica. Informagdes importantes a respeito dos mecanismos
envolvidos no controle da concentragio de Ca®" intracelular vém sendo obtidas pela
utilizagdo de drogas ou procedimentos que bloqueiam o influxo de Ca®" (meio extracelular
zero-Ca”"; bloqueadores de canais de Ca"), promovem liberagdo e fornecimento de Ca®" ao
espaco intracelular (cafeina, agonistas em meio com zero-Ca’*, adi¢do de Ca®" extracelular)
ou que interferem com seu armazenamento (tapsigargina, acido ciclopiazonico e rianodina).
Esta ¢ uma técnica valiosa, que vem sendo utilizada ha bastante tempo, para analise
funcional de diferentes fatores envolvidos nos processos de contragdo e relaxamento
muscular.

O uso de adrenalina tem sido descrito em experimentos de contracdo muscular
cardiaca numa tentativa de explorar os efeitos mediados pela ativagdo de f-
adrenoreceptores, no que se refere ao ajuste na disponibilidade de fons Ca®" para
desenvolvimento de contragdo muscular. Adicionalmente, aumentos nos niveis de Ca*"
extracelular podem aumentar o influxo de Ca®” transarcolemal sem ativagio de qualquer via
de transdugdo de sinal. Ambos procedimentos, em conjunto com aplicagdo de rianodina,
foram utilizados no presente estudo para fornecer informagdes adicionais da importancia
relativa do fluxo de Ca®" intra e extracelular durante o acoplamento E-C no miocardio
ventricular de Synbranchus marmoratus. Neste estudo, foram utilizados niveis fisiologicos
de estimulacdo adrenérgica para promover uma resposta relevante, sobretudo para avaliar o
fluxo de Ca”" tanto pela sarcolema como pelo RS, em presenca ou auséncia de rianodina.

Foram realizadas medidas de contragdo muscular com intervengdes fisiologicas e
farmacolégicas que interferem na disponibilidade de Ca*", numa tentativa de abordar as

~ 2+ - . . .
alteragcdes de Ca” intracelulares observadas durante diferentes protocolos experimentais.



2. OBJETIVOS

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de elucidar alguns dos

. . . ~ 2+
mecanismos intracelulares envolvidos com a regulacdo do Ca” no acoplamento E-C do

miocardio ventricular no teledsteo neotropical mugum, Synbranchus marmoratus,

submetido a diferentes temperaturas. Os seguintes parametros foram determinados:

a)

b)

d)

Respostas cronotropicas do miocardio ventricular por meio de registros
eletrocardiograficos da freqiiéncia cardiaca in vivo durante transicdes agudas da
temperatura de 25 para 35 °C e de 25 para 15 °C, e durante a recuperacao subseqiiente a
25 °C;

Efeito do tempo de exposi¢do prolongada (40 minutos) a diferentes temperaturas
experimentais (15, 25 e 35 °C) sobre a forga de contracdo das tiras ventriculares
eletricamente estimuladas para verificagao de possivel deterioracao;

Importancia do calcio extracelular para o acoplamento E-C do miocérdio ventricular a
15, 25 e 35 °C, por meio do estudo do efeito da adi¢do de concentragdes crescentes de
calcio ao meio extracelular e pela estimulagdo adrenérgica;

Efeitos do aumento da taxa de estimulacdo sobre a for¢a de contracdo ¢ sobre os
processos tempo-dependentes (tempos para que o pico maximo de forca seja atingido -
TPT e para 50 % de relaxamento -THR) de tiras ventriculares submetidas a diferentes
temperaturas (15, 25 e 35 °C);

Importancia do reticulo sarcoplasmatico como fornecedor de céalcio ao aparato contratil
a 15, 25 e 35 °C, por meio da comparagdo da for¢a de contragdo desenvolvida pelas

tiras ventriculares na presenca ou auséncia de rianodina.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram utilizados no presente estudo, exemplares adultos de ambos os sexos de
mugum, Synbranchus marmoratus (Bloch, 1795).

Os fatores determinantes para a escolha destas espécies como material de estudo
foram, dentre outros, o fato de ser espécie nativa, tipicamente neotropicais, a diferenga de
seu habitos e habitats, sua importancia bioldgica na fauna local, facilidade de coleta e
manutengdo em condigdes de laboratorio e principalmente, por pertencer a superordem

OSTARIOPHY SI.

3.1.1. Posicao Sistematica das Espécies

A espécie em questdo ocupa a seguinte posi¢ao sistematica:

Classe: OSTEICHTHYES
Subclasse: ACTINOPTERIGII
Divisdo: TELEOSTEI
Superordem: ACANTHOPTERYGII
Ordem: SYNBRANCHIFORMES
Familia: SYNBRANCHIDAE
Género: Synbranchus

Espécie: Synbranchus marmoratus
3.1.2. Breves Consideracdes Sobre a Espécie Estudada
Conhecido no Brasil como mugum, Synbranchus marmoratus (figura 1) ¢

comumente chamado de enguia, embora ndo seja uma enguia verdadeira, as quais

pertencem a familia Anguilidae. E uma espécie demersal, de 4gua doce e salobra, habitando
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aguas tropicais e subtropicais, encontrada na América Central e do Sul, desde o México até

o norte da Argentina.

Figura 1. Exemplar adulto de mucum, Synbranchus marmoratus (fotogratado por Leo G.
Nico, USGS, Gainesville, Florida/USA)

Possui respiracdo aérea acessoria, utilizando-se de sua cdmara buco-faringea
modificada, podendo viver tanto em aguas pobres como ricas em oxigénio (ROBINS, 1991,
KENNY, 1995). Facilmente reconhecida por possuir uma unica abertura branquial
localizada abaixo da cabeca, corpo cilindrico e longo, olhos pequenos, nadadeiras dorsais e
anais vestigiais, ndo possuindo nadadeiras ventrais e peitorais. Habitam aguas claras ou
tarbidas de corredeiras, rios, lagos, canais, reservatorios e campos de arroz. Sao noturnos e
carnivoros.

No inicio da estacdo seca, quando o nivel da dgua declina, constroem um “cocoon”
no sedimento, onde se enterram e passam um periodo de dorméncia em épocas de estiagem
até a chegada da estagdo chuvosa. Este “cocoon”, em grande parte sub-horizontal, pode ter
varios diverticulos, seguidos por uma seccao vertical que leva ao exterior por uma abertura
unica (GRAHAM et al., 1995; KENNY, 1995). Embora seu metabolismo diminua muito

durante este periodo, o peixe permanece ativo (ROBINS et al., 1991).
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3.2. Métodos

3.2.1. Coleta e Manutenciao em Laboratério

Os exemplares de S. marmoratus (Wt = 130 + 25g) utilizados no presente estudo
foram coletados em varzeas do rio Parana, junto a cidade de Castilho (SP), acondicionados
em tanques de 25 a 50 litros e imediatamente transportados ao Laboratério de Zoofisiologia
e Bioquimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal de Sao Carlos, onde foram realizados os experimentos.

Em laboratorio, os peixes foram mantidos em tanques de 500 a 1000 litros dotados
de circula¢do continua de agua (1,2 I/min) e temperatura controlada (25 = 1 °C) por, no
minimo, 45 dias. Estudos prévios (HARDER et al., 1999) demonstraram que esse periodo ¢é
suficiente tanto para a recuperagao do estresse decorrente da coleta e transporte, como para
a aclimatacdo as condi¢des laboratoriais. Os peixes receberam alimentacdo semanal
composta por peixes de pequeno porte e files de peixes, sendo que os animais utilizados nos
experimentos in vivo tiveram alimentacdo suspensa por 24 h antes do inicio dos

experimentos.

3.2.2. Preparacoes Experimentais

3.2.2.1. Experimentos In Vivo

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

Os animais foram pesados ¢ medidos e entdo imersos, por cerca de 15 min, em uma
solugdo de benzocaina 0,25% (CoH; NO, — Labsynth). Isto proporcionou um nivel
adequando de anestesia, enquanto os movimentos respiratorios espontaneos foram
preservados.

Imediatamente apos a anestesia, os animais foram transferidos para uma mesa

cirtirgica para implantagdo dos eletrodos ativos (ou exploradores) a fim de se obter os



Material e Métodos 12

tragos eletrocardiograficos. Durante a cirurgia, um eletrodo positivo foi introduzido na
regido mediana proximo ao coragdo € um negativo, mais abaixo, na mesma direcdo do
primeiro. Os eletrodos foram suturados 2 pontos cirirgicos na musculatura corpdrea para
evitar seu deslocamento. Um terceiro eletrodo, de referéncia, foi colocado na agua da
camara experimental. Os eletrodos foram conectados ao acoplador universal de um
registrador Narcotrace 40 (Narco Bio Systems, Houston, TX, EUA). Essa preparacao
permitiu a obtengdo de registros similares aqueles observados na derivacao I (D;) da
eletrocardiografia padrdo.

Apds a cirurgia, os animais foram introduzidos em uma camara de contencdo e
transferidos para o tanque experimental, no qual a agua foi mantida com oxigenagdo
continua (normdxia) na temperatura de aclimatacdo (25 °C). Seguiu-se entdo um periodo de
recuperacdo minimo de 24 horas, apds o qual os protocolos experimentais foram
desenvolvidos. As temperaturas foram ajustadas por um termostato FAC-TempControl

(FAC, Sao Carlos, SP, Brasil).

3.2.2.2. Experimentos In Vitro

As preparagdes experimentais foram efetuadas de acordo com os procedimentos
inicialmente propostos por GESSER (1977), com algumas modificacdes, descritas a seguir.
Os animais foram sacrificados por meio de uma forte pancada na regido cefélica e
pesados. O coragdo foi retirado e colocado em solugdo fisioldgica gelada propria para

peixes teleosteos, com a seguinte composi¢do (mM):

Substincia NaCl KCl MgSO4 | NaHCO3 | NaH,;POy4 CaCl, | Glicose

[ |- mM 125 2,5 0,94 30 1 1,25 10

O pH da solugéo foi de 7,4 a 25° C.

Cada tira, com diametro de aproximadamente de 1 a 2 mm, peso médio de 1,8 mg e
comprimento maximo de 0,5 cm foi transferida, imediatamente apos a preparagdo, para um
banho contendo 50 ml de solugdo fisioldgica ja termostatizada a temperatura de 25°C e
dotado de borbulhamento constante de mistura carbogénica (98% O, e 2% CO;). Uma
extremidade da tira foi fixada, com auxilio de uma argola de metal em espiral, a um gancho

construido na parte terminal de um eletrodo de estimulagao de platina.
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A outra extremidade foi conectada, com linha cirurgica (0,7/6-0 — Ethicon), a um
transdutor de forca isométrica Letica TRI 110 (Letica Scientific Instruments) para que o
registro das contragdes isométricas em um registrador Narcotrace 40 (Narco Bio-Systems).
Um segundo eletrodo de platina foi colocado no interior do banho ao lado do primeiro. Os
eletrodos de estimulagdo foram acoplados a estimuladores construidos na oficina eletronica
do Laboratorio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa, os quais geram pulsos elétricos
quadrados com 8 ms de dura¢do e uma voltagem 50% superior aquela que atingir o limiar
da resposta mecanica, permitindo assim a estimulagdo elétrica das tiras para o
desenvolvimento da forca de contracdo a diferentes taxas. Este equipamento possui as
mesmas especificacdes eletronicas dos estimuladores Grass SD9 (Quincy, Mass., USA).

As tiras foram entdo estimuladas a uma freqiiéncia constante de 0,2 Hz (0.2 pps ou
12 bpm) e estiradas, utilizando-se um micromanipulador, para aumentar a distancia entre o
transdutor e o gancho de fixagdo até que uma relagdo constante entre o comprimento da
preparacdo e o pico da forca de contragdao fosse obtida. Este pequeno estiramento foi feito
numa tentativa de diminuir o impacto da orientagdo celular indefinida da preparagdo
(GESSER, 1996).

Depois da estabilizacdo, seguiu-se um periodo de repouso de 30 minutos, apds o
qual os diferentes protocolos experimentais foram aplicados, incluindo alteragdo da
temperatura, elevagao da taxa de estimulacao, alteragdes do contetido de calcio e adicao de

rianodina e adrenalina.
3.2.3. Protocolos Experimentais
3.2.3.1. Experimentos In Vivo
3.2.3.1.1. Reducio da Temperatura
Apds um periodo de recuperagdo, a freqiiéncia cardiaca (fy) foi registrada na
temperatura de aclimatagdo (25 °C) e a temperatura da agua foi gradualmente reduzida

(10°C.h™") até atingir 15 °C e entdio gradualmente elevada até retornar a temperatura inicial.

Foram realizados registros da fy a cada 5°C, sendo que cada temperatura experimental foi
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mantida por um periodo de 25 min, seguidas por 5 min adicionais, durante os quais 0s

registros foram obtidos. A fy foi expressa em batimentos cardiacos por minutos (bpm).
3.2.3.1.2 . Aumento da Temperatura

Apds um periodo de recuperagdo, a freqiiéncia cardiaca (fy) foi registrada na
temperatura de aclimatagdo (25 °C) e a temperatura da agua foi gradualmente aumentada
(10°C.h™") até atingir 35 °C e entdo gradualmente reduzida até retornar a temperatura inicial.
Os procedimentos para os registros da fy foram os mesmo descritos para redugdo de
temperatura, ou seja, foram feitos registros em intervalos de 5°C durante 5 min, apos

manter-se cada temperatura por 25 min.
3.2.3.2. Experimentos In Vitro
3.2.3.2.1. Efeito do Tempo

As preparacdes foram mantidas a 15, 25 e 35 °C em um banho contendo 1,25 mM
de Ca*" durante um periodo de 40 minutos durante o qual, a for¢a de contragdo isométrica a
taxa de estimulacdo de 0,2 Hz foi registrada ininterruptamente. Ao final dos 40 minutos,
registros rapidos da Fc (25 mm.s™) foram efetuados por 10-15 segundos para as medidas de
possiveis variacdes nos parametros tempo-dependentes: tempo para atingir o pico maximo
de for¢a (TPT — ms) e tempo para atingir 50% do relaxamento (THR — ms).

Tal protocolo foi desenvolvido para avaliar a possivel ocorréncia de uma

deterioragao da forca de contragdo isométrica no decorrer do periodo experimental.
3.2.3.2.2. Efeito do Aumento da Concentracio de Calcio

Os pares de tiras ventriculares foram estabilizados a 0,2 Hz na temperatura de
aclimatagio (25 °C) em um banho contendo 1,25 mM de Ca*, por um periodo de
aproximadamente 15 min. Apo6s este periodo, foram efetuados registros do

desenvolvimento de for¢a isométrica das tiras por 3 min.
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A seguir, as concentragdes de Ca®" das preparagdes foram elevadas em 2 mM a cada
10 minutos (por meio da adi¢do de CaCly) ou apds cada concentracdo ter produzido seu
efeito completo. Os registros foram efetuados ao longo de todo o experimento. O mesmo
protocolo foi repetido, porém nas temperaturas de 15 e 35 °C. Em cada concentragdo de
Ca”", registros rapidos da forca de contragio foram efetuados para a analise dos pardmetros

tempo-dependentes.

3.2.3.2.3. Tensao Pos-Repouso

Este procedimento foi conduzido com o intuito de analisar-se a capacidade de
armazenamento intracelular de célcio durante o periodo de repouso.

As tiras ventriculares foram estabilizadas a uma freqiliéncia de estimulagdo constante
de 0,2 Hz. Ao final do periodo de estabilizacdo, registros rapidos da forca de contragdo
foram realizados. Seguiu-se entdo um periodo de repouso de 5 min, apos o qual as tiras
foram novamente estimuladas. A primeira contragao registrada apds o primeiro estimulo foi
considerada a tensao pos-repouso (TPR).

Para a determinagdo da importancia funcional do reticulo sarcoplasmatico nessa

espécie, o protocolo experimental acima descrito foi repetido. Porém, um dos banhos
recebeu 10 uM de rianodina (Sigma - C,sH3sNOy) 30 minutos antes do inicio do

experimento.

3.2.3.2.4. Relacao Forc¢a-Freqiiéncia

Os protocolos descritos a seguir foram realizados com o objetivo de
determinar a capacidade do miocéardio da espécie em manter o acoplamento excitagao-
contracdo apds incrementos da freqliéncia cardiaca em diferentes temperaturas e a

participacao do reticulo sarcoplasmatico neste processo.
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3.2.3.2.4.1. Preparacdes Controle

Ap6s o periodo de estabilizacdo a 25 °C, as taxas de estimula¢do impostas sobre as
tiras ventriculares em um meio contendo uma concentracio fisiologica de Ca®" (1,25 mM)
foram progressivamente aumentadas a partir de 0,2 Hz (12 bpm) até que os registros
obtidos se tornassem irregulares. Adicionalmente, apds cada incremento na taxa de
estimulagdo, efetuou-se registros rapidos da Fc para a medida de possiveis variagdes nos
parametros tempo-dependentes. Estes procedimentos foram realizados nas temperaturas

experimentais de 15, 25 e 35 °C.
3.2.3.2.4.2. Baixa Concentracio de Adrenalina (10 M)

O mesmo procedimento experimental anteriormente descrito (item
3.2.3.2.4.1) foi adotado, ou seja, registrou-se o efeito do aumento na freqiiéncia de
estimulacdo sobre a Fc e os parametros tempo-dependentes (TPT e THR) das tiras
ventriculares de S. marmoratus até que os registros se tornassem irregulares para as
temperaturas experimentais de 15, 25 e 35 °C. Porém neste caso, com adigdo de 10® M de
adrenalina (Sigma®). De acordo com SHIELS & FARRELL (1997), esta concentra¢io de
adrenalina equivale a concentragdo tonica encontrada no plasma de peixes teledsteos em

repouso.
3.2.3.2.4.3. Baixa Concentracio de Adrenalina + Rianodina

O mesmo procedimento experimental descrito no item 3.2.3.2.4.2 foi adotado, ou
seja, as tiras ventriculares foram submetidas a incrementos sucessivos da freqiiéncia de
estimulacdo nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C, em um meio contendo concentragdes
fisiologicas de Ca*" (1,25 mM) e 10™® M adrenalina. Porém, foram adicionados ao banho 10

UM de rianodina 30 min antes das alteracdes na freqiiéncia.
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3.2.3.2.4.4. Rianodia + Alta concentrac¢io de Adrenalina (10 M)

Este protocolo seguiu-se como descrito no item 3.2.3.2.4.3, nas temperaturas
experimentais de 15, 25 e 35 °C. No entanto, a concentragdo de adrenalina foi elevada para
10° M e a concentragio de rianodina mantida em 10 uM. Tais incrementos na concentragio
de adrenalina foram realizados no intuito de simular uma situagcdo de estimulacdo
adrenérgica maxima. Os incrementos na freqiiéncia de estimulagdo iniciaram-se 10 min

apods o incremento na concentragdo de adrenalina do banho.

3.3. ANALISE DOS DADOS

3.3.1. Forma de Apresentacio dos Resultados

Os resultados obtidos no presente estudo foram representados da seguinte forma:

e Freqiiéncia Cardiaca (fy): expressa em batimentos por minutos (bpm). Os valores
de fy obtidos durante a transicdo aguda da temperatura até¢ 35 °C ou para 15 °C e
apds o retorno a temperatura de aclimatacdo sdo comparados aos valores iniciais
observados a 25 °C.

e Forc¢a de Contragao (Fc): A Fc foi expressa em mN.mm™ nos protocolos em que
foram analisados o efeito da adi¢do de concentragdes crescentes de calcio ao meio
extracelular, efeito do tempo de exposi¢do e efeito do aumento da freqiiéncia de
estimulacdo sobre o desenvolvimento de forca das tiras ventriculares. Ja no
protocolo de analise da tensdo pos-repouso (TPR), os valores da Fc na presenga ou
auséncia de rianodina foram expressos como uma porcentagem da ultima contragdo
registrada anteriormente ao repouso.

e Cinéticas da Contracao:

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

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

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

3.3.2. Tratamento Estatistico dos Dados

Os seguintes procedimentos estatisticos foram adotados para a analise dos dados
obtidos no presente estudo:

Analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer de
comparagdes multiplas, para verificar a existéncia de possiveis variagdes significativas
entre os valores de um mesmo protocolo experimental. As diferengas foram consideradas
significativas quando valores de p foram menores que 0,05.

Teste de Mann-Whitney, para verificar a ocorréncia de possiveis diferencas
estatisticas significativas entre pontos correspondentes de diferentes protocolos
experimentais. As diferencas foram consideradas significativas quando valores de p foram

menores que 0,05.



4. RESULTADOS

4.1. Freqiiéncia cardiaca in vivo

4.1.1. Efeito do Aumento da Temperatura e Retorno a 25 °C

Os valores médios da freqiiéncia cardiaca (fy — bpm) de mucum, Synbranchus
marmoratus (n = 7; Wt = 130 + 25g), frente a elevacdo da temperatura de 25 para 35 °C e
durante o retorno subseqiiente a 25 °C sdo apresentados na Tabela 1 e representados
graficamente na Figura 2. A 25 °C, a fy foi de 31,1 £ 1 bpm, aumentando progressiva e
significantemente a partir de 30°C, atingindo seus valores maximos a 35 °C (50,5 = 1,9
bpm).

No retorno subseqiiente a temperatura de aclimatagao, os valores de fy recuperaram

os inicialmente observados tanto a 30 como a 25 °C (28,8 £ 1,5 bpm).

4.1.2. Efeito da Diminui¢io da Temperatura e Retorno a 25 °C

Os valores médios da freqiiéncia cardiaca (fy — bpm) de mucum, S. marmoratus
(n=7; Wt = 130 £ 25g), frente a diminui¢do da temperatura de 25 para 15 °C e durante o
retorno subseqiiente a 25 °C sdo apresentados na Tabela 1 e representados graficamente na
Figura 3. A 25 °C a fy foi de 29,7 £ 1,6 bpm, aumentando progressiva e significantemente a
partir de 20°C, atingindo seus valores minimos a 15 °C (12,6 £ 0,8 bpm).

No retorno subseqiiente a temperatura de aclimatacgdo, os valores de fi recuperaram

os iniciais observados tanto a 20 como a 25 °C (27,3 £ 2,3 bpm).
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Tabela 1. Valores de freqiiéncia cardiaca (fy — bpm) in vivo de S. marmoratus em resposta a
reducdo de temperatura de 25 para 15 °C (n = 7) e de aumentos da temperatura
de 25 para 35 °C (n = 7) e ambos apos retorno subseqiiente para 25 °C (25r).
Valores médios £ 1 E.P.M. (**) p <0,01; (***) p <0,001

Temperatura fu

O (bpm)

25 31,2+ 1,2

30 40,8 £ 1,1 ok
35 50,5+£0,7  H**
30 39,0+ 1,4

25r 28,8+23

25 28,9+0,9

20 202+24 ox
15 12,7+£1,9  ***
20 19,7+£23 k%
25r 273+1,6
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Figura 2. Efeito da elevagdo gradual da temperatura de 25 para 35 °C e da recuperagdo
subseqiiente a 25 °C sobre a freqiiéncia cardiaca (fy — bpm) in vivo de S.
marmoratus (n = 7). Valores médios + 1 E.P.M. Os asteriscos indicam diferenca
significativa em relagdo aos valores iniciais.
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Figura 3. Efeito da reducdo gradual da temperatura de 25 para 15 °C e da recuperacao
subseqiiente a 25 °C sobre a freqliéncia cardiaca (fy — bpm) in vivo de S.
marmoratus (n = 7). Valores médios = 1 E.P.M. Os asteriscos indicam diferenga

significativa em relagdo aos valores iniciais (p < 0,05).
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4.2. Musculo Cardiaco Isolado

4.2.1. Efeito do Tempo sobre a Forca de Contracao

Os valores médios da forca de contragio (Fc — mM.mm™) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de S. marmoratus (n=10), obtidos ap6s 40 minutos de estimulagdo a 0,2 Hz
em concentragdes fisiologicas de Ca*’ (1,25mM), nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C,
encontram-se na tabela 2 e representados graficamente na figura 4.

A Fc foi mantida constante (p > 0,05) ao longo de todo o periodo experimental e em

todas as temperaturas testadas.

4.2.2. Aumento Progressivo na Concentrac¢ao de Calcio Extracelular

4.2.2.1. Efeito do aumento progressivo do calcio extracelular a 15 °C

Os valores médios da for¢a de contragdo isométrica (Fc — mM.mm™) das tiras
ventriculares de S. marmoratus (n=10) na temperatura de 15 °C quando submetidas a
incrementos sucessivos na concentracio de Ca’" extracelular estdo apresentados na tabela 3
e representados graficamente na figura 5.

A analise dos resultados obtidos indicou ndo haver alterac¢do significativa da Fc em
relacdo aos valores iniciais (1,25 mM).

A figura 6 apresenta os valores médios de TPT e THR desenvolvidos pelas tiras
ventriculares de S. marmoratus em resposta ao aumento progressivo na concentragdo de
Ca”" extracelular na temperatura de 15 °C. Estes valores apresentados na tabela 3.

Os incrementos na concentragdo de Ca’" extracelular a 15 °C ndo afetaram
significativamente o tempo necessario para que o pico maximo de tensdo (TPT) fosse
atingido. De mesmo modo, o tempo para 50% do relaxamento (THR) também ndo foi

. ~ 2+
afetado pelos incrementos na concentragdo de Ca™ .
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Tabela 2. Valores da fora de contracio (Fc — mN.mm™) das tiras ventriculares de S.
marmoratus (n = 10) a 15, 25 e 35 °C durante a exposi¢do a um meio contendo
1,25 mM de CaCl2 durante um periodo de 40 minutos. Valores médios £ 1

E.P.M.

Tempo Fc (mN.mm'z)

(min) 15°C 25°C 35°C
0 14,5+ 0,6 17,8 £ 1,5 12,3 +1,1
10 14,4+ 0,6 17,52+ 1,6 122 +1,0
20 13,0+ 1,1 17,1 £1,5 11,9 £4,1
30 13,9+ 0,6 17,0+1,2 11,7+£1,0
40 13,7+ 0,6 169+ 1,0 11,5+1,0
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Figura 4. Efeito do tempo de exposi¢do (40 min) sobre a for¢a de contragdo (Fc — mN.mm’
%) das tiras ventriculares de S. marmoratus nas temperaturas de 15, 25 ¢ 35 °C (n
= 10) em meio contendo 1,25 mM de CaCl,. As barras verticais representam os

valores médios =+ 1 E.P.M.
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Tabela 3. Valores da forca de contracdo (Fc — mN.mm™), do tempo de contracio (TPT —
ms) e do tempo para para 50% do relaxamento (THR — ms) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de S. marmoratus (n = 10) a 15 °C. durante a elevacao gradual
da concentracdo de Ca® no meio extracelular. Valores médios + 1 E.P.M.

Ca™ Fc TPT THR

(mM) (mN.mm™) (ms) (ms)

1,25 13,7+ 0,6 1455 + 353 920 + 484
3,25 13,7 + 0,6 1475 + 33,5 1000 + 42,8
25 143 + 0,7 1515 + 373 1080 + 66,7
7,25 14,5 £ 0,7 1555 + 39,0 1165 + 853
9,25 14,9 £ 0,7 1555 + 49,1 1190 + 86,2
11,25 153 + 07 1565 + 522 1245 + 87,0
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Figura 5. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de Ca*" (mM) sobre o
desenvolvimento de for¢a de contragao (Fc — mN.mm'z) das tiras ventriculares
de S. marmoratus (n = 10) na temperatura de 15 °C. Valores médios + 1 E.P.M.

1800 +
1600 - !___‘/‘/i—i‘_'i
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 +
0 \ \ \ \ \ !
1,26 325 525 725 925 11,25

ca® (mMm)

Tempo (ms)

—e—TPT —O0—THR

Figura 6. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de Ca*" (mM) sobre os tempos
de contragao (TPT - ms) e relaxamento (THR — ms) das tiras ventriculares de S.
marmoratus (n = 10) a temperatura de 15 °C. Valores médios £ 1 E.P.M.
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4.2.2.2. Efeito do aumento progressivo do calcio extracelular a 25 °C

Os valores médios da Fc das tiras ventriculares de S. marmoratus (n=10) na
temperatura de 25 °C quando submetidos a incrementos sucessivos na concentragio de Ca>"
extracelular estdo apresentados na tabela 4. A representacao grafica destes resultados pode
ser observada na figura 7.

Da mesma forma como registrado para 15 °C, a analise estatistica dos valores de Fc
obtidos a 25 °C revelam nao ter havido alteragdo significativa da Fc (p > 0,05) em nenhuma
concentracdo de Ca®", apesar da tendéncia grafica de elevacdo deste parametro.

A figura 8 apresenta os valores médios de TPT e THR desenvolvidos pelas tiras
ventriculares de S. marmoratus em resposta ao aumento progressivo na concentracao de
Ca®" extracelular na temperatura de 25 °C. Os valores sio apresentados na Tabela 4.

O TPT ndo sofreu alteragdes significativas até a concentragio de Ca®" extracelular
atingir 7,25 mM, a partir da qual os valores para o TPT tornam-se significantemente
menores que os valores observados para as concentragdes de Ca”" iniciais. Por outro lado, o

THR nao sofreu alteragdes significativas em nenhuma das concentragdes de Ca”" testadas.

4.2.2.3. Efeito do aumento progressivo do calcio extracelular a 35 °C

Os valores médios da Fc das tiras ventriculares de S. marmoratus (n=10) na
temperatura de 35 °C quando submetidos a incrementos sucessivos na concentragio de Ca*"
extracelular sdo apresentados na tabela 5 e representados graficamente na figura 9.

Diferente do observado nas demais temperaturas, a Fc obtida a 35 °C aumentou
significativamente j4 a partir da concentragdo de Ca®" de 3,25 mM.

A figura 10 apresenta os valores médios de TPT e THR desenvolvidos pelas tiras
ventriculares em resposta a0 aumento progressivo na concentragio de Ca”” extracelular na
temperatura de 35 °C. Estes valores sdo representados na tabela 5.

Os incrementos na concentracdo de Ca®" extracelular a 35 °C ndo alteraram
significativamente o TPT. Porém, o THR aumentou significativamente a partir da

concentracdo de Ca®" de 7,25 mM.
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Tabela 4. Valores da for¢a de contragdo (Fc — mN.mm'Z), do tempo de contragdao (TPT —
ms) e do tempo para para 50% do relaxamento (THR — ms) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de S. marmoratus (n = 10) a 25 °C. durante a elevagdo gradual
da concentracdo de Ca®" no meio extracelular. Valores médios + 1 E.P.M. Os
asteriscos representam diferengas significativas (p < 0,05) em relacdo aos
valores iniciais. (*) p < 0,05; (**) p <0,01.

Ca™ Fec TPT THR

(mM) (mN.mm™) (ms) (ms)

1,25 17,09 + 1,07 7633 + 24,4 355 + 20,1
3,25 18,17 + 1,25 701,6 + 29,5 355 + 22,4
323 18,55 + 1,19 665,0 + 26,18 371 + 23,6
7,25 19,19 + 1,26 645,0 +40,3 375 + 213
9,25 19,89 + 1,10 630,0 £364 * 395 + 22,5
11,25 20,25 + 1,09 5933 +413 ** 406 + 22,4
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Figura 7. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de Ca®* (mM) sobre o
desenvolvimento de for¢a de contracio (Fc — mN.mm™) das tiras ventriculares
de S. marmoratus (n = 10) na temperatura de 25 °C. Valores médios + 1 E.P.M.
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Figura 8. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de Ca*~ (mM) sobre os tempos
de contra¢do (TPT - ms) e relaxamento (THR — ms) das tiras ventriculares de S.
marmoratus (n = 10) na temperatura de 25 °C. Valores médios £ 1 E.P.M. (*) -
diferencas significativas (p < 0,05) em relag@o aos valores iniciais.



Material e Métodos 31

Tabela 5. Valores da for¢a de contragdao (Fc — mN.mm'Z), do tempo de contragdao (TPT —
ms) e do tempo para para 50% do relaxamento (THR — ms) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de S. marmoratus (n = 10) a 35 °C. durante a elevagdo gradual
da concentragio de Ca*" no meio extracelular. Valores médios + 1 E.P.M. (¥) p
<0,05; (**); p<0,01.

Ca** Fc TPT THR
(mM) (mN.mm™) (ms) (ms)

1,25 122+ 1,6 370,0 + 26,2 1833 + 6,4

3,25 16,0+ 1,8 3433 + 15,5 185,0 + 4,3

325 203+18 *| 34164125 195,0 + 8,5

7,25 23419  *| 32544105 2093 + 11,5

9,25 037414 **| 3200496 236,64+ 10,8 **
11,25 250419 **|  3066+82 246,61+ 185 **
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Figura 9. Efeito de aumentos na concentragdo extracelular de Ca*" (mM) sobre o
desenvolvimento de forca de contracdo (Fc — mN.mm™) das tiras ventriculares
de S. marmoratus (n = 10) na temperatura de 35 °C. Valores médios + 1 E.P.M.
Os asteriscos representam diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo aos
valores iniciais.
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Figura 10. Efeito de aumentos progressivos na concentragio extracelular de Ca*" (mM)
sobre os tempos de contracao (TPT - ms) e relaxamento (THR — ms) das tiras
ventriculares de S. marmoratus (n = 10) a temperatura de 35 °C. Os pontos
representam os valores médios = 1 E.P.M. (*) - diferengas significativas (p <
0,05) em relagdo aos valores iniciais.
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4.2.2.4. Comparacdes entre 15 x 25 x 35 °C

A figura 11 compara os valores de Fc das tiras ventriculares de S. marmoratus
obtidas a 15, 25 e 35 °C, quando submetidas a aumento progressivo de concentracao de
Ca’" extracelular.

Os valores de Fc obtidos a 15 °C foram sempre significativamente (p<0,05) menores
que os obtidos a 25 e 35 °C, em todas as concentragdes de Ca’" testadas. A 35 °C,
incrementos nas concentragdes de Ca”"” extracelular causaram significativo aumento da Fc
quando as concentragdes atingem valores superiores a 3,25 mM, sendo que a partir dessa
concentracao, os valores obtidos para a Fc ultrapassam os valores encontrados a 25 °C, s6
sendo siginificantemente superior 4 25 °C na méaxima concentragio de Ca** (11,25 mM).

As figuras 12 e 13 apresentam a comparacdo entre os valores médios de TPT e
THR, respectivamente, obtidos nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C, durante incrementos
progressivos na concentracao de Ca”" extracelular.

Assim como ocorreu com os valores medidos para a Fc, os parametros tempo-
dependentes obtidos a 15 °C foram significativamente maiores que os obtidos a 25 e 35 °C
em todas as concentragdes de Ca’’ testadas. Tanto o TPT quanto THR foram
significativamente (p<0,05) menores em todas as concentragdes de Ca®’ testadas a 35 °C

quando comparadas com preparagdes em temperatura de aclimatacao.
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Figura 11. Diagrama comparativo do efeito de incrementos progressivos na concentragao

de Ca™" extracelular sobre a for¢a de contragio (Fc — mN.mm?) de tiras
ventriculares de S. marmoratus (n = 10) a 15, 25 e 35 °C. Valores médios + 1
E.P.M. Simbolos abertos representam diferengas significativas (p < 0,05) em
relag@o aos valores iniciais. Os asteriscos representam diferengas significativas
(p < 0,05) em relagao aos valores obtidos a 25 °C.
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Figura 12. Diagrama comparativo do efeito de incrementos progressivos na concentracao

de Ca®" extracelular sobre o tempo para o pico méximo de tensdo (TPT - ms)
de tiras ventriculares de S. marmoratus (n = 10) a 15, 25 e 35 °C. Valores
médios £ 1 E.P.M. Simbolos abertos representam diferengas significativas (p
< 0,05) em relacdo aos valores iniciais. Os asteriscos representam diferencas
significativas (p < 0,05) em relag@o aos valores obtidos a 25 °C.
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Figura 13. Diagrama comparativo do efeito de incrementos progressivos na concentracao
de Ca®" extracelular sobre o tempo para 50 % de relaxamento (THR - ms) de
tiras ventriculares de S. marmoratus (n = 10) a 15, 25 e 35 °C. Valores médios +
1 E.P.M. Simbolos abertos representam diferencas significativas (p < 0,05) em
relacdo aos valores iniciais. Os asteriscos representam diferencas significativas
(p < 0,05) em relacao aos valores obtidos a 25 °C.
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4.2.3. Tensao (Fc) pés-repouso com e sem rianodina

Os valores médios da for¢a de contragdo (Fc) desenvolvida pelas tiras ventriculares
de S. marmoratus nas temperaturas experimentais de 15, 25 e 35 °C apds pausa diastolica
prolongada e nao fisioldgica (tensdo pds-repouso) de 5 minutos, sdo dados como uma
porcentagem da ultima contragdo antes da pausa e estdo apresentados na Tabela 6, que
mostra os resultados obtidos na presenga e na auséncia de rianodina (10 uM). Tais valores
também encontram-se representados graficamente na figura 14.

Na temperatura de 15 °C, o repouso causou uma resposta inotropica positiva, ou
seja, uma potenciagao pos-repouso da Fc, tanto dos grupos controle como dos tratados com
rianodina. A comparagdo dos valores de Fc pos-repouso e os observados imediatamente
antes da pausa mostra uma potenciagdo de 23,1 % para o grupo controle e 17,6 % apds
adi¢do de rianodina.

A 25 °C, o grupo controle apresentou significativa potenciacdo pos-pausa da Fc da
ordem de 19,3 %. No grupo tratado com rianodina ndo houve potenciagdao da Fc apos o
repouso sendo os valores obtidos igualados aos valores encontrados antes da pausa.

Na temperatura de 35 °C, ndo houve nenhuma potencia¢do na tensdo pos-repouso
nos grupos controle, sendo que a Fc permaneceu inalterada apds a pausa, quando
comparadas com os valores obtidos antes do repouso. Porém, foi observada uma
significativa queda no desenvolvimento de forca apds a pausa (decaimento pos-pausa) na

presenca rianodina (100 para 76,6 + 4,6%).
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Tabela 6. Valores da forca de contragdo (Fc - % da ultima contragdo precedente ao
repouso) apds uma pausa de 5 min pelas tiras ventriculares de S. marmoratus
nas diferentes temperaturas em preparacdes controle ( n = 10) e em presenca
de 10 uM de rianodina (n = 10). Valores médios = 1 E.P.M.

Fc (% valores iniciais)

15°C 25°C 35°C
Controle 123,1 £2,7 1193+ 1,5 92,624
Rianodina 117,6 £2,3 96,5+ 1,1 74,5 £33

0Controle @ Rianodina
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Figura 14. Efeito da temperatura sobre a tensdo pos-pausa (Fc - % da forca desenvolvida
na ultima contracdo precedente ao repouso) das tiras ventriculares de S.
marmoratus apos uma pausa em preparacdes controle (n = 10) e tratadas com
10 uM de rianodina (n = 10). Uma freqliéncia de estimulacdo de 0,2 Hz
seguida por uma pausa diastdlica de 5 min. As barras verticais representam
valores médios + 1 E.P.M. Asteriscos acima das barras: diferen¢a significativa
em relacdo aos valores pré-pausa (p < 0.001). Asteriscos acima das linhas
horizontais: diferenca significativa entre os valores controle e apds adi¢ao de
rianodina (p < 0.001).
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4.2.4. Efeitos de Incrementos da Freqiiéncia de Estimulagao

Os protocolos a seguir foram desenvolvidos com o objetivo de verificar-se o efeito
de incrementos sucessivos na freqiiéncia de estimulacdo imposta sobre as tiras ventriculares
de S. marmoratus nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C, durante diferentes tratamentos. Os
tratamentos receberam as seguintes denominagdes: a) Controle - CTRL; b) Concentracao
tonica de adrenalina — ou baixa adrenalina - BA (10® M); ¢) Baixa adrenalina e rianodina -
BA+RIAN (10® M e 10 uM, respectivamente) e d) Alta adrenalina e rianodina -
AA+RIAN (10° M e 10 pM, respectivamente). Para tanto, avaliou-se a forca de contragdo
(Fc — mN.mm™) e os processos tempo-dependentes (TPT ¢ THR - ms).

A Tabela 7 apresenta os valores médios absolutos iniciais da Fc, do TPT e do THR,
obtidos nos diferentes tratamentos nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C e freqiiéncia de
estimulacdo de 0,2 Hz. As tabelas 8, 9 e 10 apresentam os valores médios de Fc, TPT e
THR obtidos durante os incrementos na freqiiéncia de estimulagdo para todos os
tratamentos, nas temperaturas experimentais de 15, 25 e 35 °C, respectivamente.

Os resultados indicam que as freqiiéncias maximas suportadas pelas tiras
ventriculares (freqliéncia méaxima na qual pelo menos 80% das tiras ainda eram capazes de
se contrair regularmente) foram maiores quando mais alta era a temperatura testada sendo
0,4Hzal5°C, 1,4 Hza25°C e 2,0 Hz a 35 °C. Os valores minimos de Fc observados nas
temperaturas de 15, 25 e 35 °C foram 12,6, 17,5 e 12,5 mN.mm™ respectivamente, nas
freqiiéncias de 0,4, 1,4 e 2,0 Hz, freqiiéncia acima das quais os registros se tornaram
irregulares.

A analise dos resultados mostra que os valores maximos obtidos pelas tiras
ventriculares apos incrementos na freqii€éncia de estimulagdo ndo se prolongaram apos a
adicao de concentragdo minima de adrenalina nas 3 temperaturas testadas.

Em todas as temperaturas experimentais, ndo foram detectadas diferencas
significativa entre os valores de Fc obtidos para CTRL ¢ BA em nenhuma das frequéncias
testadas. Dessa forma, as preparagdes BA foram utilizadas como controle para a

comparagao com os resultados obtidos em BA + RIAN e AA + RIAN.
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Tabela 7. Valores absolutos da for¢a de contragdo isométrica (Fc), do tempo para o pico
maximo de forca (TPT) e do tempo para 50% do relaxamento (THR) das tiras
ventriculares de S. marmoratus na freqiiéncia de estimulacdo de 0,2Hz nas
temperaturas de 15, 25 e 35 °C e tratamentos (todos n = 10): Controle (CTRL);
Baixa Adrenalina (BA); Baixa Adrenalina + Rianodina (BA+RIAN); Alta
Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN). Valores médios + 1 E.P.M. Diferencas
significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos simbolos: } - CTRL x BA; 3t - BA
x BA+RIAN; * - BA+RIAN x AA+RIAN.

Temperatura | Tratamento Fc TPT THR
(mN.mm™) (ms) (ms)
CTRL 15,0+ 0,9 1530 £32 805 + 50
15°C BA 15,0+0,8 1510 £19 840 + 37
BA-+RIAN | 14,0+0,9 1595 £21 830 + 25
AA+RIAN | 157+0,8 1680 +40 950 + 26
CTRL 17,5+ 1,6 728 £ 18 370 £25
25°C BA 179£0,6 | * | 775£35 | *| 333+£23 | *
BA+RIAN | 10,3 +1,1 [ %] 738 +33 308 +£20
AA+RIAN | 21,1 £1,2 888 + 21 453 + 38
CTRL 12,5+0,8 421 £ 10 246 £ 9
35°C BA 12,5405 | *| 378+19 |$| 216+8 |*%
BA+RIAN | 7,1 £0,4 |3| 352+ 11 |*| 192+8 |*
AA+RIAN | 13,0+0,5 412 £22 226 £5
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4.2.4.1. Relagao Forca-Frequéncia a 15 °C

A Tabela 8 apresenta os valores médios da forca de contragao (Fc — mN.mm'z), do
tempo para a pico de tensdo (TPT — ms) e do tempo para 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares isoladas de S. marmoratus (n=10) quando expostos a temperatura de
15 °C, obtidos durante aumentos progressivos na freqiiéncia de estimulacdo (Hz) em
preparagdes controle (CTRL), concentragao tonica de adrenalina — ou baixa adrenalina —
(BA), baixa adrenalina e rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina e rianodina (AA+RIAN).
Esses valores encontram-se graficamente representados nas figuras 15, 16 ¢ 17.

Como mostrado na figura 15, na temperatura de 15 °C a Fc obtida na
freqiiéncia méaxima suportada (12,6 mN.mm™ a 0,4 Hz) em preparacdes contendo BA ndo
difere estatisticamente da Fc obtida na freqiiéncia inicial (15,0 mN.mm~ a 0,2 Hz). O
acréscimo de rianodina e alta adrenalina nao alteraram este padrao de resposta. Nao houve
mudanga significativa dos parametros tempo-depentendes com o aumento da freqiiéncia

para 0,4 Hz, como mostrado nas figuras 16 e 17.
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Tabela 8. Valores de forca de contragdo (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqliéncia de estimulagdo em preparacdes (n = 10): Controle (CTRL — 1,25
mM de Ca”"); Baixa Adrenalina (BA — 10 M); Baixa Adrenalina + Rianodina
(BA+RIAN — 10 pM); Alta Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN — 10 M) na
temperatura de 15 °C. Valores médios = 1 E.P.M.

Tratamento Freqiiéncia (Hz)
0,2 0,4

Fc (mN.mm™) | 1501409 | 12,62+1,0

CTRL TPT (ms) 1530 + 32 1210 + 29
THR (ms) 805 + 50 640 + 41

Fc (mN.mm?) | 1503+08 | 12,67 +1,1

BA TPT (ms) 1510 + 19 1250 + 30
THR (ms) 840 + 37 650 + 40

Fc (mN.mm?) | 1397409 | 12,16+1,0

BA+RIAN TPT (ms) 1595 + 21 1245 +£29
THR (ms) 830 + 25 645 + 38

Fc (mN.mm?) | 1568+0,8 | 13,11+09

AA+RIAN TPT (ms) 1680 + 40 1360 + 38
THR (ms) 950 + 26 680 + 35
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Figura 15. Diagrama comparativo entre as preparacdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre a for¢a de contragdo (Fc — mN.mm'Z) das tiras ventriculares
de S. marmoratus a 15 °C (n=10). Os pontos significam valores médios + 1
E.P.M.
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Figura 16. Diagrama comparativo entre as preparagdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) ¢ alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre o tempo para o pico de tensdo (TPT - ms) das tiras
ventriculares de S. marmoratus a 15 °C (n=10). Os pontos significam valores
médios = 1 E.P.M.
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Figura 17. Diagrama comparativo entre as preparacdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) ¢ alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre o tempo para 50% do relaxamento (THR - ms) das tiras
ventriculares de S. marmoratus a 15 °C (n=10). Os pontos significam valores
médios £ 1 E.P.M. Diferencas significativas (p < 0,05) ¢ indicada pelo simbolos:
# - BA+RIAN x AA+RIAN.
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4.2.4.2. Relagao Forca-Frequéncia a 25 °C

A Tabela 9 apresenta os valores médios da for¢a de contracdo (Fc — mN.mm’
%), do tempo para a pico de tensdo (TPT — ms) e do tempo para 50% do relaxamento (THR
— ms) das tiras ventriculares isoladas de S. marmoratus (n=10) quando expostos a
temperatura de 25 °C, obtidos durante aumentos progressivos na freqiiéncia de estimulagao
(Hz) em preparagdes controle (CTRL), concentracdo tonica de adrenalina — ou baixa
adrenalina — (BA), baixa adrenalina e rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina e rianodina
(AA+RIAN). Esses valores encontram-se graficamente representados nas figuras 18, 19 e
20.

A Fc obtida sob concentragdo tonica de adrenalina em cada freqiiéncia de
estimulagdo testada ndo apresentou diferencga estatistica (p < 0,05) quando comparada com
os valores obtidos em preparagdes controle. Os parametros tempo-dependentes foram
reduzidos significativamente ap6s incrementos na freqiiéncia de estimulagdo a partir de 0,6
e 0,8 Hz para o TPT e THR respectivamente.

Apo6s adicdo de rianodina, também nao foi observada uma redug¢do na Fc com
incrementos na freqiiéncia de estimulacdo, sendo a freqiiéncia maxima atingida para este
tratamento semelhante as demais preparagdes. A Fc foi reduzida significativamente (p <
0,05) quando comparadas as preparacdes controle (BA) desde a freqiiéncia inicial (42,5 %)
até 0,8 Hz (32 %). O TPT para esta situagdo ¢ reduzido com o aumento da freqiiéncia a
partir de 0,6 Hz, e ndo houve diferenca significativa entre os valores obtidos para esta
preparagdo, quando comparados a situacao controle. O THR ¢ reduzido com o aumento da
freqliéncia a partir de 1,0 Hz e ndo sofre reducao signifiativa (p < 0,05) quando comparados
a situag@o controle (BA).

Com aumento da concentragio de adrenalina para 10° M, as preparagdes ndo
apresentaram redugdo na forga apos os incrementos de freqiiéncia de estimulagdo, sendo
que a freqliéncia méxima suportada pelas tiras ventriculares também ndo foi prolongada,
sendo mantida a 1,4 Hz. A adigdo de concentragdo maxima de adrenalina reverteu o efeito
inotropico negativo causado pela rianodina. Os valores de Fc foram estatisticamente (p <
0,05) maiores que os observados apos o tratamento com rianodina nas freqiiéncias de

estimulagao até 0,6 Hz. Apesar da tendéncia a um aumento na Fc, em nenhuma freqiiéncia
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de estimulacdo houve aumento de Fc quando comparado ao controle (BA). Como mostra a
Tabela 9, o TPT sofre reducdo significativa (p < 0,05) apos incrementos na freqliéncia a
partir de 0,6 Hz. Quando comparados com preparacdes com rianodina, a alta estimulacao
adrenérgica causou aumento de TPT (p < 0,05), da freqiiéncia inicial até 0,8 Hz. O THR

(figura 20) seguiu 0 mesmo padrao de resposta apresentados para o TPT.
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Tabela 9. Valores de forga de contragio (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqiiéncia de estimulagdo em preparagdes (n = 10): Controle (CTRL — 1,25
mM de Ca”"); Baixa Adrenalina (BA — 10™® M); Baixa Adrenalina + Rianodina
(BA+RIAN — 10 pM); Alta Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN — 10 M) na
temperatura de 25 °C. Valores médios = 1 E.P.M. Em negrito, valores diferentes
significativamente (p< 0,05) dos obtidos inicialmente.

Tratamento Freqiiéncia (Hz)
0,2 04 | 0,6 | 08 1,0 1,2 1.4
Fc mN.mm™) | 17,5 | 17,0 | 16,5 | 149 | 12,7 | 11,3 | 8,5
+16 |16 [£1,7)£18]+£22]£23]+13
CTRL TPT (ms) 728 | 647 | 594 | 545 | 482 | 420 | 360
+18 | 14| £9 7 6 9 x5
THR (ms) 370 | 343 | 321 | 280 | 230 | 197 | 156
+25 | £23 | £25 | +14 | 6 | £5 | +4
Fe mN.mm?) | 17,9 | 17,4 | 172 | 155 | 14,0 | 12,4 | 11,3
+0,6 | £08]£09]£13]£20]£20]£1,6
BA TPT (ms) 775 | 703 | 633 | 555 | 489 | 417 | 340
+35 | £28 | £20 | +16 | £9 | £7 | £9
THR (ms) 333 | 323 | 296 | 270 | 229 | 188 | 164
+23 | £23 | £22 | +31 | 8 | £9 | +6
Fe mN.mm?) | 10,3 | 10,7 | 11,1 | 10,6 | 94 | 68 | 49
+1,1 |09 | £10)+06]£1,0]£0,4|£0,6
BA+RIAN TPT (ms) 738 | 663 | 605 | 553 | 489 | 422 | 360
+33 | £34 | £26 | £17 | £10 | £9 | +6
THR (ms) 308 | 293 | 275 | 261 | 227 | 175 | 144
+20 | £23 | £18 | £23 | £13 | £8 | £6
Fc mN.mm™) | 21,1 | 20,5 | 192 | 16,4 | 14,4 | 12,9 | 12,0
+12 | +£12]£1,1 | £10]£1,1 | £1,0]£1,1
AA+RIAN TPT (ms) 888 | 820 | 713 | 625 | 514 | 431 | 352
+21 | £17 ] £9 | £7 | £8 | £6 | £9
THR (ms) 453 | 440 | 405 | 315 | 242 | 174 | 146
+38 | £23 | £15 | £7 | 7 | £9 | £8
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Diagrama comparativo entre as preparacdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) ¢ alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre a for¢a de contragdo (Fc — mN.mm™) das tiras ventriculares
de S. marmoratus a 25 °C (n=10). Os pontos significam valores médios + 1
E.P.M. Diferencas significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos simbolos: * - BA
x BA+RIAN; # - BA+RIAN x AA+RIAN.



Material e Métodos 50

1000 -

—<—CTRL
—— BA

—m BA+RIAN
—o— AA+RIAN

900 -
800 -
700 -
600 -
500 -

TPT (ms)

400 -
300 -
200 -
100 -

0 I I I I I I !
02 04 06 08 1 1,2 14

Frequéncia (Hz)

Figura 19. Diagrama comparativo entre as preparacdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre o tempo para o pico de tensdo (TPT - ms) das tiras
ventriculares de S. marmoratus a 25 °C (n=10). Os pontos significam valores
médios = 1 E.P.M. Diferengas significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos

simbolos: # - BA+RIAN x AA+RIAN; & - AA+RIAN x BA
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Figura 20. Diagrama comparativo entre as preparacdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) ¢ alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre o tempo para 50% do relaxamento (THR - ms) das tiras
ventriculares de S. marmoratus a 25 °C (n=10). Os pontos significam valores
médios = 1 E.P.M. Diferencas significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos

simbolos: # - BA+RIAN x AA+RIAN; @ - AA+RIAN x BA
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4.2.4.3. Relagao Forca-Frequéncia a 35 °C

A Tabela 10 apresenta os valores médios da forca de contragdo (Fc — mN.mm™),
do tempo para a pico de tensdo (TPT — ms) e do tempo para 50% do relaxamento (THR —
ms) das tiras ventriculares isoladas de S. marmoratus (n=10) quando expostos a
temperatura de 35 °C, obtidos durante aumentos progressivos na freqiiéncia de estimulagao
(Hz) em preparagdes controle (CTRL), concentracdo tonica de adrenalina — ou baixa
adrenalina — (BA), baixa adrenalina e rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina e rianodina
(AA+RIAN). Esses valores encontram-se graficamente representados nas figuras 21, 22 e
23.

As freqii€éncias méximas atingidas pelas tiras ventriculares permanecem as mesmas
em todas as preparagdes.

Em preparagdes contendo BA houve reducao na Fc (p < 0,05) a partir da freqiiéncia
de 1,2 Hz. O TPT softre redugao significativa (p < 0,05) a partir da freqiiéncia de 1,0 Hz e o
THR a parir de 1,2 Hz.

A aplicagdo de rianodina reduz a Fc somente a maxima freqliéncia alcangada (2,0
Hz) quando comparada a Fc obtidas na freqiiéncia de estimulagdo inicial. Quando
comparadas com preparacdes controle (BA), a Fc ¢ reduzida pela rianodina desde a
freqiiéncia inicial (43,6 %) até 1,2 Hz (24,4 %). O TPT para esta situagdo ¢ reduzido com o
aumento da freqiiéncia a partir de 0,8 Hz, e somente houve diferenca significativa
significativa (p < 0,05) entre os valores obtidos para esta preparagdo, quando comparados a
situacdo controle a partir de 1,6 Hz. O THR ¢ reduzido com o aumento da freqiiéncia a
partir de 1,2 Hz e nao sofre reducdo significativa (p < 0,05) quando comparados a situacao
controle (BA).

Apo6s adicdo de concentragdo maxima de adrenalina, a reducdo significativa na Fc
frente aos incrementos na freqiiéncia de estimulacdo foi observada a partir de 1,0 Hz.
Houve aumento significante na Fc quando comparado com tratamento com rianodina
(BA+RIAN) nas freqiiéncias de estimulacao inicial (84,5 %) até 1,2 Hz (29,7 %). Nesta
temperatura, o TPT sofre redugdo significativa (p < 0,05) apos incrementos na freqiiéncia a
partir de 1,0 Hz. Quando comparados com preparagdes com rianodina, a alta estimulagdo

adrenérgica causou aumento de TPT (p < 0,05), desde a freqiiéncia inicial até 1,2 Hz. O
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THR sofreu redugdo apods incrementos da freqiiéncia a partir de 0,8 Hz. Quando
comparados com preparagdes com rianodina, a alta estimulagdo adrenérgica causou
aumento de THR (p < 0,05), desde a freqiiéncia inicial até 1,4 Hz. Nao houve diferenca

quando comparados com as tiras controle (BA) em nenhuma freqiiéncia de estimulacao.

4.2.4.4. Comparacoes entre 15 x 25 x 35 °C

A figura 24 mostra comparacdes entre as preparagdes contendo BA nas 3
temperaturas experimentais de 15, 25 e 35 °C. A Fc diminui significativamente (p < 0,05)
em todas as freqii€ncias testadas quando a temperatura do banho ¢ alterada, quer seja
aumentada (35 °C) ou diminuida (15 °C). Ja os parametros tempo-dependentes, TPT (figura
25 A) e o THR (figura 25 B) sofrem se alteram significativas inversamente em relacdo a
temperatura, ou seja, maiores valores para TPT e THR sdo obtidos em preparacdes expostas
a menores temperaturas e vice versa. Estes resultados estdo apresentados na tabela 11.

Ap6s a adicao de rianodina (figura 26) houve alteracao significativa da forca apenas
a 15 °C, sendo que esses valores foram maiores que obtidos a 25 °C, devido a
insensibilidade do tecido ventricular da espécie a rianodina em temperaturas baixas. Os
parametros tempo-dependentes estdo mostrados nas figuras 27A e 27B, e apresentaram os
padroes de respostas similares aos observados em condi¢des controle (BA). Os resultados
obtidos apds adi¢ao de rianodina estdo mostrados na tabela 12.

Com a adi¢do de alta concentragdo de adrenalina na presenca de rianodina (figura
28), os valores obtidos recuperam os observados em situagdo controle, sendo que a maior
Fc ¢ observada em 25 °C, sendo significativamente maior somente aos valores obtidos em
35 °C. O TPT e o THR (figuras 29 A e 29 B) sdo significativamente alterados de modo
inverso a temperatura em todas as freqiiéncias de estimulagdo testadas, sendo que o tempo
para o pico maximo e para 50% do relaxamento sdo maiores quando maior for a

temperatura e vice-versa. Esses resultados foram mostrados na tabela 13.
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Tabela 10. Valores de forca de contracdo (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqiiéncia de estimulagdo em preparagdes (n = 10): Controle (CTRL — 1,25
mM de Ca”"); Baixa Adrenalina (BA — 10™® M); Baixa Adrenalina + Rianodina
(BA+RIAN — 10 pM); Alta Adrenalina + Rianodina (AA+RIAN — 10 M) na
temperatura de 35 °C. Valores médios = 1 E.P.M. Em negrito, valores diferentes
significativamente (p< 0,05) dos obtidos inicialmente.

Trata- Freqiiéncia (Hz)
mento 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
Fc 12,5 12,0 | 11,7 | 11,1 | 10,3 9,3 7,7 7,1 5,7 4,8
(mN.mm?) | +08 | +08 | +07]|+07]|+07]%09|+09][+06|+0,5)| +04
CTRL TPT (ms) 421 405 | 378 | 364 | 344 | 322 | 290 | 275 | 234 | 214
10 +9 | £10 ) £10 | £11 | £8 6 7 4 5
THR (ms) 246 230 | 220 | 214 | 202 194 186 153 137 122
+8 +6 +6 16 17 +7 +6 16 5 +3
Fc 12,5 12,3 | 11,9 | 11,3 | 10,5 9,7 8.4 7.4 5,9 5,2
(mN.mm?) | £05 | +05+04]|+06]|+05]+05|+09]+06 | +04 | £08
BA TPT (ms) 378 362 | 332 | 318 | 312 | 286 | 272 | 252 | 220 187
+19 18 | £15 | £13 | £16 | £13 | £14 | £12 | £12 | £10
THR (ms) 216 206 | 208 198 190 188 168 154 137 122
+8 +6 +9 +8 +8 +7 +6 +8 +4 +3
Fc 7,1 7,3 7,6 7,5 7,5 7,2 6,6 5,6 4,6 4,0
(mN.mm?) | +04 | +04|+04]+06]|+04]|+05|+08]+03]+0,6] £05
BA+ TPT (ms) 352 350 | 334 | 326 | 308 | 300 | 284 | 274 | 248 | 232
RIAN +11 +10 | £10 | +9 9 +8 6 5 3 3
THR (ms) 192 190 189 183 174 170 156 142 128 118
+8 +7 +7 +6 +6 +5 +4 +4 +4 +3
Fc 13,0 129 | 12,6 | 11,9 | 10,8 | 9,6 8,0 7,3 5,8 5,0
(mN.mm?) | +05 | £0,5) 40,6 | +06 | +02 | +08 | +04 | 0,5 +£0.2 | +0,1
AA+ TPT (ms) 412 396 | 380 | 372 | 354 | 333 | 300 | 273 | 240 | 206
RIAN +19 +20 | £20 | £17 | £16 | £15 | £12 | £12 | £13 | +9
THR (ms) 226 218 | 212 | 212 | 202 198 182 155 128 120
+5 6 6 +6 5 6 5 2 13 1
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Diagrama comparativo entre as preparacdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina + rianodina

(AA+RIAN) sobre a for¢a de contragdo (Fc — mN.mm™) das tiras ventriculares

de S. marmoratus a 35 °C (n=10). Os pontos significam valores médios * 1
E.P.M. Diferengas significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos simbolos: * - BA

x BA+RIAN; # - BA+RIAN x AA+RIAN.
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Figura 22. Diagrama comparativo entre as preparagdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre o tempo para o pico de tensdao (TPT - ms) das tiras
ventriculares de S. marmoratus a 35 °C (n=10). Os pontos significam valores
médios = 1 E.P.M. Diferencas significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos
simbolos: * - BA x BA+RIAN; # - BA+RIAN x AA+RIAN.
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Figura 23. Diagrama comparativo entre as preparagdes controle (CTRL), baixa adrenalina
(BA); baixa adrenalina + rianodina (BA+RIAN) e alta adrenalina + rianodina
(AA+RIAN) sobre o tempo para 50% do relaxamento (THR - ms) das tiras
ventriculares de S. marmoratus a 35 °C (n=10). Os pontos significam valores
médios = 1 E.P.M. Diferengas significativas (p < 0,05) sdo indicadas pelos
simbolos: # - BA+RIAN x AA+RIAN.
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Tabela 11. Valores de forca de contragdo (Fc — mN.mm™) ¢ dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
de estimulagdo em preparagdes (n = 10) contendo Baixa
concentragdo de adrenalina (BA — 10® M) nas temperatura de 15, 25 ¢ 35 °C.

freqiiéncia

Valores médios + 1 E.P.M.

Tempe- Freqiiéncia (Hz)
ratura 0,2 04 | o6 ] 08 ] 10 ] 12 ] 14 ] 1,6 ] 1.8 ] 20
Fc 15,03 | 12,67
(mN.mm?) | +08 | +1,1
15°C | TPT (ms) | 1510 | 1250
+19 | +30
THR (ms) | 840 650
+37 | £40
Fc 179 | 174 | 172 | 155 | 140 | 12,4 | 11,3
(mN.mm?) | +0,6 | +08 | +0,9 | +13|+20]|+£20]+16
25°C | TPT (ms) | 775 703 | 633 | 555 | 489 | 417 | 340
+35 | +28 | £20 | £16 | +9 | +7 | £9
THR (ms) | 333 323 | 296 | 270 | 229 | 188 | 164
+23 | +23 | £22 | £31 | +8 | +9 | +6
Fe 125 [ 123 | 11,9 | 113} 105] 97 | 84 | 74 | 59 | 52
(mN.mm?) | +05 |+05|+04]|+06|+05]|+05]+09|+06]|+04]+08
35°C | TPT (ms) | 378 362 | 332 | 318 | 312 | 286 | 272 | 252 | 220 | 187
+19 | +18 | £15 | £13 | 16 | +13 | +14 | £12 | £12 | £10
THR (ms) | 216 206 | 208 | 198 | 190 | 188 | 168 | 154 | 137 | 122
+8 +6 +9 +8 +8 +7 +6 +38 +4 +3
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Figura 24. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo (Hz) sobre a for¢a de contragado
(Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas tiras ventriculares de S. marmoratus em
preparagdes contendo baixa concentracdo de adrenalina (10'8 M). Os pontos
representam os valores médios £ 1 E.P.M. Simbolos abertos representam
diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo aos valores iniciais. Os asteriscos

representam diferencgas significativas (p < 0,05) em relacao aos valores obtidos a
25 °C.
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Figura 25. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo (Hz) sobre os parametros
tempo-dependentes A) TPT e B) THR ( ms) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de S. marmoratus em preparagdes contendo baixa concentracao de
adrenalina (10® M). Os pontos representam os valores médios + 1 E.P.M.
Simbolos abertos representam diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo
aos valores iniciais. Os asteriscos representam diferengas significativas (p <
0,05) em relagao aos valores obtidos a 25 °C.
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Tabela 12. Valores de for¢a de contragio (Fc — mN.mm™) e dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
de estimulagdo em preparacdes (n
concentragio de adrenalina (BA — 10® M) mais Rianodina (10 puM) nas
temperatura de 15, 25 e 35 °C. Valores médios + 1 E.P.M.

freqiiéncia

10) contendo Baixa

Tempe- Freqiiéncia (Hz)
ratura 0,2 04 ] o6 J o8 ] 10 ] 12 ] 141] 16] 1,8 ] 20
Fc 13,97 | 12,16
(mN.mm?) | +09 |+1,0
15°C | TPT (ms) | 1595 | 1245
+21 | £29
THR (ms) | 830 | 645
+25 | +£38
Fc 103 | 10,7 | 11,1 | 10,6 | 94 | 68 | 49
(mN.mm?) | +1,1 | 09 | £1,0 | +0,6 | 1,0 | £0,4 | +0,6
25°C | TPT(ms) | 738 | 663 | 605 | 553 | 489 | 422 | 360
+33 | £34 | £26 | +17 | £10 | £9 | +6
THR (ms) | 308 | 293 | 275 | 261 | 227 | 175 | 144
+20 | £23 | +18 | +23 | +13 | +8 | 6
Fe 7,1 73 176 | 75 75 ] 72 ] 66 | 56 | 46 | 40
(mN.mm?®) | +04 | +04 | +04 | +0,6]|+04]|+05]+08] +03| +£0,6 | £0,5
35°C | TPT(ms) | 352 | 350 | 334 | 326 | 308 | 300 | 284 | 274 | 248 | 232
+11 | £10 | +10 | +9 | +9 | #8 | +6 | +5 | £3 | +3
THR (ms) | 192 190 | 189 | 183 | 174 | 170 | 156 | 142 | 128 | 118
+ 8 +7 | +7 | £6 | 6 | +5 | £4 | +4 | +4 | £3
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Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulacdo (Hz) sobre a forca de contragdo
(Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas tiras ventriculares de S. marmoratus em
preparagdes contendo baixa concentragio de adrenalina (10 M) mais rianodina
(10 uM). Os pontos representam os valores médios £ 1 E.P.M. Simbolos abertos
representam diferengas significativas (p < 0,05) em relacdo aos valores iniciais.
Os asteriscos representam diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo aos
valores obtidos a 25 °C.
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Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulacdo (Hz) sobre os parametros
tempo-dependentes A) TPT e B) THR ( ms) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de S. marmoratus em preparagdes contendo baixa concentragao de
adrenalina (10™® M) mais Rianodina (10 pM). Os pontos representam os valores
médios £ 1 E.P.M. Simbolos abertos representam diferencas significativas (p <
0,05) em relacdo aos valores iniciais. Os asteriscos representam diferencas
significativas (p < 0,05) em rela¢do aos valores obtidos a 25 °C.
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Tabela 13. Valores de forca de contragdo (Fc — mN.mm™) ¢ dos tempos para atingir o pico
maximo de tensdo (TPT - ms) e para atingir 50% do relaxamento (THR — ms)
das tiras ventriculares de S. marmoratus em resposta a aumentos sucessivos na
freqiiéncia de estimulagdo em preparagdes (n = 10) contendo Alta concentragdo
de adrenalina (AA — 10™ M) mais Rianodina (10 uM) nas temperatura de 15, 25
e 35 °C. Valores médios = 1 E.P.M.

Tempe- Freqiiéncia (Hz)
ratura 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
Fe 15,68 | 13,1+

(mN.mm?) | +0,8 | 09

15°C | TPT (ms) 1680 | 1360

£ 40 +38

THR (ms) 950 680

+ 26 + 35
Fc 21,1 20,5 | 19,2 | 164 | 144 | 12,9 | 12,0 | 21,1 | 20,5 | 19,2
(mNmm?) | £12 [ +12 | #1,1 | 1,0 | 1,1 [+1,0 [ +11 [ +12 | £12 | +1,1
25°C | TPT (ms) 888 820 | 713 | 625 | 514 | 431 352 | 888 | 820 | 713
21 £17 | £9 7 8 6 £9 | £21 | £17 | £9
THR (ms) 453 440 | 405 | 315 | 242 174 | 146 | 453 | 440 | 405
+ 38 +23 | £15 | £7 +7 +9 +8 | £38 | £23 | £ 15
Fe 13,0 129 | 12,6 | 11,9 | 10,8 | 9,6 8,0 7,3 5,8 5,0
(mN.mm?) | +05 | +0,5) 40,6 | +06 ]| +02|+08|+04]+05]|+02]+0,1
35°C | TPT (ms) 412 396 | 380 | 372 | 354 | 333 | 300 | 273 | 240 | 206
+19 +£20 | £20 | £17 | £16 | £15 | £12 | £12 | £13 | +9
THR (ms) 226 218 | 212 | 212 | 202 198 182 155 128 120
+5 +6 +6 6 +5 +6 +5 +2 +3 +1
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Figura 28. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo (Hz) sobre a for¢a de contracao
(Fc — mN.mm™?) desenvolvida pelas tiras ventriculares de S. marmoratus em

preparagdes contendo alta concentragio de adrenalina (10” M) mais rianodina

(10 uM). Os pontos representam os valores médios + 1 E.P.M. Simbolos abertos
representam diferengas significativas (p < 0,05) em relacdo aos valores iniciais.
Os asteriscos representam diferencas significativas (p < 0,05) em relacdo aos
valores obtidos a 25 °C.
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Figura 29. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo (Hz) sobre os parametros
tempo-dependentes A) TPT e B) THR ( ms) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de S. marmoratus em preparacdes contendo alta concentracido de
adrenalina (10 M) mais Rianodina (10 uM). Os pontos representam os valores
médios £ 1 E.P.M. Simbolos abertos representam diferencas significativas (p <
0,05) em relacdo aos valores iniciais. Os asteriscos representam diferencas
significativas (p < 0,05) em relag@o aos valores obtidos a 25 °C.



5. DISCUSSAO
5.1. Efeito da temperatura sobre a freqiiéncia cardiaca in vivo

O débito cardiaco deve ser regulado para manter um adequado fluxo de sangue para
musculos em exercicios, cérebro e outros tecidos sob uma variedade de condigdes. Durante
a elevacdo na temperatura, a taxa cardiaca e velocidade de contracdo cardiaca sdo
aumentadas, ao passo que a forga de contragao ¢ freqlientemente deprimida (VORNANEN,
1989; MJLLER-NIELSEN & GESSER, 1992; HOVE-MADSEN, 1992; KEEN et al.,
1994). Como conseqiiéncia da mudanca na forca de contracdo e freqiiéncias, a capacidade
de bombeamento (debito cardiaco) do coracdo de peixes ¢ diminuida em temperaturas
extremas e geralmente otimizada em temperaturas fisiologicas (MATIKAINEN &
VORNANEN, 1992; SHIELS & FARRELL, 1997).

Na maioria dos peixes, esta regulacdo do débito cardiaco ¢ mediada por alteracdes
no volume sistolico ao invés de dar-se, como nos mamiferos, pelo controle da freqiiéncia
cardiaca (FARRELL, 1991). Por outro lado, RANDALL (1968) aponta um aumento no
débito cardiaco de peixes quase totalmente devido a uma elevagdo na freqiiéncia cardiaca
(fy). VORNANEN (1994) estudando a carpa cruciana, Carassius carassius, verificou que
esta espécie aumenta a fy em temperaturas elevadas, enquanto que ocorre um aumento do
volume sistélico em baixas temperaturas.

Segundo LAURENT et al. (1983), a fy de teledsteos ¢ determinada pela taxa
intrinseca de despolarizagdo das células marcapasso, que se localizam no seio venoso, € por
seu controle extrinseco, pelo sistema nervoso autdnomo, do volume sistolico. Além disso, a
temperatura tem um alto grau de envolvimento com a ritmicidade cardiaca dos teledsteos
(HARPER et al., 1995).

Por meio de registros eletrocardiograficos dos batimentos cardiacos de S.
marmoratus, determinou-se, no presente estudo, a contribui¢do dos componentes
intrinsecos e extrinsecos nas alteragdes agudas de temperatura.

De acordo com DRIEDZIC & GESSER (1994), os valores de freqiiéncia cardiaca
comumente encontradas em teledsteos e elasmobranquios estdo entre 10 e 60 bpm, nao
ultrapassando 120 bpm. Podem ser encontradas algumas exceg¢des para este padrao em
peixes muito ativos como em atum, Katsuwonus pelamis, que apresenta fy em repouso em

torno de 120 bpm, podendo chegar até 200 bpm quando em exercicio (KENN et al., 1992),
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e no teledsteo marinho B. soporator, cuja f em repouso ¢ de 140 e 225 bpm a 25 e 35 °C
respectivamente (RANTIN et al., 1998).

Em relacdo as espécies ja estudadas, a fy de S. marmoratus encontra-se dentro da
faixa comumente exibida pela maioria dos teledsteos, com valores médios de 12,6 + 0,8
bpma 15 °C, 31,1 £ 1 bpm a 25 °C e 50,5+ 1,9 bpm a 35 °C.

Com os resultados obtidos, podemos classificar a espécie como bem adaptada a
enfrentar variagdes agudas na temperatura ambiental da magnitude das impostas no
presente trabalho, uma vez que a fy obtida apds o retorno subseqiiente a temperatura de
aclimatagdo recuperou os valores obtidos inicialmente, ndo havendo diferenca significativa
tanto apos a diminui¢ao aguda quanto apds o aumento agudo da temperatura.

Dessa forma, pode-se inferir que S. marmoratus utiliza-se de ajustes cronotropicos
para garantir a performance cardiaca adequada em variagdo de temperatura. Tais ajustes
parecem ser prioritdrios uma vez que, nos experimentos in vitro, verificou-se um
significativo efeito inotrépico negativo nas tiras ventriculares tanto expostas a temperaturas
superiores (35 °C) quanto inferiores (15 °C) a temperatura de aclimatag¢do, que serdo
discutidos abaixo.

De acordo com FARRELL et al. (1996), o estudo exclusivo da fy ndo € suficiente
para elucidar os mecanismos de ajustes cardiovasculares em fun¢do da temperatura, uma
vez que a regulacdo do débito cardiaco pode depender também de alteragdes no volume
sistolico.

Assim sendo, ¢ evidente a importancia da investigagdo das respostas inotropicas da
espécie, por meio de estudos in vitro da for¢a de contragdo isométrica das tiras

ventriculares submetidas a alteragdes da temperatura.

5.2. Respostas cardiacas in vitro

5.2.1. Efeito do Tempo de Exposicao

A exposi¢do do miocardio ventricular de S. marmoratus por 40 minutos de

estimulacdo continua ndo causou redu¢do na for¢a de contragdo em situagdo controle
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~ + . ’ .
(concentragio de Ca®" fisiologica — 1,25 mM), em nenhuma das temperaturas
experimentais testadas.
Isto prova que uma suposta ocorréncia de redugdo ou aumento na Fc em alguma das

situagcdes experimentais testadas, esta estritamente relacionada a situagdo fisiologica ou

farmacoldgica empregada para realizacdo dos experimentos.

5.2.2. Aumento da disponibilidade de Ca’" extracelular

CHAPMAN (1983), descreve que a forca de contragao cardiaca pode ser modificada
por meio de alteragdes nas propriedades de ligacdo das proteinas contrateis ao calcio. Tal
efeito pode ser obtido, por exemplo, pela a¢do de catecolaminas e também pela variacao da
quantidade de calcio disponivel. Varios sistemas estdo envolvidos com o fornecimento e
retirada de calcio do sarcoplasma: a bomba de calcio e os canais de rianodina, os canais
tipo L e o trocador Na'/Ca*" da sarcolema e ainda, uma possivel acdo indireta da
mitocondria e da bomba de calcio da sarcolema.

O aumento da for¢a de contragdo obtido apos incrementos do calcio extracelular
mimetiza a estimulagdo adrenérgica, uma vez que também aumenta a oferta de calcio aos
miofilamentos, facilitando a performance cardiaca (BAILEY & DRIEDZIC, 1990).
Entretanto, elevacdes crescentes do calcio extracelular parecem aumentar o influxo desde
ion através da sarcolema sem alteragdo de qualquer via de transducdo de sinal e ndo
exercem os efeitos lusitropicos positivos, ao contrario do ocorrido com estimulacao
adrenérgica (SHIELS & FARREL, 1997). Tais incrementos de célcio extracelular
evidenciam os possiveis efeitos do maior influxo de calcio sobre o TPT e o inotropismo
cardiaco por aumentos diretos das quantidades de Ca®" ativador (COYNE et al., 2000).

A contragio dos cardiomidcitos ¢ iniciada pelo influxo de Ca®" através da
sarcolema, o qual estimula os miofilamentos diretamente, e/ou a liberagao de calcio calcio-
induzida, pela abertura dos canais do reticulo sarcoplasmatico (FABIATO, 1983;
VORNANEN et al., 2002; FRANK et al., 2003). A importancia relativa dessas duas rotas
de fornecimento de ions calcio parece variar de acordo com as diferentes organizagdes
taxonomicas. Recentes estudos indicam que os cardiomiocitos de atuns dependem em

maior escala do calcio intracelular do que outros teledsteos, nos quais o calcio extracelular
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regula a contratilidade (SHIELS et al., 1999). A importancia de tal diferenca encontrada em
atum ¢ desconhecida, mas parece estar relacionada ao elevado grau de atividade da espécie,
impondo uma maior demanda contratil ao coracdo. Os niveis sanguineos de calcio variam
muito entre as diferentes espécies de atuns, podendo influenciar diferentemente a
contratilidade cardiaca (SATHER & ROGERS, 1967; COOPER et al., 1994).

Os canais de Ca®" do tipo L da sarcolema, também chamados de receptores de
dihidropiridinas, estdo localizados primariamente nas jungdes sarcolemais, junto aos
receptores de rianodina do RS, onde ocorre o fendmeno de liberacdo de calcio calcio-
induzida (BERS, 2002). Segundo KIM et al. (2000), a entrada de Ca>" através da sarcolema
¢ primariamente dependente desses canais de calcio do tipo L. Sendo assim, a importancia
desta rota de tomada de calcio foi determinada pela alteracdo da concentragdo de célcio
extracelular.

Virios estudos tém demonstrado que a contratilidade cardiaca da maioria dos peixes
¢ dependente da concentragdo de calcio extracelular, refletindo assim, a importancia desta
rota (via canais L da sarcolema) para o acoplamento E-C (DRIEDZIC & GESSER, 1994;
TIBBITS et al., 1992b; VORNANEN, 1996b; COYNE et al., 2000). A elevagao da forca de
contragdo, em virtude dos incrementos nos niveis extracelulares de célcio, sugere grande
dependéncia da performance cardiaca por esta oferta, em detrimento das reservas
intracelulares. No entanto, devemos levar em consideragdo a liberacdo de calcio calcio-
induzida, que ocorre através dos canais de Ca®* do RS (canais de rianodina).

De acordo com BERS, (2001) e EISNER, (1998), intervencdes que levem a
aumentos na concentracdo de calcio intracelular como, por exemplo, os incrementos no
Ca® extracelular, podem aumentar a Fc. Porém, ndo ha como se definir prontamente o
quanto esse efeito ¢ devido apenas ao aumento do célcio intracelular, ao aumento na fragao
do Ca”" liberada pelo RS ou mesmo ao aumento na retomada de Ca®" pelo RS. Alem disso,
segundo VORNANEN (1997), a entrada de Ca*" na célula via canais L da sarcolema
também atua na manutencdo do platd do potencial de acdo cardiaco, proporcionando o
influxo transarcolemal de calcio por outros canais voltagem dependentes, como os
trocadores Na'/Ca®". Dessa forma, ¢ preciso considerar todos esses fatores como, por

exemplo, o efeito do bloqueio dos canais de calcio de RS na for¢a de contragao.
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o calcio extracelular
ndo ¢ um fator limitante para a contratilidade cardiaca da espécie tanto na temperatura de
aclimatagdo (25 °C) quanto em baixas temperaturas (15 °C), uma vez que a elevacdo do
mesmo nao produziu nenhum efeito significativo na Fc. Por outro lado, a Fc aumentou
significativamente a 35 °C, indicando a importancia do influxo de célcio através da
sarcolema para o acoplamento E-C em temperaturas elevadas. KIM et al. (2000),
trabalhando com cardiomiocitos isolados de truta, descreveram uma diminui¢do da
utilizagdo de Ca®" extracelular por esta espécie, quando testados em temperaturas inferiores
a temperatura de aclimatagdo. O influxo de Ca®" através dos canais L diminuiu
consideravelmente com a diminui¢ao da temperatura, fornecendo subsidios para aceitar que
em baixas temperaturas os cardiomiocitos de truta recebem suprimento de Ca®" de estoques
intracelulares, especificamente o RS, resposta esta ja descrita por SHIELS & FARRELL,
(1997). Adicionalmente, COYNE et al. (2000), descreveram uma grande diminui¢ao da
sensibilidade dos miofilamentos de truta ao Ca*" em baixas temperaturas (4 °C) em relago
a temperatura de aclimatagdo (10 °C), uma resposta também descrita para ras e coelhos por
HARRISON & BERS (1989, 1990).

A auséncia de resposta ao Ca’" extracelular apresentada por S. marmoratus difere
do padrao descrito para a maioria das espécies de peixes, nos quais a contratilidade cardiaca
¢ dependente da concentragio extracelular de Ca®’, refletindo assim, a importancia dos
movimentos transarcolemais de Ca>" para o acoplamento E-C cardiaco (TIBBITS et al.,
1992a; DRIEDZIC & GESSER, 1994; VORNANEN, 1996a). Em diversas espécies de
elasmobranquios e teledsteos, dentre elas Alosa pseudoharengus, Bathygobius soporator,
Cyclopterus lumpus, Hemitripterus americanus, Katsuwonus pelamis, Lophius americanus,
Macrozoarce americanus, Myxocephalus octodecimspinosus, Oncorhynchus mykiss,
Oreochromis niloticuls, Salmo solar, Scomber scombrus, Anguilla rostrata, Piaractus
mesopotamicus, a forga isométrica maxima desenvolvida por suas tiras ventriculares
aumenta significativamente ap6s elevagdes das concentragdes de Ca’” extracelulares de 1
para 7 ou 9 mM ( DRIEDZIC & GESSER, 1985, 1988; KEEN et al., 1992; RANTIN et al.,
1998; BAILEY et al., 2000; COYNE et al., 2000; COSTA et al., 2000; ANELLI Jr. et al.,
2004; ).
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J4 o miocardio de S. marmoratus assemelha-se aos padroes encontrados por HELLE
(1983) para o peixe-bruxa, Myxine glutinosa, parecendo ser virtualmente incessivel ao
aumento do Ca”" extracelular tanto 4 temperatura de aclimatagio (25 °C) quanto em baixa
temperatura (15 °C), sugerindo a existéncia de RS bem desenvolvido e funcional nessas
temperaturas.

A importancia do Ca*" extracelular para o desenvolvimento de forca de contragio
cardiaca de S. marmoratus pdde ser evidenciada por concentragdes crescentes de calcio (de
1,25 até 11,25 mM) somente em 35 °C. Tais incrementos resultaram em aumento de forga
de contracdo de 105 %, quando atingida a concentracdo maxima, sendo que um efeito
inotrdpico positivo significativo foi detectado a partir de 3,25 mM Ca®". Cabe ressaltar que
concentracdes elevadas de célcio ndo sdo encontradas no sangue em condigdes normais,
mas podem ser desencadeadas pela liberacdo de adrenalina durante o estresse (OLLE,
2003) e por exercicios intensos (RUBEN & BENNETT, 1981), sugerindo que tais
condi¢des induzem aumentos na concentracao de calcio sanguinea, podendo ter um papel
importante na regulacdo da contratilidade cardiaca.

Dessa forma, o aumento na Fc por incrementos na concentragdo extracelular de Ca®”
revela uma maior dependéncia dessa fonte de Ca®" para a performance cardiaca somente
quando a espécie se encontra em altas temperaturas. No entanto, a dependéncia do Ca*"
extracelular parece ocorrer independentemente da temperatura em algumas espécies como
descrito por ANELLI JR et al. (2004), estudando o serrasalmideo neotropical P.
mesopotamicos, o qual mostrou significante aumento na Fc tanto em 25 quanto a 35 °C
durante aumentos na concentragio de Ca>" extracelular. A mesma tendéncia foi registrada
para O. niloticus (COSTA et al., 2000), em 25 e 40°C.

No presente estudo, a reducdo do TPT observada a 25 °C indica que o aumento da
oferta de Ca®" extracelular diminui o tempo para ativagdo contratil, quer seja por ativagdo
direta dos miofilamentos ou por ativagdo da liberagdo de célcio calcio-induzida do RS.
Porém, o relaxamento ndo foi afetado, visto que o THR ndo muda significativamente, o
qual indica eficientes mecanismos de extrusdo Ca’’, a despeito do aumento para niveis
elevados de Ca®" extracelular. Por outro lado, o aumento do THR a 35 °C indica que a
eficiéncia de extrusdo de Ca’" nessa temperatura foi prejudicada. O tempo maximo

necessario para as fibras atingirem o grau maximo de Fc (TPT) ndo foi alterado a esta
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temperatura em nenhuma concentragio de Ca>" extracelular testada, a despeito do aumento
na Fc. Juntos, estes dados apontam para uma possivel funcionalidade do RS em

temperatura de aclimatagcdo ou mais elevadas.
5.2.3. Tensdo pos-pausa

Potenciag@o pos-pausa reflete o mecanismo celular basico que controla a contragdo
do musculo cardiaco (MILL et al., 1992). O desenvolvimento de for¢ca de contragcdo do
primeiro batimento apds um periodo de pausa estd relacionado com o preenchimento das
reservas intracelulares de célcio durante pausa diastdlica ndo fisiologica e prolongada
(COSTA etal., 2002).

Durante a pausa, o calcio pode ser bombeado para fora da célula pela bomba de
Ca” e/ou pelo trocador Na"/Ca®" (NCX) e pode também ser estocado em compartimentos
intracelulares tal como o RS. Como resultado, a quantidade de Ca®" ativador dentro da
celular ¢ variavel, dependendo das condigdes fisiologicas. Como a quantidade de Ca*"
estocado pode aumentarem decorréncia da pausa, a forga da primeira contragdo apos a
mesma também pode aumentar. Dois fatores podem influenciar este processo: A duragao
do periodo de pausa e a funcionalidade do NCX (MILL et al., 1992). Além disso, diferentes
espécies podem apresentar NCX com diferentes capacidades funcionais. BERS (2002)
mostrou que o NCX foi responsavel por retirar 28% do Ca®" ativador para promover o
relaxamento de cardiomi6citos de ratos e apenas 7% do total da concentragio de Ca*"
ativador em coelhos.

O efeito da duracdo da pausa sobre a potenciacdo da Fc varia dependendo da
espécie. No coragdo de alguns mamiferos, ha potenciagdo da Fc apos curtos periodos de
pausa, a qual diminui quando o periodo de repouso ¢ aumentado (VASSALLO & MILL,
1988). Por outro lado, em miocardio de rato esta potenciagdo pos-pausa € mantida e se
acentua mesmo apos periodos longos de pausa (VASSALLO et al., 1990). COSTA et al.
(2004), estudando o dipnoico L. paradoxa, verificaram que o aumento do periodo de
repouso também resulta em reducdo da Fc. Aumentos da Fc ap6s uma pausa diastdlica
prolongada foram observados em coragdes de elasmobranquios, condizente com um

relativo maior grau de desenvolvimento do RS dessas espécies quando comparados aos
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teleodsteos, no qual uma minima potenciagdo pos-pausa da Fc ¢ exibida (DRIEDZIC &
GESSER, 1988).

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

Como a maioria das espécies de vertebrados inferiores estudadas até o momento
apresentam RS pouco desenvolvido anatomicamente e insensivel a a¢do da rianodina, no
que se refere 4 musculatura ventricular, o papel dessa organela como fornecedora de Ca*"
para o acoplamento E-C dessas espécies tem sido desconsiderado (THOMAS et al., 1996).

A significancia do reticulo sarcoplasmatico (RS) no acoplamento E-C cardiaco varia
grandemente entre as diversas classes de vertebrados, entre diferentes espécies de mesmo
grupo filogenético e durante o desenvolvimento ontogenético do individuo. O RS é bem
desenvolvido em cardiomiodcitos de mamiferos e aves, onde ¢ a maior fonte e reservatorio
de Ca®" ativador. Em vertebrados ectotémicos como os lagartos, ras e peixes, assim como
alguns mamiferos neonatos, o RS cardiaco ¢ relativamente esparso e a contragdo € o
relaxamento sdo mais dependentes dos movimentos transarcolemais de calcio (FABIATO,
1983; BOSSEN & SOMMER, 1984; VORNANEN, 1996a,b).

A ocorréncia de um RS funcional nas temperaturas em que os peixes sao
encontrados na natureza ndo ¢ comum. Mesmo em espécies de peixes que possuem um RS
relativamente bem desenvolvido estruturalmente, como truta arco-iris (HOVE-MADSEN,
1992; MJLLER-NIELSEN & GESSER, 1992; KEEN et al., 1994), o RS s6 apresenta

papel importante como fornecedor de calcio ao aparato contratil quando exposto a
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temperaturas supra-fisiologicas e/ou freqiiéncias de estimulagdo sub-fisiologicas. Além
disso, a maior parte dos teledsteos ja estudadas ndo apresentam RS funcional, dentre eles o
bacalhau (Gadus morhua) a 10°C e o “sea raven’(Hemitripterus americanus) a 15 °C
(DRIEDZIC & GESSER, 1988), o linguado (Pleuronectes flesus — HOVE-MADSEN &
GESSER, 1989) a 15 °C e a carpa cruciana (VONANEN, 1996a) a 2 e 22°C. O mesmo
padrao foi registrado para espécies de teledsteos tropicais como o amboré (B. soporator -
RANTIN et al., 1998) e a tilapia do Nilo (O. niloticus - COSTA et al., 2000), tanto a 25
quanto a 40 °C, nos quais a existéncia de RS funcional seria bastante plausivel no sentido
de permitir que esses animais desenvolvessem uma resposta cardiaca condizente com o
ambiente natural de ampla variagdo de temperatura em que se encontram.

Alguns estudos indicam sensibilidade do RS a rianodina apenas em temperaturas
elevadas e freqiiéncias de estimulagdo ndo fisiologicas. E o caso da truta arco-iris, quando
testada em altas temperaturas (a partir de 15 °C; KEEN et al., 1994) e baixas freqiiéncias
(0,2 a 0,4 Hz; HOVE-MADSEN & GESSER, 1989; MJLLER-NIELSEN & GESSER,
1992; HOVE-MADSEN, 1992; SHIELS & FARRELL, 1997). Porém, ao contrario dos
achados anteriores, estudos mais recentes tém demonstrado que o RS de truta ¢
funcionalmente importante em freqiiéncias e temperaturas fisioldgicas. Nessa espécie, a
corrente de Ca®" dos canais L ¢ insuficiente, em termos quantitativos, para ativar
completamente a contragdo (HOVE-MADSEN, 1998, 2001). Em Lota lota, TIITU &
VORNANEN (2002) observaram que o RS atrial e ventricular ¢ sensivel a rianodina,
mesmo a 1°C, demonstrando a funcionalidade dessa organela como fornecedora de Ca*"
para a contragdo independente da temperatura testada.

A rianodina foi incapaz de reduzir a Fc na maioria dos vertebrados ectotérmicos de
clima temperado, sob condigdes fisioldgicas mais relevantes, fato este que, de acordo com
THOMAS et al. (1996), deve-se as menores temperaturas experimentais testadas. Estudos
desenvolvidos com o atum, Katsuwonus pelamis (KEEN et al., 1992; TIBBITS, 1996), ¢ a
cavala, Scomber japonicus (SHIELS & FARRELL, 2000), indicam que a contratilidade
cardiaca desses animais ¢ substancialmente reduzida pela rianodina em tiras atriais e
ventriculares em temperaturas superiores a 20°C, situacdo ndo observada em temperaturas

experimentais mais baixas. Um padrdo semelhante foi observado para S. marmoratus no
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presente estudo, onde a rianodina reduziu significativamente a for¢a de contragdo na
temperatura de aclimatacgao e a 35 °C, mas nao teve efeito a 15 °C.

A auséncia de resposta a rianodina pode ser resultado das temperaturas
experimentais testadas. SHIELS & FARRELL (1997), por exemplo, verificaram que a
resposta inotropica negativa produzida pela rianodina no tecido ventricular de truta foi mais
acentuada em exemplares aclimatados a 12 °C e submetidos a uma elevagdo aguda para 22
°C que em exemplares aclimatados a 22 °C. Isto mostra que um aumento da atividade do
RS no acoplamento E-C representa uma estratégia adaptativa a uma elevagdo brusca da
temperatura.

A observacdo de que mudangas agudas nas temperaturas, sobretudo elevagoes da
mesma, causam um aumento na participagdo do RS como fornecedor de Ca®" ao aparato
contratil, como demonstrado para truta, parece ndo se aplicar totalmente a espécies de
peixes tropicais. No amboré (RANTIN et al., 1998) e na tilapia do Nilo (COSTA et al.,
2000), que sao espécies naturalmente sujeitas a mudangas agudas na temperatura ambiental
diariamente, nao foi observada sensibilidade a rianodina, nem na temperatura de
aclimatagdo (25 °C) e nem ap0s elevagado para 40°C.

Por meio de aplicacdo de rianodia, observou-se que o tecido ventricular de S.
marmoratus difere da maioria dos peixes de ambiente temperado estudados até o momento.
Os resultados obtidos sugerem que a contragdo ventricular desta espécie ¢ também
dependente dos estoques intracelulares de Ca®’, uma vez que a aplicagdo de rianodina
causou desaparecimento da potenciagdo da forga apos o repouso a 25 °C e decaimento da
forca a 35 °C. A presenca de um RS funcional em temperaturas nas quais a espécie ¢é
encontrada na natureza ja havia sido descrita por KEEN et al. (1992), para tiras atriais de
atum, TIITU & VORNANEN (2003) para o burbot, Lota lota . Porém, vale lembrar que o
tecido atrial de vérias espécies apresenta RS do atrio mais desenvolvido que no ventriculo
(BERS, 2001).

Recentes estudos mostram outros teledsteos neotropicais com o mesmo padrao de
resposta. ANELLI Jr et al (2004), estudando tiras ventriculares de pacu, Piaractus
mesopotamicus, encontraram uma potenciagdo pos-pausa de aproximadamente 140 % a 25
°C e de 135 % a 35 oC, sendo que a aplicacdo de 10 uM de rianodina aboliu completamente

tal potenciagdo em ambas as temperaturas. Resultado semelhante foi obtido por OLLE
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(2003) para tiras ventriculares de traira, Hoplias malabaricus, onde potenciagdes pds-pausa
de aproximadamente 30 % a 15 °C, 40 % a 25 °C e 70 % a 35 °C foram completamente
abolidas apo6s a aplicacdo de rianodina. J& RIVAROLI (2002), estudando o tecido
ventricular do curimbatd, Prochilodus lineatus, e do cascudo, Hypostomus regani, ambos a
25 °C, obteve potenciacdes pos-pausa de 60 % e 20 %, respectivamente, que também foram
abolidas pela rianodina.

Considerando que a mitocondria ndo tenha importdncia fundamental na
suplementagao de Ca”*" ao aparato contratil, e que as caracteristicas de ligacdo da rianodina
sejam similares em mamiferos e em peixes, podemos sugerir que o Ca®" responsavel pela
ativacdo das miofibrilas causando a contragdo muscular no tecido ventricular de S.
marmoratus, deve originar-se de pelo menos duas fontes: o meio extracelular e o RS, assim
como também observado em pacu, curimbatd, cascudo e traira.

Alguns autores sugerem haver uma correlacdo entre a existéncia de um RS
funcional no tecido cardiaco ¢ um alto nivel de atividade por parte da espécie. Este foi o
caso para os atuns e a cavala, espécies de natacdo rapida, descritas como espécies
“atléticas”, pertencentes a familia Scombridae (KEEN et al., 1992; AHO & VORNANEN,
1998; SHIELS et al., 1999; SHIELS E FARRELL, 2000). Ha também a sugestao de que
elevacdes da temperatura aumentem a atividade do RS e, conseqlientemente, seu grau de
participacdo como fornecedor de Ca’" ao aparato contratil, o que se constituiria em uma
estratégia adaptativa a elevagdes bruscas da temperatura (SHIELS & FARRELL, 1997).

Os resultados obtidos no presente estudo contrariam a hipotese de correlagdo entre
funcionalidade do RS e nivel de atividade uma vez que o mugum € uma espécie de habitos
sedentarios e apresentou evidéncias de um RS bastante funcional. Da mesma forma, a traira
e o cascudo também sdo espécies sedentdrias com RS funcional.

A correlagdo entre elevacao da temperatura e aumento de atividade do RS também
ndo se aplicou ao presente estudo uma vez que a maior participagdo de RS do tecido
ventricular de mucum foi verificada a 25 °C, ou seja, na temperatura de aclimatagdo.
Corroborando tais resultados, a traira apresentou RS funcional independente da temperatura
testada (15, 25 ou 35 °C — OLLE, 2003). Além disso, o amboré ¢ a tilapia do Nilo, espécies

comumente sujeitas a elevagdes agudas e didrias na temperatura, ndo apresentaram
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sensibilidade a rianodina, como dito anteriormente (RANTIN, et al., 1998, COSTA et al.,
2000).

Uma hipdtese para explicar a presenga de RS funcional, sugerida por RIVAROLI
(2002), ¢ a posigao sistematica em que se encontram essas espécies. Revisando a filogenia
das espécies estudadas, este autor constatou que todas as espécies neotropicais que
apresentam RS funcional pertencem a superordem OSTAROIPHYSI. Reforcando esta
hipotese, temos que as espécies de peixes nas quais ndo constatou-se a presenga de um RS
funcional (insensiveis a rianodina) pertencem as superordens ACANTHOPTERYGII,
PARACANTHOPTERYGII ¢ PROTOACANTHOPTERYGII. Porém, existem algumas
excecdes como, por exemplo, alguns exemplares da familia SCOMBRIDAE, como atuns
Katsuwonus pelamis (KEEN et al., 1992) e Thunnus albacares (SHIELS et al., 1999) e a
cavala Scomber japonicus (SHIELS & FARRELL, 2000) que apresentam RS funcional
mesmo sendo pertencentes a superordem ACANTHOPTERYGII. Neste caso, esta pode ter
sido uma adaptacdo desenvolvida pela familia Scombridae para manter a performance
cardiaca durante a nata¢do rapida. Da mesma forma, o mugum também pertence a
superordem ACANTHOPTERYGII, o que sugere um conservacionismo filogenético dessa
estrutura.

Porém, mais estudos envolvendo um numero maior de espécies, de familias e
superordens sdo necessarios para se comprovar a hipotese filogenética da funcionalidade do
RS.

Os resultados obtidos sdao indicativos que a espécie estudada possui um RS
funcional, oferecendo importante contribui¢io para o manejo do Ca’" no seu musculo
cardiaco em termos de acumulagdo e liberagdo deste ion. Corroborando tais resultados,
HOCHACHKA & HULBERT (1978) descreveram uma extensa elaboracdo do RS
interfibrilar no miocardico ventricular de S. marmoratus, uma caracteristica impressionante,
segundo esses autores, que separa a ultraestrutura do coragdo de mugum das encontradas
para as demais espécies de teledsteos ja estudados, nas quais essa organela ¢ geralmente
menos desenvolvida anatomicamente e menos importante para acoplamento E-C (BAILEY

& DRIEDZIC, 1990; FARREL & JONES, 1992).
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5.2.4. Efeitos de Incrementos da Freqiiéncia de Estimulagao

Dentre os varios grupos de vertebrados, existem grandes diferencas no que se refere
a relagdo entre a forca de contracdo e a freqiiéncia de estimulagcdo imposta ao musculo
cardiaco. Os motivos que levam a estas diferencas parecem ter relagdo com as variagdes
nos processos que envolvem a utilizagdo do RS como organela fundamental para a
acumulagio e liberacdo de fons Ca*" para o acoplamento E-C (HAJDU, 1969).

Embora a analise da tensao pos-pausa seja a maneira tradicional de se verificar a
importancia funcional do RS na regulagdo de fons Ca’" em musculo isolado, é importante
verificar a participagdo do RS em freqiiéncias e temperaturas fisiologicamente relevantes,
por meio de do estudo da relagdo entre a forca de contragdo e a freqiiéncia de estimulacao
das tiras musculares isoladas na auséncia e presenca de rianodina.

A relagdo entre a forga isométrica maxima e a freqiiéncia de contragdo, ou relagao
forca freqiiéncia, ou ainda chamada de efeito de Bowditch, ¢ documentada para diversas
espécies de peixes (SHIELS et al., 2002). Para a maioria das espécies estudadas, essa
relacdo mostra a perda ou diminui¢cdo da Fc quando a freqiiéncia de estimulacdo das tiras
cardiacas isoladas ¢ aumentada. Esta relacdo inversa ¢ conhecida como relacdo forga-
freqiiéncia negativa ou efeito escada negativo. Em tiras atriais e ventriculares da maioria
dos teledsteos estudados, um aumento na freqiiéncia de estimulagdo causa uma redugdo da
tensdo isométrica maxima, ou Fc, reducdo no estado ativo e na taxa de contracdo (ASK,
1983; DRIEDZIC & GESSER, 1985; VORNANEN, 1989; SHIELS et al., 2002). Assim,
em freqiiéncias elevadas a forca ¢ reduzida de 50 a 90% no musculo cardiaco da maioria
dos teledsteos antes que as mesmas se tornem arritmicas (FARRELL & SHIELS, 2000;
SHIELS et al., 2002).

A analise da Fc e dos processos tempo-dependentes das tiras ventriculares de S.
marmoratus apos incrementos na freqiiéncia de estimulagdo foi obtida com o objetivo de
verificar uma possivel limitagio dos mecanismos envolvidos com o transporte de Ca®"

durante o ciclo cardiaco.
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O pico de tensdo indica a real capacidade inotropica do coragdo (SHIELS &
FARRELL, 1997). O presente estudo demonstrou que os diferentes tratamentos impostos
(diferentes temperaturas, concentragdes de adrenalina e aplicagdo de rianodina) afetaram o
pico maximo de tensdo com o grau de efeito variando com as diferentes freqiiéncias de
estimulacdo. Além da Fc, houve mudangas na duragdo de ambas as varidveis tempo-
dependentes (TPT e THR) com mudancas na temperatura testada e na freqiiéncia de
estimulagdo. Tanto o TPT quanto o THR, em todas as temperaturas testadas, sofrem
reducdes significativas com o aumento da freqiiéncia, refletindo tanto em um menor tempo
para o aporte dos fons Ca®" as miofibrilas contrateis quanto para a retomada de Ca*" pelo
RS e/ou meio extracelular.

Uma relagdo forca-freqiiéncia positiva, ou seja, aumento da Fc durante incrementos
na freqiiéncia de estimulagdo, foi observada em alguns grupos de vertebrados quando
expostos a baixa freqiiéncia de estimulacdo, como ¢ o caso de tiras ventriculares de
mamiferos, répteis, anfibios e elasmobranquios (DRIEDZIC & GESSR, 1985, 1988) e no
tecido atrial de atuns, K. pelamis (KEEN et al., 1992). Porém esta relacdo torna-se negativa
em freqiiéncias elevadas.

Devido as mudancas no desenvolvimento de Fc estarem diretamente relacionadas a
mudangas na concentragao de Ca*' intracelular, a relacdo forca-freqiiéncia negativa poderia
ser atribuida ao declinio freqiiéncia-dependente da concentracdo intracelular de Ca®,
evidenciando uma menor capacidade de obtengdo de Ca®’ livre a partir de reservas
intracelulares nestes animais. Tal redugdo na capacidade de obtencdo de Ca®" livre pode
estar associada a mecanismos sarcolemais de transporte destes ions insuficiente do ponto de
vista funcional para a manuten¢ao do inotropismo cardiaco a elevadas taxas de estimulacao,
determinando diretamente o grau de eficiéncia do acoplamento E-C na musculatura
cardiaca (DRIEDZIC & GESSER, 1985). Se isto ¢ verdadeiro, entdo pode-se sugerir que
quando a freqiiéncia atinge sua taxa maxima, a oferta de Ca®" para os miofilamentos &
reduzida a menos da metade no coragdo dos peixes (BOYETT, 1992).

Outras limitagdes importantes para a manutengdo da Fc quando a freqliéncia ¢
aumentada sdo a distancia de difusdo intracelular que o Ca®" deve atravessar para ativar os
miofilamentos, bem como a velocidade na qual este ion deve ser removido do sarcoplasma

a fim de promover um relaxamento maximo (KEEN et al., 1992). Para tais processos, a
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presenca de um RS funcional seria de alta relevancia, ja que esta organela ndo funciona
apenas como fonte de fons Ca’" para contragdo, mas também desempenha papel
fundamental como armazenador deste fon no relaxamento cardiaco, pela tomada de Ca**
dependente de ATP (Ca**-ATPase do RS).

Hé uma certa relagdo entre o grau de desenvolvimento do RS e a freqiiéncia de
contragdo maxima que um musculo pode atingir, sendo que maiores freqliéncias sao
observadas em fibras musculares que apresentam um maior grau de desenvolvimento do
RS, ou mecanismos de transporte sarcolemais de Ca*" muito eficientes (HELLE, 1983).

A diminui¢do freqiiéncia-dependente da Fc, a qual temos como um padrio para a
maioria dos teledsteos (SHIELS et al., 2002), foi observada nas tiras ventriculares de S.
marmoratus nas temperaturas de 25 e 35 °C. Ainda de acordo com esses autores, o
decréscimo dos niveis de Ca®" intracelular conforme a freqiiéncia de estimulagdo &
aumentada pode ser resultante tanto de uma diminui¢io do influxo de Ca®* transarcolemal,
via canais voltagem-dependentes do tipo L e/ou trocador Na*/Ca®", como também da menor
liberacdo de Ca*" do RS a elevadas freqiiéncias.

De acordo com SHIELS et al. (2002), quando um musculo ¢ forcado a se contrair
em freqiiéncias elevadas e temperaturas baixas, tanto a Fc como a freqiiéncia maxima de
contragdo alcancada pelo misculo diminui, pois 0 aumento do TPT que seria observado in
vivo, nao ocorre. Ao contrario, o maior decréscimo do TPT quanto menor a temperatura ¢
possivelmente o fator responsavel pelas menores freqiiéncias de estimulag@o alcancadas em
baixas temperaturas. Esse maior decréscimo na freqiiéncia de contragdo observado em
baixas temperaturas também foi registrado para S. marmoratus a 15 °C.

Além disso, os resultados obtidos revelam que a freqiiéncia de estimulagdo méaxima
suportada pelas tiras ventriculares de S. marmoratus € maior quanto maior for a
temperatura, resultado este corroborado por outros estudos realizados com vérias espécies
de peixes neotropicais. Este foi o caso para os estudos realizados por RANTIN et al.
(1998), com o amboré, B. soporator, COSTA et al. (2000), com a tildpia do Nilo, O.
niloticus, ANELLI JR et al. (2004), com o pacu, P. mesopotamicus, e COSTA et al. (2004),
com a pirambdia, L. paradoxa, Além disso, esse padrdo de resposta também foi

documentado para espécies de ambientes temperados por SHIELS et al. (2002), com truta
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aco-iris, O. mykiss e carpa, Carassius carassius ¢ SHIELS & FARRELL (2000), com
cavala do Pacifico, S. japonicus.

Assim como o observado em cavala do Pacifico (SHIELS & FARRELL, 2000), o
aumento da temperatura diminuiu a Fc em tiras ventriculares de S. marmoratus. O mesmo
efeito pode ser visto quando a temperatura era diminuida. Em alguns teledsteos, foi
evidenciado que hd uma faixa estreita de temperatura onde a Fc do musculo isolado ndo ¢
alterada, podendo este manter a mesma Fc desenvolvida em temperaturas proximas a
temperatura de aclimata¢do. Porém, em mugum, o grau de utilizagdo do RS, baseado em
experimentos de forga-freqiiéncia com e sem rianodina, ¢ semelhante na temperatura de
aclimatag¢do e na temperatura mais elevada, fato este também observado por SHIELS &
FARRELL, (2000).

O pico maximo de tensdo muda inversamente com mudancas agudas de temperatura
em Lota lota (de 1 para 18 °C - TIITU & VORNANEN, 2002), Carassius carassius (de 20
para 1°C - VORNANEN, 1989), Thunnus albacares (15, 18 e 25 °C - SHIELS et al., 1999)
e Scomber japonicus (15, 20 e 25 °C - SHIELS & FARRELL, 2000). A mesma tendéncia
foi registrada para ventriculos de B. soporator (de 25 para 40°C - RANTIN et al., 1998) e
O. niloticus (de 25 para 40°C - COSTA et al., 2000). Esse padrao também foi obtido no
presente estudo, onde a elevacdo da temperatura de 25 para 35 °C causou diminui¢ao no
desenvolvimento de tensdo na ordem de 30 %. Os resultados obtidos diferem dos
observados tanto para o teledsteo neotropical P. mesopotamicus (ANELLI JR et al., 2004)
quanto para o de ambientes temperados O. mykiss (SHIELS & FARRELL, 1997), onde
aumentos de 10°C na temperatura experimental ndo afetaram a geragcdo de forca nessas
espécies.

As alteracdes causadas pela elevagdo na temperatura também foram vistas na
cinética de contracdo das tiras ventriculares de S. marmoratus, onde o aumento da
temperatura diminui tanto o TPT como o THR em condigdes controle. Respostas similares
foram observadas para a diminuicdo aguda da temperatura, onde também houve queda na
Fc e conseqiiente aumento dos parametros tempo-dependentes.

A diminuicao da Fc com o aumento da temperatura registrado in vitro junto com o

significante aumento na freqiiéncia cardiaca in vivo fornecem subsidios para se avaliar a
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importancia dos ajustes cronotropicos da espécie para manuten¢ao da funcdo cardiaca
durante mudangas agudas da temperatura.

As freqliéncias méximas observadas in vitro para tiras ventriculares de S.
marmoratus superam a freqiiéncia cardiaca in vivo. Tal resultado € consistente com os
obtidos para varias espécies, tanto de clima tropical como temperado, indicando que os
mibcitos cardiacos ndo estdo trabalhando, in vivo, no limite de capacidade de seu
acoplamento E-C. Isto sugere a atuacdo de mecanismos intrinsecos ao tecido miocardico na
modulagdo da freqiiéncia cardiaca e/ou ocorréncia de limitagdes fisioldgicas no musculo
isolado ndo relacionados a regulagio de Ca*".

Existem evidencias de que a capacidade do RS em acumular e liberar Ca** a cada
batimento ¢ maior em freqiiéncias de estimulagdo maiores (SHIELS et al., 2002).
Assumindo um padrao tipico para os teledsteos neotropicais ja estudados (COSTA et al.,
2004; OLLE, 2003), no miocardio ventricular de S. marmoratus a utilizagdo o RS sera
menor quanto maior for a freqiiéncia de estimulagdo. Tal padrao de resposta ocorreu tanto a
25 quanto a 35 °C, onde a porcentagem de Ca®" intracelular utilizado pela maquinaria
contratil se torna menor quanto maior for a freqiiéncia de estimulacdo, visto que ndo houve
diferenca na Fc desenvolvida por preparagdes com e sem rianodina em freqiiéncia elevadas.

Segundo HOVE-MADSEN (1992) e SHIELS & FARRELL (2000), a temperatura
tem a capacidade de modular a quantidade de Ca*" que passa pelo RS, aumentando a
atividade de bombas ionicas e fazendo com que esta organela passe a ter uma maior
participagio no manejo intracelular de Ca*" conforme a temperatura ¢ aumentada, como
discutido anteriormente. Por outro lado, sem a participacdo direta do RS no manejo de
Ca®", as tiras ventriculares de S. marmoratus apresentaram um decréscimo na Fc, tanto a 25
quanto a 35 °C, na faixa de freqiiéncias observadas in vivo para estas temperaturas
(aproximadamente 0,5 e 0,9 Hz, respectivamente), indicando que o RS ¢ potencialmente
funcional e contribui significativamente para manutencdo da tensdo isométrica nessas
temperaturas, exercendo um papel importante no manejo do Ca*" quando consideradas as
freqiiéncias observadas in vivo. As reducdes de 37,8 % a 25 °C e 33,5 % a 35 °C (0,5¢ 0,9
Hz, respectivamente) na Fc apds a aplicagdo de rianodina corroboram tal afirmagdo. Além
disso, observou-se uma redugio progressiva no papel do Ca*" intracelular para a

manuten¢do da Fc com o aumento da freqiiéncia, uma vez que os resultados obtidos para as
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preparagdes controle e na presenca de rianodina se aproximaram a medida que freqiiéncias
superiores as verificadas in vivo foram impostas.

O miocardio ventricular de S. marmoratus mantém-se sensivel a rianodina mesmo
apés aumento na temperatura, diferentemente do observado em truta (HOVE-MADSEN,
1992). Quando consideradas as freqiiéncias cardiacas obtidas in vivo, tanto em 25 como 35
°C, o inotropismo negativo provocado pela rianodina foi superior ao efeito deste alcaldide
descrito para espécies de peixes que comprovadamente apresentam um RS funcional em
freqiiéncias fisiologicas, como a cavala de Pacifico, Scomber japonicus (reducao de 20%;
SHIELS & FARRELL, 2000), truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (reducao da Fc em 15
%; HARWOOD et al., 2000), piramboia, Lepdosiren paradoxa (reducao de 25 %; COSTA
et al., 2004), atum, Katsuwonus pelamis (redugdao de 30%; KEEN et al., 1992). Porém, a
contribuicdo do RS para a geragdo de for¢ca de contragdo ventricular apresentada pelo S.
marmoratus se compara a certas espécies de peixes, como para miocito atrial do atum
Thunnus albacares, no qual a rianodina provocou uma redugdo da Fc de 60 % nas
freqliéncias observadas in vivo (SHIELS et al., 1999), e para traira Hoplias malabaricus,
apresentando 50 % de redugd@o na Fc em tiras ventriculares (OLLE, 2003).

Assim como em atuns (SHIELS et al., 1999), S. marmoratus nao apresentou
sensibilidade a rianodina em todas as freqiiéncias testadas, mostrando reducdo na forca
ap6s adicdo de rianodina nas freqii€ncias iniciais e intermediarias. Diferentemente disto,
alguns scombriedeos (SHIELS & FARRELL, 2000) parecem ter como caracteristicas a
reducdo da Fc pela rianodina em todas as freqiiéncias de estimulagao testadas.

No presente estudo, a aplicacdo de rianodina na temperatura de aclimatagdo
diminuiu o pico de tensdo em aproximadamente 43 % a 0,2 Hz, apresentando diferenga
significativa até 0,8 Hz (redugdo de 32 9%). Apesar do efeito inotropico negativo da
elevacdo da temperatura (a forca registrada a 35 °C foi sempre inferior a registrada a 25 °C),
a 35 °C a contribuicdo do RS se assemelha a temperatura de aclimatacdo pois a rianodina
diminuiu a Fc em aproximadamente 43,5 %. Isto refor¢a importancia do RS como organela
fornecedora de Ca”" para contragio, embora uma significativa parcela desse ion provenha
dos espagos extracelulares. Resultado diferente foi descrito por SHIELS & FARRELL
(1997) para o tecido ventricular de truta arco-iris, O. mykiss, onde a natureza temperatura-

dependente dos canais de Ca®" do RS foi demonstrada. Estes autores verificaram que nos
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exemplares aclimatados e testados a 12 °C, a rianodina reduziu a Fc em aproximadamente
25% a 0.2 Hz, mas nao teve efeito significativo 1.2 Hz. J4 nos exemplares aclimatados e
testados a 22 °C, a rianodina causou 50% de reducdo na Fc a 0,2Hz, 25% a 1.2 Hz e de 20%
a2.0 Hz.

A insensibilidade a rianodina verificada a 15 °C no presente estudo esta de acordo
com os resultados descritos por SITSAPESAN et al. (1991), BERS (1989), TIBBITS et al.
(1991) e KEEN et al. (1992), que mostram que no RS, o estado aberto dos canais de
rianodina ¢ mantido por um periodo muito maior quando testados em baixas temperaturas
do que quando testados na temperatura de aclimatagdo. Se esta for uma propriedade geral
do tecido cardiaco de todos os vertebrados, entdo, a menor temperatura pode promover o
estado aberto dos canais de rianodina por um periodo muito maior, reduzindo a efetividade
do RS em armazenar Ca®" durante as contracdes, subestimando assim os resultados obtidos
apos adigdo de rianodina. Esta informagdo pode ser importante para explicar a auséncia de
resposta a rianodina a 15 °C, podendo levar a interpretacdo incorreta de que nesta
temperatura, ocorra uma inativacio do armazenamento de Ca’" no RS desta espécie.

A 35 °C, arelagdo forga-freqiiéncia negativa foi abolida pela adi¢do de rianodina, s6
havendo reducdo na Fc na méxima freqiiéncia testada (2,0 Hz), resultado que se assemelha
ao encontrado por HOVE-MADSEN (1992), para truta. Este mesmo autor observou que a
rianodina também nao teve efeitos significantes sobre o TPT e THR.

A redugdo da Fc das tiras ventriculares de S. marmoratus promovida pela rianodina
a 25 e 35 °C ndo foi acompanhada por um decréscimo pronunciado dos parametros tempo-
dependentes, semelhante ao descrito por outros autores (HOVE-MADSEN, 1992; OLLE,
2003), onde o TPT e o THR ndo apresentaram sensibilidade a rianodina em nenhuma das
temperaturas ou freqiiéncias utilizadas. Esses resultados indicam que, nessas temperaturas,
a auséncia de participagio do RS como fornecedor e seqiiestrador de fons Ca*" ndio afetou a
velocidade, mas sim a quantidade de fons Ca®" disponiveis no citosol dos cardiomidcitos
desta espécie. Outros mecanismos envolvidos com o fornecimento e extrusio de Ca®" do
citosol, como trocador Na'/Ca®’, canais de Ca’>" e bomba de Ca’’ATPase da sarcolema,
podem estar sendo suficientemente eficientes em remanejar a entrada e saida deste ion
dentro da célula, ja que a quantidade de Ca®" é comprovadamente menor, o que foi

evidenciado pelo inotropismo negativo causado pela rianodina.



Material e Métodos 86

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que pelo menos dois
mecanismos estdo envolvidos na regulagdo da produgdo de forca no coracdo de S.
marmoratus. Primeiro, um componente afetado pela freqiiéncia de estimulacao, dependente
do fluxo i6nico através da sarcolema, e outro dependente do RS e sensivel a rianodina, a
qual reduz significativamente a Fc.

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

A influencia da adrenalina sobre a contratilidade miocardica se da por diversos
mecanismos. O efeito inotropico positivo observado apos estimulagdo adrenérgica esta
normalmente associado ao aumento do influxo de Ca®" transarcolemal mediado pela
transducdo de sinal via estimulagdo [-adrenérgica, como visto em mamiferos
(CARMELIET & VEREECKE, 1969) e em diversos teleosteos (SHIELS & FARRELL,
1997; RANTIN et al., 1998). Porém, nao se pode excluir o efeito inotropico positivo que
também ¢ desempenhado via estimulacdo de receptores a-adrenérgicos (SHIELS &
FARRELL, 1997). A estimulagdo de o-adrenoreceptores em mamiferos aumenta a
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*" e pode aumentar a concentracio de Ca®’
intracelular pela da ativacao de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) (BENFEY, 1990). O IPs
induz a liberagdo de Ca’" do RS em células de musculo liso, mas também parece causar
liberagio de Ca’" do RS em tecido muscular cardiaco, apesar da taxa de indugdo da
liberagdo de Ca®" ser menor que a liberacdo de calcio calcio-induzida (KENTISH et al.,
1990). O papel do IP; no miocardio de peixes ¢ ainda pouco conhecido.

Embora os receptores o-adrenergicos possam estar presentes na membrana
sarcolemal de varias espécies de peixes, estes ndo sdo responsaveis pelo efeito inotropico
ou cronotropico das catecolaminas verificados em espécies como truta arco-iris (ASK,

1983; FARRELL et al., 1996), linguado (Pleuronectes platessa) (ASK, 1983) e carpa
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(Carassius carassius) (VORNANEN, 1989), mas podem mediar tais efeitos na enguia
americana (Anguilla anguilla) (PEYRAUD-WAITZENEGGER et al., 1980) e perca (Perca
Sfluviatilis) (TIRRI & LEHTO, 1984).

Adicionalmente, de acordo com FARREL & JONES (1992), a resposta cardiaca a
estimulacdo adrenérgica em peixes ¢ dependente, em grande escala, da densidade dos
subtipos de receptores adrenérgicos (a- e P-adrenerreceptores), da sensibilidade do
adrenorreceptor e da concentracdo e tipo de agonista (adrenalina ou noradrenalina). Esses
autores descrevem que em muitos teledsteos, com excecdo da carpa (Cyprinus carpio), a
adrenalina ¢ a catecolamoina predominante na circulagdo, embora tanto a adrenalina como
a noradrenalina podem se co-relacionar para produzir os efeitos adrenérgicos em
terminagdes nervosas no coracao de peixes.

Alguns estudos demonstraram a presenca de um nivel tonico de adrenalina (5 x 10”
M) na circulagdo de peixes em repouso (MILLIGAN et al., 1989), com suas concentragdes
aumentando para 5 x 10° M sob condigdes de estresse elevado (McDONALD &
MILLIGAN, 1992). Essa elevada concentragdo de adrenalina circulante aumentaria a
disponibilidade de Ca®" ao aparato contratil aumentando o gradiente transarcolemal de
Ca®’, por meio da exacerbagio dos mecanismos de transportes idnicos através da
sarcolema, o que minimizaria o efeito inotropico negativo resultante do aumento da
freqliéncia cardiaca (redu¢do na concentragdo intracelular de Ca’" a medida que a
freqiiéncia contratil ¢ aumentada) (KEEN et al., 1992; SHIELS & FARRELL, 1997;
SHIELS et al., 1999; SHIELS & FARRELL, 2000; SHIELS et al., 2002). Para se testar
essa possibilidade, a relacdo forga-frequéncia foi estudada, nas 3 temperaturas
experimentais, na presenca de uma concentragdo tonica de adrenalina (grupo BA - 10 M),
que posteriormente foi acrescida de 10 uM de rianodina (grupo BA+RIAN) e, finalmente, a
quantidade de adrenalina corrigida para uma concentragio maxima (10° M — grupo
AA+RIAN).

A concentragdo tonica de adrenalina (BA), além de ndo interferir com a geracao de
Fc em nenhuma temperatura testada, também ndo provocou profundas alteracdes nos
parametros tempo-dependentes. A 25 °C, o TPT e o THR do grupo BA ndo apresentaram
nenhuma altera¢do significativa em relacdo ao grupo controle, enquanto que a 35 °C,

redugdes desses parametros foram verificadas apenas na menor freqiiéncia de estimulagao.
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Devido ao fato de, no presente estudo, ndo terem sido detectadas diferengas significativas
entre os valores de Fc, TPT e THR obtidos para as preparagdes controle e para a as que
receberam a concentragdo tonica de adrenalina (BA), o grupo BA passou a ser o controle
para as demais preparagdes, procedimento ja utilizado por outros autores (SHIELS et al.,
1999; SHIELS & FARRELL, 2000; SHIELS et al., 2002).

A estimulagdo adrenérgica maxima apos adi¢do de rianodina aumentou o TPT e o
THR tanto na temperatura de aclimatagdo quanto em 35 °C. Pesquisas com musculo
cardiaco de mamiferos demonstraram que a estimulacdo adrenérgica causa um rapido
relaxamento, causado principalmente pela exacerbagdo da atividade da bomba de Ca*" da
sarcolema e por uma maior atividade da bomba de Na", levando a um aumentado efluxo de
Ca’" através da sarcolema via trocador Na*/Ca®" (BERS, 1991). Porem, a elevagio do THR
ap6s estimulacdo adrenérgica maxima no presente estudo sugere um efeito adrenérgico
diferente sobre a extrusio de Ca*" como visto em mamiferos. Visto que a aplicagio de
rianodina nao alterou os parametros tempo-dependentes, parece que a atividade do RS nao
¢ fundamental para o relaxamento ou para o tempo maximo para o pico de tensdo nesta
espécie.

Como a estimulagdo adrenérgica maxima aumenta consideravelmente a Fc exercida
pelo ventriculo desta espécie, pode-se sugerir que a macica entrada de fons Ca®" através da
sarcolema, que ¢ a responsavel pelo efeito inotropico positivo apods estimulacao
adrenérgica, ndo ¢ eficientemente retirada do citosol durante o relaxamento. Sendo assim, ¢
de se esperar que o THR se eleve. O mesmo efeito foi descrito para truta arco-iris (SHIELS
& FARRELL, 1997), sendo que os autores ndo encontraram explicagdes totalmente claras
para o ocorrido. Isto mostra que mesmo exibindo acentuado aumento na Fc, aumentando
consideravelmente a quantidade de Ca®" disponivel para acoplamento E-C, os midcitos
desta espécie ndo possuem eficientes mecanismos de transporte destes ions através de suas
membranas, quer seja pela bomba de Ca®" da sarcolema ou pelo trocador Na/Ca*", quando
a estimulagao adrenérgica ¢ alta.

Sendo que a adrenalina causa fosforilagdo dos canais L da sarcolema, permitindo
que seu estado aberto seja prolongado, ¢ de se esperar que o TPT também seja elevado,
promovendo um tempo maior de entrada de ions Ca”" elevando também a Fc e exigindo um

tempo maior para o relaxamento.
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A estimulacdo adrenérgica maxima combinada com o bloqueio da fung¢do do RS
(AA+RIAN) aumenta a Fc, que atinge os valores encontrados em presenca de adrenalina
tonica sem presenga de rianodina (BA). Pode-se concluir, entdo, que a estimulagdo
adrenérgica maxima ¢ capaz de compensar a auséncia de funcionalidade do RS como
fornecedor de Ca®", podendo o influxo deste fon através da sarcolema sustentar os niveis de
Fc. Isto mostra que o ventriculo de S. marmoratus pode facilmente aumentar a habilidade
de geragio de Fc pelo aumento do influxo de Ca* via sarcolema, suprimindo a necessidade
de uma contribuigdo do Ca*" intracelular, quanto esta sob estimulo adrenérgico elevado. O
aumento de Fc mediado pela alta concentracdo de adrenalina, apds adigdo de rianodina,
também ocorreu em espécies de ambientes temperados como truta arco-iris (SHIELS &
FARRELL, 1997) e cavala do Pacifico (SHIELS & FARRELL, 2000). Porém, embora
aumentos no influxo de Ca®’ via sarcolema em altas concentracdes de adrenalina
compensem a menor liberagio de Ca** do RS em uma faixa de freqiiéncias de estimulagio
(0,6 Hz a 25 °C e 1,2 até Hz a 35 °C), esta compensagao ¢ inadequada ¢ insuficiente em
freqiiéncias mais elevadas.

Um aspecto do acoplamento E-C cardiaco de S. marmoratus que se assemelha ao de
outras espécies de ambientes temperados, como por exemplo a cavala do Pacifico (SHIELS
& FARRELL, 2000) e a truta arco-iris (SHIELS & FARRELL, 1997), ¢ a capacidade da
estimulacdo adrenérgica maxima reverter a resposta inotropica provocada pela rianodina,
restabelecendo a Fc para niveis semelhantes aos registrados com estimulagdo adrenérgica
minima sem a presenc¢a de rianodina.

Além de agir na membrana plasmatica dos cardiomidcitos, a estimulagdo
adrenérgica aumenta o Ca®" citosolico aumentando o aciimulo deste ion no interior do RS
pela da fosforilagdo do fosfolambano, uma proteina integrante da membrana do RS (BERS,
2002; SHIELS et al., 2002). Pelo fato da adrenalina ser capaz de compensar o efeito
inotropico negativo da rianodina no presente estudo, pode-se sugerir que a via para o efeito
inotropico positivo causado pela adrenalina seja distinta do RS e localizada
preferencialmente na sarcolema, quer seja pelos canais de Ca®" tipo L ou pelo trocador
Na“/Ca™".

De qualquer forma, independentemente da temperatura experimental, uma

contratilidade cardiaca adequada (i.e., auséncia de relacdo forga-freqiiéncia negativa) €
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observada nas preparagdes controle nas freqiiéncias observadas in vivo. Isto indica que, a
despeito da fonte de Ca®" a ser utilizada pelas miofibrilas, o coragdo da espécie parece ser
capaz de manter seu inotropismo inalterado ou até¢ aumenta-lo quando as freqiiéncias in
vivo, ou mesmo superiores, sao atingidas. Tal fator deve promover um aumento substancial
do débito cardiaco como resultado de aumentos concomitantes do volume sistolico (via

inotropismo positivo) e da freqiiéncia cadiaca.



6. CONCLUSOES

As informacdes obtidas relacionadas as respostas cardiacas in vivo e in vitro de S.

marmoratus, aqui apresentadas e discutidas, permitem as seguintes conclusoes:

a. O aumento significativo da fy in vivo durante a transicdo aguda da temperatura de
25 para 35 °C e a diminuicao significativa da mesma durante a transi¢ao de 25 para
15 °C demonstram a grande importancia dos ajustes cronotropicos em resposta a
alteragdo térmica;

b. Nao houve deterioragdo da forca de contragdo das tiras ventriculares de S.
marmoratus eletricamente estimuladas por um periodo de 40 minutos, sendo estas
habeis em manter a Fc constante durante esse tempo nas temperaturas de 15, 25 e
35°C.

c. Em S. marmoratus, a elevagio da concentragio de Ca®’ extracelular resultou em
uma resposta inotrdpica positiva somente na temperatura maxima testada (35 °C), o
que reflete a dependéncia da performance cardiaca ao Ca®" extracelular nesta
temperatura;

d. A 35 °C, houve aumento do THR apés incrementos na concentragio de Ca"
extracelular, refletindo o comprometimento dos mecanismos envolvidos na extrusao
deste ions em altas concentragoes;

e. A capacidade do miocardio ventricular de manter a elevagdo da Fc em resposta a
uma ampla faixa de incrementos da concentragio de Ca®" extracelular indica a
presenca de poderosos mecanismos de tamponamento intracelular nos miocitos
cardiacos desta espécie;

f. A elevagdo da freqiiéncia de estimulacdo causou um efeito escada negativo nas
temperaturas de 25 e 35 °C, sendo que tais redugdes na Fc foram mais acentuadas a
35 °C. Alem disso, a freqliéncia de estimulagdo maxima suportada pela espécie €
maior quanto mais elevada for a temperatura;

g. Nessa espécie, o reticulo sarcoplasmatico (RS) participa significativamente no

manejo do Ca®” durante o acoplamento E-C cardiaco nas temperaturas de 25 ¢ 35
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°C, uma vez que o tratamento com rianodina resultou em uma diminuigdo
significativa da Fc nessas temperaturas;

h. Altas concentragdes de adrenalina foram capazes de reverter o efeito inotropico
negativo causado pela rianodina, mostrando que o influxo de Ca®" pela sarcolema
pode compensar a redu¢do da Fc causado pela inativagao funcional do RS;

i. Em S marmoratus, o Ca*" responsavel pela ativagio dos miofilamentos deve
derivar de pelo menos duas fontes: uma proveniente dos espacos extracelulares
(evidenciado pelo aumento de Fc durante incrementos na concentracio de Ca’"
extracelular) e uma fracdo significativa fornecida por fontes internas, ou seja, o RS.

j. Assim como a Fc, as variagdes na temperatura resultaram em alteracdes dos
parametros tempo-dependentes, indicando que os mecanismos de transporte de ions
Ca®" responsaveis pela contragdo e relaxamento cardiacos sdo bastante dependentes
da temperatura;

k. Os miocitos parecem nado estar trabalhando, in vivo, no limite da capacidade do
acoplamento E-C, visto que as freqiiéncias maximas observadas in vitro superam

aquelas observadas in vivo, em todas as temperaturas testadas.
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