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RESUMO 
 

As proteínas Ca2+-ATPase do Retículo Sarcoplasmático (SERCA2), Fosfolambam 

(PLB) e o Trocador Na+/Ca2+ (NCX) são fundamentais para o manejo do cálcio e a 

contratilidade miocárdica nos vertebrados. A elevação da taxa metabólica gerada a 

partir dos processos mecânicos e fisiológicos da digestão é conhecida como "ação 

dinâmica específica" (SDA) e representa o custo energético do processamento, 

digestão e absorção dos alimentos. Em vários grupos de répteis, a alimentação gera 

um rápido aumento nas taxas de troca gasosa, cujo pico ocorre geralmente um dia 

ou dois após a alimentação, antes de sofrer um declínio mais lento e retornar aos 

valores pré-prandiais. A ingestão de grandes massas de alimento demanda uma 

elevação metabólica e leva a uma compensação na massa ventricular e um 

aumento na força de contração do miocárdio, evitando uma sobrecarga no sistema 

cardiovascular. Durante o jejum ocorre depleção da estrutura corpórea podendo 

também atingir o músculo cardíaco. Para descrever a importância e as mudanças 

nas proteínas SERCA2, PLB e NCX diante os efeitos da alimentação/digestão nos 

répteis cascavel sul-americana (Crotalus durissus terrificus), na píton (Python 

molurus) e também do jejum prolongado no jacaré-de-papo-amarelo (Caiman 

latirostris), utilizada a técnica molecular Western blotting. Observou-se a existência 

de homologia entre as proteínas dos répteis com relação aos mamíferos. A SDA 

levou a uma maior expressão da proteína SERCA2 nas três espécies de répteis. A 

SDA também pode ter induzido a expressão de uma isoforma e/ou uma menor 

fosforilação em alguns sítios ativos da SERCA2 no tecido ventricular de P. molurus. 

Uma relação direta entre a expressão da SERCA2 com a expressão do PLB foi 

verificada somente em C. durissus, não havendo tal relação em P. molurus e C. 

latirostris. As três espécies de répteis expressaram o PLB com mesma massa 

molecular, de 50 kDa, e diferente da do rato, que é de 25 kDa. A grande distância 

evolutiva que separa os répteis dos mamíferos pode ter ocasionado o surgimento de 

isoformas entre esses grupos, explicando tal diferença. O aumento da expressão do 

NCX em C. latirostris do grupo alimentar Digestão sugere uma maior mobilização do 

cálcio e um maior inotropismo de forma frequência-específica através dessa 

proteína. A maior expressão do NCX juntamente com a menor expressão da 

SERCA2 e do PLB em C. durissus no grupo alimentar Jejum em relação aos outros 

dois grupos alimentares sugere uma maior mobilização do cálcio pelo NCX nesse 

regime de alimentação, o que seria vantajoso do ponto de vista energético. A 

expressão do NCX com diferentes massas moleculares entre as três espécies 

estudadas, um menor número de regiões conservadas em animais filogeneticamente 

mais distantes, e a grande plasticidade do gene da proteína NCX em formar 

proteínas distintas, sugere a expressão de proteínas isoformas nos répteis 

estudados. 

 

 

Palavras chaves: SERCA2, Fosfolambam, NCX, Western blotting, Manejo cardíaco 

de cálcio, Caiman latirostris, Crotalus durissus terrificus, Python molurus. 
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ABSTRACT 

 
The Sarcoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA), phospholamban (PLB) and 

the Na+-Ca2+ exchanger (NCX) proteins are essential for the cardiac calcium 

management and myocardial contractility in vertebrates. The increase in metabolic 

rate generated from mechanical and physiological process of digestion is known as 

“specific dynamic action” (SDA) and represents the energy cost of processing, 

digestion and absorption of food. In several groups of reptiles, feeding generates a 

rapid increase in rates of gas exchange, whose peak usually occurs one or two days 

after feeding, before suffering a slower decline and returning to preprandial values. 

Ingestion of large quantity of food demands a metabolic elevation and leads to 

indemnities related in ventricular mass and an increase in myocardial force 

contraction, avoiding an overload on the cardiovascular system. During the fasting, 

depletion of body mass occurs and it can also reach the heart muscle. To describe 

the importance and the changes in SERCA2, PLB and NCX proteins on the effects of 

feeding/digestion in reptiles broad-snouted caiman (Caiman latirostris), burmese 

phyton (Python molurus) and also by prolonged fasting in South-American 

rattlesnake (Crotalus durissus terrificus) Western blotting technique was used. We 

observed the homology existence between the proteins of reptiles in relation to 

mammals. The SDA increased expression of SERCA2 protein in three species of 

reptiles. The SDA can also have unduced the expression of an isoform and/or 

reduced phosphorylation at some active sites of SERCA2 in ventricular tissue of P. 

molurus. A direct relationship between the expression of SERCA2 with the PLB 

expression in C. durissus was observed. However in P. molurus and C. latirostris this 

relation does not exist. The three reptiles expressed the PLB with molecular mass of 

50 kDa, whereas the mouse expressed 25 kDa. The vast evolutionary distance that 

separates mammals of reptiles may have caused the rise of isoforms between these 

groups, explaining this difference. The increased expression of NCX along with lower 

expression of SERCA2 and PLB in C. durissus in food group Fasting compared to 

the other two groups suggests a higher calcium mobilization in this feeding regime, 

which would be advantageous from the energy point of view. The expression of NCX 

with different molecular mass between the three species, a smaller number of 

consensus regions with the animals phylogenetically more distant and the great 

plasticity of NCX gene to form distinct proteins, suggest the expression of proteins 

isoforms with the reptiles studied in this research. 

 

Key words: SERCA2, Phospholamban, NCX, Western blotting, Cardiac calcium 

management, Caiman latorostris, Crotalus durissus terrificus, Python molurus. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

Biodiversidade é o termo que descreve o conjunto de todos os seres vivos, os 

ecossistemas em que vivem e os processos biológicos dos quais fazem parte. A 

humanidade depende de tal diversidade, utilizando-a como recursos alimentares e 

farmacêuticos, a qual apresenta um grande potencial para fornecer outros benefícios 

ainda desconhecidos (WILSON, 1997). 

Apesar de 250 anos de classificação taxonômica e mais de 1,2 milhões de 

espécies catalogadas, cerca de 86% das espécies terrestres e 91% das espécies 

aquáticas ainda não foram descritas (MORA et al., 2011). As projeções para o 

número absoluto de espécies variam entre 5 e 30 milhões de organismos, muitos 

dos quais não serão sequer conhecidos pela humanidade, dado ritmo de destruição 

acelerado (IUCN, 2010). 

A esperada riqueza de adaptações em todos os níveis de organização 

biológica dos vertebrados basais (de moléculas a órgãos altamente especializados) 

deve ser encarada como potencial de biodiversidade a ser explorado, principalmente 

para os fisiologistas comparativos, para os quais a adaptação consiste na principal 

ferramenta de trabalho. 

Os membros da classe parafilética Reptilia, que incluem os primeiros 

vertebrados terrestres são diversificados e abundantes, com cerca de 7.000 

espécies que ocupam uma grande variedade de hábitats terrestres a aquáticos. Os 

répteis atuais compreendem duas das três linhagens de vertebrados amniotas, que 

se originaram de tetrápodes semelhantes a anfíbios existentes no final da era 

Paleozóica. Estas duas linhagens são os amniotas anápsidos, representados pelas 

tartarugas, e os amniotas diápsidos, representados pelos lagartos, cobras, 

crocodilianos e tuataras. Eles são os sobreviventes da imensa irradiação de 

amniotas mesozóicos que incluem os dinossauros, cuja grande maioria extinguiu-se 

ao final da era Mesozóica. Na sua definição tradicional, a classe Reptilia é um grupo 

parafilético, pois exclui as aves, que são descendentes do ancestral comum da 

linhagem diápsida. A terceira linhagem de amniotas, os sinápsidos, deu origem aos 

mamíferos atuais (HICKMAN et al., 2001). 

A compreensão da trajetória de 300 milhões de anos de vida dos répteis 

torna-se complicada devido à existência de evolução paralela e evolução 

convergente, muito comum entre as diversas linhagens e, também, devido às 

grandes descontinuidades do registro fóssil (HICKMAN et al., 2001). 
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É imprescindível entender a fisiologia de um maior número de espécies, pois 

só desta maneira poderemos explorar economicamente, e de uma maneira 

sustentável, a riqueza genética existente nestas comunidades e defender a 

conservação das áreas em que habitam os organismos estudados de uma forma 

mais eficaz. Para aperfeiçoar a representação, precisamos de um melhor 

entendimento de como funcionam populações naturais dessas espécies, e o 

conhecimento do sistema fisiológico é fundamental para organizar os esforços de 

conservação de suas populações remanescentes.  

A história evolutiva dos vertebrados basais (peixes, anfíbios e répteis) é, no 

mínimo, 100 milhões de anos mais antiga do que a história evolutiva dos mamíferos, 

o que deve implicar em uma maior diversidade morfofisiológica, uma vez que foram 

expostos durante muito mais tempo às pressões seletivas dos diferentes ambientes 

que ocuparam (HICKMAN  et al., 2001).  

Os vertebrados são dependentes do funcionamento contínuo da bomba 

cardíaca e qualquer alteração nesta função ameaça diretamente sua sobrevivência, 

já que o trabalho cardíaco supre os tecidos com os nutrientes e o oxigênio 

necessários para seu funcionamento, bem como é responsável pela retirada de 

catabólitos e ainda utilizado como veículo para moduladores humorais e nervosos. 

Desta forma, é de se esperar que a evolução dos vertebrados deva ter envolvido 

mudanças adaptativas no músculo cardíaco (GESSER & POUPA, 1983). 

O coração dos vertebrados ectotérmicos está mais sujeito a grandes 

variações nas taxas extracelulares de gases dissolvidos, balanço ácido-base e 

temperatura do que o coração dos vertebrados endotérmicos. Isso se deve, 

principalmente, a fatores como flutuações ambientais, hábitos e organização do 

sistema cardiovascular desses animais (DRIEDZIC & GESSER, 1994). 

De acordo Hickman et al. (2001) a diversidade morfofisiológica da célula 

cardíaca apresentada pelas diferentes classes de vertebrados, bem como as 

variações encontradas dentro de uma mesma classe, mostram quão diversos podem 

ter sido os caminhos evolutivos percorridos durante a formação de aparatos 

cardíacos que apresentam tais particularidades espécie-específicas.  

O conhecimento dos processos envolvidos na contração cardíaca evoluiu 

muito nos últimos 20 anos. Porém, a maior parte dos estudos se dedicaram ao 

conhecimento da fisiologia dos miócitos cardíacos de mamíferos e pouco se sabe 

sobre os vertebrados basais. Desta forma, o estudo da fisiologia de grupos ainda 

pouco explorados como os répteis é de fundamental importância para o 



 

3 

 

conhecimento desses animais e, dessa maneira, defender não somente as 

diferentes espécies dos riscos de extinção, mas também a conservação de seus 

habitats de uma forma mais eficaz. 

 

 

1.1. A evolução do coração 

 

A formação de órgãos e outras partes do corpo dos seres vivos ocorrem 

através de passos sucessivos, controlados por genes reguladores que organizam 

células especializadas em complexas estruturas tridimensionais. Estudos genéticos 

do desenvolvimento do coração, tanto de vertebrados quanto de invertebrados, têm 

revelado uma rede evolutiva de genes conservados que consiste de interconexões 

funcionais entre fatores de transcrições miogênicos, desde os genes a jusante 

(downstream) até as vias sinalizadoras a montante (upstream). Tais genes controlam 

e direcionam o destino das células, a diferenciação dos miócitos e a morfogênese 

cardíaca (CRIPPS & OLSON, 1998; BODMER, 1995). 

A comparação entre os genes envolvidos no desenvolvimento do coração de 

animais com uma vasta distância filogenética suporta a ideia de que as modificações 

evolutivas do coração, com o aumento da complexidade, ocorreu através da 

modificação e da expansão de genes ancestrais responsáveis por codificar e regular 

o desenvolvimento cardíaco. A expansão desses fatores genéticos, tanto através da 

duplicação quanto da adição de novos genes, provavelmente permitiu o 

aparecimento de novas estruturas acessórias como câmaras, válvulas e um eficiente 

sistema de condução (FISHMAN & OLSON, 1997). 

A principal unidade funcional do coração são as células musculares 

cardíacas, que expressam um conjunto de proteínas contráteis, tal como actina, 

miosina, troponina e tropomiosina. O aparecimento de células musculares 

antecedeu a divergência dos cnidários (hidra, água-viva e corais), ctenóforos e dos 

bilatéria (~ 700 milhões de anos atrás) (OOTA & SAITOU, 1999). 

Células musculares primordiais provavelmente assemelhavam-se às células 

do epitélio muscular dos cnidários e anfioxos, sendo estes últimos os organismos 

invertebrados viventes mais próximos dos ancestrais dos vertebrados (BISHOPRIC, 

2005; GRENS et al., 1996). Essas células provavelmente existiram em uma bolsa 

gástrica primitiva onde, através de movimentos de líquidos, participavam do 

processo de alimentação. Células musculares em bilatérios são derivadas do 
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mesoderma e acredita-se que tenham surgido da gastroderme de um diploblástico 

ancestral. A diversificação das células musculares originou as células musculares 

esqueléticas, cardíacas e lisas, promoveu uma maior especialização das células do 

músculo cardíaco e finalmente resultou nos miócitos atrial e ventricular, bem como 

nas células do sistema de condução cardíaco dos mamíferos (OLSON, 2006). 

Acredita-se que o primeiro órgão como um coração tenha surgido cerca de 

500 milhões de anos atrás, em um ancestral bilatério (BISHOPRIC, 2005, ROMER, 

1967; MOORMAN & CHRISTOFFELS, 2003; SIMÕES-COSTA et al., 2005). 

Provavelmente esse órgão se assemelhava a um simples vaso tubular, como os 

órgãos de tunicados e anfioxos, que contém uma camada de células epiteliais, sem 

câmaras e vasos definidos (OLSON, 2006). 

Durante a evolução, o coração passou de um tubo com uma simples camada 

celular com contratilidade peristáltica, para uma poderosa e eficiente bomba com 

uma espessa câmara muscular dedicada a receber (átrio) e bombear (ventrículo) 

sangue, exibindo contrações síncronas e ligações diretas com um sistema vascular 

fechado (MOORMAN & CHRISTOFFELS, 2003, SIMÕES-COSTA et al., 2005). 

A transição do ambiente aquático para o ambiente terrestre exigiu várias 

adaptações e, no caso do coração, a separação do sangue oxigenado do sangue 

venoso. Os peixes possuem um coração tipo tubo, composto por 4 câmaras em 

série: seio venoso, átrio, ventrículo e bulbo (ou cone). Um tronco arterioso se 

ramifica para o interior dos arcos branquiais, a partir dos quais vasos levam o 

sangue arterializado para a cabeça e para o corpo, suprindo os diversos órgãos, dos 

quais o sangue volta para o seio venoso (OLSON, 2006). 

As larvas de anfíbios já possuem 2 átrios. Com o crescimento do pulmão 

durante o desenvolvimento dos anfíbios, a primeira veia branquial se dirige para o 

pulmão. O ventrículo, sem divisão, bombeia uma mistura de sangue, com porções 

de sangue venoso vindo do corpo e de sangue arterializado vindo do pulmão, para a 

circulação sistêmica. Nos amniota, há uma forte tendência de separação do 

ventrículo em duas câmaras, que é convergentemente completa em aves e 

mamíferos. Esta tendência levou à redução no número dos vasos branquiais 

primitivos (SCHMIDT-RHAESA, 2007), como mostrado na figura 1. 

 



 

5 

 

 

Figura 1. Representação esquemática do coração e dos vasos conectores do taxa Craniata 
(Adaptada de SCHMIDT-RHAESA, 2007). 

 
 

A eficiência do fluxo sanguíneo unidirecional dentro e fora do coração foi 

assegurada pelo aparecimento das válvulas. A conversão de um tubo primitivo do 

coração para um coração com várias câmaras que direciona o sangue com alta 

força e eficiência através de contrações sincrônicas requer um sistema de condução. 

Outros avanços evolutivos do coração de vertebrados incluem as células da crista 

neural, que contribuem na formação do septo e do trato de saída, a trabécula, que 

aumenta a oxigenação, o endotélio, que proporciona sinais de fatores de 

crescimento e células precursoras para a formação das válvulas cardíacas, e o 

epicárdio, que fornece precursores para a vascularização coronária (OLSON, 2006). 

Num contexto genético, o desenvolvimento do coração é controlado por um 

conjunto de genes, fatores de transcrição evolutivamente conservados (NK2, MEF2, 

GATA, Tbx, e Hand), que controlam o destino das células cardíacas, a expressão 

dos genes que codificam proteínas de contratilidade e a morfogênese da estrutura 

cardíaca (Figura 2). Esses genes sinalizadores e receptores selecionam um grupo 

de fatores de transcrição relacionados ao desenvolvimento do coração. Eles 

codificam proteínas de diversas famílias especializadas em regular a expressão de 
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vários outros genes, incluindo os próprios genes sinalizadores, reguladores e 

estruturais (CRIPPS & OLSON, 1998; BUCKINGHAM et al., 2005; SRIVASTAVA & 

OLSON, 2000; BRUNEAU, 2002). Os fatores de transcrição cardíacos são proteínas 

regulatórias com importância em múltiplos processos da embriogenia cardíaca. 

 

 

 

Figura 2. Genes envolvidos no desenvolvimento do coração. A figura mostra a relação 
evolutiva entre os animais em função dos números de genes cardíacos 
regulatórios que são expressos em cada estrutura cardíaca de cada organismo 
(Adaptada de OLSON et al., 2006). 

 

 

1.2. O coração dos répteis 

 

Em todos os répteis, o átrio direito, que recebe sangue venoso do corpo é 

completamente separado do átrio esquerdo, que recebe sangue arterial dos 

pulmões. Os crocodilianos (crocodilos, jacarés, aligatores e o gavial) possuem dois 

ventrículos completamente separados (Figura 3), enquanto que os demais répteis 

possuem ventrículos parcialmente separados (Figura 4).  
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Figura 3. Representação esquemática do sistema circulatório de répteis crocodilianos 
(Adaptada de HILL et al., 2012). 

 

 

Porém, mesmo nos répteis com separação incompleta dos ventrículos, o 

padrão de fluxo de sangue dentro do coração previne a mistura de sangue pulmonar 

(oxigenado) e sistêmico (desoxigenado). Desta forma, todos os répteis possuem 

duas circulações funcionalmente separadas. (SCHMIDT-RHAESA, 2007). 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática do sistema circulatório de répteis não-crocodilianos 
(Adaptada de HILL et al., 2012). 

 

 

Os vertebrados endotérmicos, também chamados de animais de “sangue 

quente” (aves e mamíferos) possuem elevadas taxas metabólicas, o que lhes 

permitem manter a temperatura corpórea constante, normalmente acima da 

temperatura ambiental. Os endotérmicos utilizam mais oxigênio e necessitam de 

mais substrato energético do que os ectotérmicos, ou animais de “sangue frio”, como 

peixes, anfíbios e lagartos, com temperaturas corpóreas mais baixas e variáveis. 

Porém, como consequência, os endotérmicos ganharam a capacidade de prolongar 
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atividades extenuantes que não podem ser atingidas pelos ectotérmicos 

(SUMMERS, 2005). 

As aves e os mamíferos desenvolveram, de forma independente, corações de 

4 câmaras divididos em dois lados, de forma que o sangue oxigenado vindo dos 

pulmões é separado do sangue desoxigenado vindo do restante do corpo. O 

coração de 3 câmaras da maioria dos répteis e anfíbios é mais flexível, permitindo a 

mistura controlada de sangue pulmonar e sistêmico (Figura 5), característica 

especialmente importante no mergulho, quando o desvio (“shunt”) de sangue dos 

pulmões acelera a transição para uma taxa metabólica mais baixa, aumentando o 

tempo entre respirações. (SUMMERS, 2005). 

 

 

 

Figura 5. A. Répteis não crocodilianos têm dois átrios e três câmaras ventriculares 
incompletamente separadas. B. Vista diagramática do fluxo sanguíneo através 
do coração de um réptil não crocodiliano. (Adaptada de MOYES & SCHULTE, 
2010). 

 

 

Ainda de acordo com Summers (2005), uma crista muscular no coração de 3 

câmaras pode separar completamente o sangue desoxigenado do oxigenado, de 

forma que a mera separação do fluxo de sangue não explica por que o coração de 4 

câmaras é tão benéfico que tenha evoluído duas vezes. Contudo, no coração de 4 

câmaras, a divisão do fluxo de sangue também permitiu a variação de pressão entre 

os sistemas circulatórios pulmonar e sistêmico. O lado que envia sangue para os 

pulmões é muito mais fraco que o outro lado, pois altas pressões nos pulmões 

poderiam causar vazamento de líquido através das membranas respiratórias. O lado 

mais forte do coração envia sangue para as artérias sistêmicas, onde as altas 
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pressões trabalham contra a alta resistência resultante das forças de contração 

musculares, múltiplos leitos capilares e extensiva filtração através dos rins. As 

pressões do sangue sistêmico dos endotérmicos modernos são 3 vezes superiores 

aquelas dos ectotérmicos. 

O coração dos crocodilianos é um mosaico interessante: ele é dividido em 4 

câmaras, mas também possui um sistema de desvio (“shunt”), embora um pouco 

diferente daquele dos demais répteis (Figura 4c). Seymour et al. (2004) propuseram 

que os ancestrais dos crocodilianos modernos foram endotérmicos e precisaram de 

um coração de 4 câmaras para a separação de pressão, que foi posteriormente re-

evoluído em um sistema de desvio (“shunting”). 

Conforme enfatizado por Johansen & Burggren (1980), o coração de um 

determinado vertebrado não é inferior ao de outro, mas sim, adaptado para que o 

animal tenha uma organização a ele apropriada e que apresente padrões bem 

definidos de comportamento e de interação com seu ambiente. 

 

 

1.3. A contração do músculo cardíaco 

 

O íon cálcio (Ca2+) é o regulador central da contratilidade cardíaca, 

fundamental desde a geração e modulação da atividade elétrica (potencial de ação, 

PA) até a regulação e controle do processo de contração. Portanto, sua homeostase 

dentro da célula é fundamental para a função do miocárdio. A Ca2+-ATPase do 

retículo sarcoplasmático (SERCA), o trocador Na+/Ca2+ (NCX), os canais de Ca2+ do 

retículo sarcoplasmático (receptores de rianodina - RyRs) e os canais de Ca+ 

voltagem-dependentes (canais tipo L) são os principais responsáveis pela 

homeostase do Ca2+ intracelular no processo de acoplamento excitação-contração 

dos cardiomiócitos (BERS, 2002). 

A despolarização da membrana (denominada sarcolema) ativa os canais de 

Ca2+ do tipo L da célula miocárdica, promovendo a entrada de Ca2+ no meio 

intracelular. Esse influxo de Ca2+ promove a liberação de Ca2+ do retículo 

sarcoplasmático (RS), principal estoque deste íon para a contração no miocárdio de 

mamíferos. A liberação de Ca2+ do RS é induzida pela ligação de Ca2+ nos canais de 

liberação, denominados receptores de rianodina (RyR) (FABIATO, 1983). A 

atividade dos RyR é regulada por proteínas quinases (PKA e CAMKII) e fosfatases 

(PP1 e PP2A) (REIKEN et al., 2003). 
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O aumento da concentração citosólica de Ca2+ permite a difusão deste íon e 

sua ligação à troponina C, disparando o processo de contração celular e geração de 

força, explicada pela teoria dos filamentos deslizantes (HUXLEY, 1969). Portanto, 

em condições fisiológicas, a ativação elétrica (excitação) atua como o gatilho para a 

contração, e o aumento de Ca2+ intracelular é o fator que acopla os dois fenômenos. 

O conjunto desses processos é chamado acoplamento excitação-contração 

(acoplamento E-C). 

Para o relaxamento do músculo cardíaco ocorrer, vários transportadores de 

Ca2+ competem pela remoção desse íon do sarcoplasma, permitindo assim a 

dissociação do Ca2+ da troponina (BERS, 2002). Quatro mecanismos estão 

envolvidos no relaxamento muscular cardíaco: i) Ca2+-ATPase do RS (SERCA), que 

capta o íon de volta para o interior da organela; ii) trocador Na+/Ca2+ (NCX), que 

promove a extrusão do íon para o meio extracelular; iii) uniporter de Ca2+ 

mitocondrial, que medeia o fluxo do íon para dentro das mitocôndrias e iv) Ca2+-

ATPase da sarcolema (SL-ATPase), que também promove extrusão de Ca2+ (BERS, 

2002) (Figura 6). 

A participação relativa destes transportadores é dependente da espécie 

(BASSANI  et al., 1994), da fase de desenvolvimento pós-natal (BASSANI & 

BASSANI, 2002) e pode estar alterada em certas condições fisiopatológicas 

(POGWIZD et al., 1999). 
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Figura 6. Principais mecanismos envolvidos no processo de acoplamento excitação-
contração no músculo cardíaco de mamíferos. SR - retículo sarcoplasmático; 
NCX - trocador Na+/Ca2+; ATPase; ICa - corrente de Ca2+ por meio de canais tipo 
L; PLB, fosfolambam; RyR, canais de rianodina (Adaptada de BERS, 2002). 

 

 

A proteína SERCA possui uma massa molecular estimada em 100 KDa 

(BURK et al., 1989) e, em vertebrados, três genes estão presentes (ATP2A1-3), os 

quais codificam três proteínas isoformas, SERCA 1-3 (WUYTACK et al., 2002). 

Curiosamente, cada um desses genes sofre “splicing” alternativo, processo regulado 

durante a expressão gênica que resulta na codificação de múltiplas proteínas por um 

mesmo gene, resultando em onze proteínas SERCA: SERCA 1a/b, SERCA 2a/b/c e 

SERCA 3a/b/c/d/e/f (MARTIN et al., 2002) (Figura 7). 

O gene da proteína SERCA está organizado em 21 éxons separados por 20 

íntrons (HERZBERG & FERNÁNDEZ, 2002). O grande número de íntros possibilita o 

aparecimento de variantes, e é através do splicing alternativo que a proteína 

SERCA2 dá origem as SERCA2b com 1042 aa, a uma variante menor, a SERCA2a 

com 997 aa (ALTSHULER et al., 2012) e a SERCA2c com 999 aa (GÉLÉBART et 

al., 2003). 
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Figura 7. Geração das múltiplas isoformas através do splicing alternativo dos genes 
ATP2A1-3 de humanos (Adaptada de BRINI & CARAFOLI, 2009). 

 

 

Estas isoformas e suas variantes de splicing são expressas em diferentes 

tecidos. Por exemplo, as isoformas SERCA1a e SERCA1b são encontradas no 

músculo esquelético adulto e neonatal, respectivamente. A SERCA2a é expressa 

primariamente no músculo cardíaco e na musculatura esquelética de contração 

lenta, enquanto que a sua variante, a SERCA2b, é encontrada em quase todas as 

células não musculares e frequentemente é considerada uma variante de uma 

proteína de manutenção (“housekeeping”). Além disso, as SERCAs 3 e 2b são 

encontradas numa ampla gama de células incluindo linfócitos, mastócitos, células 

epiteliais, células endoteliais, como também nas células de Purkinje e no cerebelo 

(WUYTACK et al., 2002; CAMPBELL et al., 1991).  

A SERCA2a encontra-se sob controle direto do fosfolambam (PLB), que é 

uma holoproteína, formada por 5 subunidades idênticas de baixo peso molecular. 

Esta proteína está presente no músculo liso e cardíaco (SIMMERMAN & JONES, 

1998), e também em baixos níveis na musculatura esquelética de contração lenta 

(LALLI et al., 1997; SLACK et al., 1997; FUJII et al., 1989).  
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O PLB não foi identificado na musculatura esquelética de contração rápida 

(SIMMERMAN & JONES, 1998), porém, a sua expressão pode ser induzida neste 

músculo por estimulação de baixa frequência (BRIGGS et al., 1990; LEBERER et al., 

1989), a qual induz a mudança do fenótipo do músculo de contração rápida para o 

de contração lenta. Sob estas condições, a isoforma da Ca2+-ATPase (SERCA1a) do 

músculo esquelético é alterada para a isoforma encontrada no músculo esquelético 

de contração lenta e no tecido cardíaco (SERCA2a) (BRIGGS et al., 1990; 

LEBERER et al., 1989). 

O PLB possui 52 aminoácidos e, no seu estado não fosforilado, é um inibidor 

da SERCA, sendo tal inibição revertida quando o PLB é fosforilado. O PLB encontra-

se organizado em três domínios: o domínio citosólico Ia (aminoácidos de 1 a 20), 

onde está a serina-16, que é o sítio de fosforilação da proteína quinase A (PKA), e 

treonina-17, o sítio de fosforilação pela Ca2+/Calmodulina (CAMK). O domínio Ib 

(aminoácidos de 21 a 30) que é rico em aminoácidos amidados e o domínio II 

(aminoácidos de 31 a 52), que atravessa a membrana celular (MACLENNAN & 

KRANIAS, 2003). Portanto, no miocárdio intacto, a estimulação adrenérgica resulta 

somente na fosforilação da serina-16 e da treonina-17 (BÖHM et al., 1994). 

Uma grande região hidrofóbica e o domínio resistente à protease em cada 

subunidade parecem ser responsáveis pela ancoragem do PLB na membrana do 

retículo sarcoplasmático. Já um domínio menor, sensível à protease em cada 

subunidade, contém todos os locais de fosforilação (Figura 8) (SIMMERMAN & 

JONES, 1998). 

 



 

14 

 

 

Figura 8. Modelo estrutural da proteína fosfolambam (PLB) desfosforilada (esquerda) e 
fosforilada (direita) com dois fosfatos (P-) incorporados por monômero (Adaptada 
de SIMMERMAN & JONES, 1998).  

 

 

Outro importante componente do acoplamento E-C cardíaco é o trocador 

Na+/Ca2+ (NCX), uma proteína antiporter de membrana que é expressa em quase 

todas as células animais. O NCX é um sistema de contra-transporte reversível com 

estequiometria de 3 Na+ para 1 Ca2+ que produz uma corrente iônica (INa/Ca). 

O NCX opera em paralelo com os canais de Ca2+ e a Ca2+-ATPase 

sarcolemais e pode mover Ca2+ tanto para fora quanto para dentro da célula, 

dependendo da força motriz eletroquímica líquida (i.e., os gradientes de 

concentração de Na+ e Ca2+ e o potencial de membrana) exercida sobre ele. Essa 

força motriz, e consequentemente o movimento líquido de Ca2+ mediado pelo NCX, 

pode mudar de direção durante o ciclo de atividade da célula, quando o potencial de 

membrana varia (ex.: durante o potencial de ação) e/ou quando as concentrações 

citosólicas de Na+ ([Na+]i) ou de Ca2+ ([Ca2+]i) são alteradas (BLAUSTEIN & 

LEDERER, 1999). 

Simplificadamente, altas concentrações de Ca2+ citosólico favorecem seu 

efluxo (modo normal), enquanto potenciais de membrana positivos e altas 
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concentrações de Na+ intracelular favorecem o influxo de Ca2+ (modo reverso) 

(BERS, 2002). 

Segundo Nicoll et al. (1990) o NCX é composto por 970 aminoácidos e tem 

uma massa molecular estimada em 108 kDa. 

O NCX compreende uma família de três genes que codifica três proteínas: 

NCX1 (ARLOCK & KATZUNG, 1985), NCX2 (BLAUSTEIN, 1974) e NCX3 (NICOLL 

et al., 1996). Estes genes possuem um padrão similar de hidropatia, sugerindo 

estruturas similares. O NCX1 é amplamente distribuído em células e tecidos 

(incluindo o tecido cardíaco, musculatura esquelética e lisa), neurônios, astrócitos, 

rins, pulmões e baço (QUEDNAU et al., 1997). Em contraste, o NCX2 e o NCX3 são 

encontrados no cérebro e na musculatura esquelética (LI et al., 1994; NICOLL et al., 

1996).  

A fase de leitura aberta (do inglês “open reading frame”) do NCX1 pode sofrer 

splicing alternativo para produzir as diversas isoformas que são encontrados em 

vários tecidos (SCHULZE ET AL., 1996). O gene do NCX1 possui 6 éxons, sendo 

que um par exclusivo (chamado de A ou B) combina com quatro éxons cassetes 

(chamados de C, D, E, e F) e são organizados para produzir até 32 isoformas 

distintas. A principal região do splicing alternativo na fase de leitura aberta é 

encontrada numa alça (loop) da proteína (Figura 9).  

Após o códon de parada, há regiões com sequências conservadas entre as 

isoformas (KRAEV et al., 1996). O sequenciamento do DNA complementar (cDNA) 

do NCX1 canino, por exemplo, é composto por uma sequência de 2.910 

nucleotídeos. O porquê da existência dessas diferentes isoformas ainda permanece 

sem respostas. 

Apesar da magnitude do influxo de Ca2+ através dos canais L da sarcolema 

ser variável nas diferentes espécies de mamíferos, a maioria dos estudos indica que 

este é insuficiente para suportar a contração exigida pelo nível de atividade nos 

mamíferos (BERS, 1991; CHAPMAN, 1983). Assim, o Ca2+ liberado pelo RS 

constitui-se na principal fonte deste íon para a contração no coração de todos os 

mamíferos já estudados (WIER, 1990). 

Por outro lado, no coração dos vertebrados inferiores a situação parece ser 

diferente. Tibbits et al. (1991) sugeriram que no miocárdio de anfíbios, o Ca2+ 

liberado pelo RS não é significativo para a contração, além de ter sido contestada a 

ocorrência do mecanismo denominado liberação de cálcio induzida pelo cálcio 

(CICR) no ventrículo destes animais (FABIATO, 1983). A contração ventricular em 
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anfíbios parece ser relativamente insensível à rianodina (um alcaloide capaz de 

impedir o acúmulo de Ca2+ no interior do retículo sarcoplasmático), mesmo em 

concentrações que comprovadamente neutralizam a atividade deste canal, quando 

os experimentos são conduzidos utilizando-se frequências estimulatórias e 

temperaturas fisiológicas (BERS, 1985).  

 

 

 

Figura 9. Modelo estrutural da proteína NCX mostrando os noves segmentos 
transmembrana (Adaptada de DIPOLO & BEAUGÉ, 2006).   

 

 

Tibbits et al. (1992a) enfatizam que, em anfíbios, a importância relativa do 

fluxo de Ca2+ através da SL pode também ser indicada por um potencial de ação 

(P.A.) mais duradouro, resultante de uma fase platô mais pronunciada (723  106 

ms à temperatura ambiente), o mesmo ocorrendo na maioria dos peixes 

investigados até o momento (e.g. 556  56 ms a 20 oC em carpa cruciana, Carassius 

carassius, VORNANEN, 1989). Isso contrasta com os resultados obtidos para os 

mamíferos, nos quais até mesmo nas espécies que apresentam um P.A. de duração 

relativamente longa, esse tempo não chega a atingir a metade do valor observado 

nos anfíbios (e.g. 372  14 ms a 23 °C em coelhos). 

Segundo Driedzic & Gesser (1994), um P.A. mais duradouro resulta na 

manutenção de um potencial de membrana positivo e, consequentemente, na maior 

permanência dos canais de Ca2+ voltagem-dependentes no estado aberto, além de 

favorecer o influxo de Ca2+ através do NCX no seu modo reverso (TIBBITS et al., 

1992b). Isso sugere que a duração e a amplitude da contração sejam fortemente 
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determinadas pela despolarização da membrana nos ventrículos de vertebrados 

inferiores.  

O RS corresponde a aproximadamente 0,5% do volume do miócito de peixes 

e anfíbios, diferindo dos cerca de 7,3% observados em ratos (HELLE, 1983; 

LEKNES, 1984). Infelizmente, há poucos dados na literatura sobre a morfologia dos 

miócitos cardíacos de répteis, bem como sobre o manejo de Ca2+ e a contratilidade 

miocárdica deste grupo de vertebrados. 

Na serpente “western garter”, Thamnophis elegans, Leeson (1981) encontrou 

miócitos de pequeno diâmetro (8 a 12 µm – poucos miócitos ventriculares com 14 

µm), poucas miofibrilas por célula, ausência de túbulos T, RS pobremente 

desenvolvido, normalmente sob a forma de vesículas dilatadas e em algumas 

células, ausentes. Tais achados sugerem que essa organela não seja funcional 

nestes animais. 

No miocárdio de jibóia, Boa constrictor, Leak (1967) descreveu pequenas 

vesículas dispersas no sarcoplasma, mas não encontrou um RS complexo ao redor 

das miofibrilas. Células miocárdicas bastante complexas foram descritas para o 

lagarto Anolis sp (FORBES & SPERELAKIS, 1971).  

Enquanto o RS das serpentes já estudadas apresenta-se na forma de 

elementos vesiculares, o lagarto Anolis sp apresenta RS formado por uma rede de 

túbulos bem desenvolvidos e interconectados (LESSON,1981; BOSSEN & 

SOMMER, 1984), muito similares àqueles encontrados para galináceos e 

mamíferos, não sendo, contudo, tão extensos. No entanto, Leak (1967) observou 

que iguanas da mesma família que o Anolis (Iguanidae), não apresentam tal sistema 

reticular. 

Okita (1971) estudou a tartaruga do gênero Amyda e descreveu miócitos 

cardíacos de pequeno diâmetro (13 m), túbulos T curtos no nível da linha Z (similar 

a mamíferos), RS bem desenvolvido circundando as miofibrilas e, ainda, RS 

associado com os túbulos T e próximo à sarcolema, sugerindo que, neste gênero, os 

mecanismos do acoplamento E-C não diferem dos apresentados por mamíferos. 

Entretanto, não há estudos sobre a contratilidade cardíaca deste gênero de 

tartaruga. 

Galli et al. (2006), estudando a tartaruga da espécie Trachemys scripta, 

encontraram miócitos cardíacos com grande relação superfície-volume, o que 

aumentaria a eficiência do transporte de Ca2+, reduzindo distâncias de difusão da 

superfície até os miofilamentos. Segundo esses autores, o RS desempenha 
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pequeno papel na ciclagem de Ca2+ sendo que os canais do tipo L são a fonte 

predominante de Ca2+ (5x o valor encontrado para mamíferos adultos e ~2x o valor 

encontrado para peixes) nessa espécie. Adicionalmente, esses autores sugerem que 

o NCX pode fornecer o Ca2+ ativador para contração e é capaz de manter a 

contração do miócito independentemente do RS e dos canais L. 

 

 

1.4. Ação dinâmica específica (SDA) 

 

O aumento da taxa metabólica gerada a partir dos processos mecânicos e 

fisiológicos da digestão é conhecido como "ação dinâmica específica" (“specific 

dinamic action” - SDA) e representa o custo energético do processamento, digestão 

e absorção dos alimentos (SECOR et al. 2000). 

A SDA já foi estudada e quantificada em mais de 250 espécies entre 

invertebrados e vertebrados. O tipo de alimento, a sua massa e composição, a sua 

temperatura, assim como o tamanho e a composição corporal do animal, como 

também vários fatores ambientais, como por exemplo, a temperatura ambiente e a 

concentração gasosa, podem ter um impacto significativo na magnitude e na 

duração da resposta da SDA (ANDRADE et al. 1997; SECOR, 2009). 

Por exemplo, refeições grandes, intactas ou que possuem um exoesqueleto 

duro, requerem um maior esforço digestivo e, desse modo, geram uma maior SDA 

enquanto refeições pequenas, fragmentadas e mais moles ou macias, geram uma 

menor SDA. Diferenças nas fases de deglutição, quebra do alimento e absorção 

intestinal, como também nas fases de catabolismo e síntese influenciam diretamente 

a SDA, podendo gerar variações (SECOR, 2009). 

A resposta da digestão pode elevar consideravelmente o metabolismo geral 

de um animal a valores extremos, muitas vezes superiores aos observados em 

atividade (HICKS & BENNETT, 2004). O pico metabólico da SDA pode, de forma 

geral, elevar a taxa metabólica em até 50% em humanos, 320% na maioria dos 

demais animais e de até 1600% nas serpentes com forrageamento do tipo “senta e 

espera” (JANES & CHAPPELL, 1995; SECOR & DIAMOND, 1995).  

Alguns répteis Squamata possuem a capacidade de ingestão de grandes 

presas. Esta característica é notável em alguns grupos de serpentes que podem 

ingerir até o equivalente a 100% de sua massa corpórea. Experimentos com a píton 

(Python molurus) demonstraram um aumento de até 44 vezes na taxa metabólica de 
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repouso nos animais alimentados com o equivalente a 100% de sua massa corpórea 

(SECOR & DIAMOND, 1997a). 

Em P. molurus, durante a digestão, um processo de hipertrofia fisiológica 

pode ser observado em órgãos como fígado, rins, pâncreas, intestino, pulmões e 

estômago (SECOR & DIAMOND, 1997b). As causas desse processo ainda são 

pouco conhecidas e podem ser decorrentes do aumento na síntese proteica ou um 

aumento na concentração de fluidos (SECOR & DIAMOND, 1998; STARCK & 

BEESE, 2001). Além destes órgãos, Andersen et al. (2005) constataram que em 

Python molurus analisadas durante o pico da SDA (48 horas após a ingestão do 

alimento), ocorre um aumento de 40% na massa muscular ventricular e que essa 

hipertrofia é naturalmente revertida ao final do processo de Digestão.  

Segundo Andersen et al. (2005), a hipertrofia ventricular em Python molurus 

deve, provavelmente, melhorar o transporte de oxigênio visando suprir a demanda 

metabólica alterada pela digestão e poderia explicar a tendência de aumento de até 

50% no volume de ejeção sistólico observado nesses animais por Secor et al. 

(2000). 

 

 

1.5. Metabolismo de répteis e implicações na fisiologia cardíaca 

 

Muitos sauropsídeos ectotérmicos mostram respostas rápidas e totalmente 

reversíveis após a alimentação. Pouco tempo após a alimentação, a taxa 

metabólica, as enzimas digestivas e diferentes órgãos como o fígado, rim, pâncreas, 

intestinos, pulmões e estômago, são aumentados. Padrões pós-prandiais foram 

estudados principalmente em serpentes e anuros (SECOR et al., 1994; SECOR & 

DIAMOND, 1995, 1997a,b; SECOR et al., 1998; JACKSON & PERRY, 2000; 

SECOR, 2001; STARCK & BEESE, 2001; 2002; OVERGAARD et al., 2002; CRAMP 

et al., 2005; CRAMP & FRANKLIN, 2005; LIGNOT et al., 2005; STARCK, 2005; 

STARCK e WIMMER, 2005; STARCK et al., 2007; SECOR, 2008). 

Aumentos nos gastos de energia são acompanhados por incrementos tanto 

na ventilação quanto débito cardíaco para a manutenção das trocas gasosas em 

níveis adequados. Estas respostas são geralmente maximizadas durante períodos 

de atividade locomotora extenuante e outras atividades que envolvam a contração 

vigorosa dos músculos esqueléticos (BRETT, 1972; SEEHERMAN et al., 1981; 

TAIGEN & WELLS, 1985; WALTON et al., 1990; SUAREZ, 1992). Em tais casos de 
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esforço físico extremo, o débito cardíaco é em grande parte dedicado ao músculo 

esquelético, a fim de sustentar o metabolismo aeróbio. Em contraste, tem sido 

demonstrado que a píton (Python molurus) não atinge taxas máximas de consumo 

de oxigênio durante o exercício extenuante, mas sim, durante a digestão (SECOR & 

DIAMOND, 1995, 1997a,b). 

Nas pítons, a SDA pode estimular um aumento no consumo de oxigênio de 

até de 44 vezes, um aumento que ultrapassa de longe o incremento de 7 a 10 vezes 

que experimentam durante contrações locomotoras vigorosas (SECOR & DIAMOND, 

1995) ou durante as rápidas contratações de sua musculatura axial para gerar calor 

durante a incubação dos ovos (VINEGAR et al., 1970). 

Em diversas espécies de répteis já estudadas, a alimentação gera um rápido 

aumento das taxas de troca gasosa, cujo pico ocorre geralmente um dia ou dois 

após a alimentação, antes de sofrer um declínio mais lento e retornar aos valores 

pré-alimentação, como mostra a figura 10. 

A ampla plasticidade da fisiologia e, mais especificamente, da função 

cardíaca exibida pelos vertebrados basais é um grande desafio a ser desvendado 

em cada espécie. Tal plasticidade impõe restrições a generalizações em estudos da 

função cardíaca desses animais, devendo-se levar em consideração não apenas os 

parâmetros abióticos a que estão sujeitos, mas também as condições fisiológicas, 

como é o caso do estado nutricional, bem como a utilização de diferentes técnicas 

que possam cobrir maior espectro de aspectos relevantes aos mecanismos 

relacionados à sua fisiologia cardíaca. 
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Figura 10. Perfis metabólicos pós-prandiais de seis espécies de répteis. Note os aumentos 
de 3 a 15 vezes na taxa metabólica em 1 ou 2 dias após a alimentação. (Adaptada 
de SECOR, 2009) 

 

 

Para resistir a extremos metabólicos como os descritos acima, o coração 

deve permanecer íntegro na sua capacidade contrátil e ser capaz de se ajustar à 

nova demanda metabólica, portanto, é possível que haja mudanças na expressão de 

proteínas cardíacas, acompanhando desse modo os ajustes necessários. Diante de 

tudo o que foi exposto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a expressão 

de três proteínas cardíacas responsáveis pela dinâmica do cálcio intracelular com 

relação ao regime alimentar das espécies em estudo. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Gerais 

 

Visto que pouco se sabe sobre a fisiologia cardíaca de répteis, o presente 

trabalho teve como objetivos gerais a análise da expressão das proteínas Ca2+-

ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA2), da fosfolambam (PLB) e do trocador 

Na+/Ca2+ (NCX) de 3 espécies de répteis: jacaré-de-papo-amarelo (Caiman 

latirostris), da cascavel sul-americana (Crotalus durissus terrificus) e da píton 

(Python molurus). Os estudos foram realizados com animais durante diferentes 

períodos nutricionais (jejum, digestão e pós-absortivo) para a investigação de 

possíveis efeitos na expressão destas proteínas. A validade dos estudos por 

Western Blotting foi investigada pela homologia entre as proteínas. 

 

 

2.2 Específicos 

 

 Investigar a validade do estudo da expressão de proteínas por Western blotting 

utilizando anticorpos desenvolvidos para mamíferos em organismos 

filogeneticamente distantes como os répteis; 

 

 Verificar a presença das proteínas SERCA2, PLB e NCX nas espécies em 

estudo; 

 

 Identificar possíveis mudanças na expressão das proteínas SERCA2, PLB e 

NCX em função do regime alimentar. 



 

23 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. Os animais 

 

Os espécimes de jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris), cascavel sul-

americana (Crotalus durissus terrificus) e píton (Python molurus) utilizados no 

presente estudo foram cedidos pelo laboratório Jacarezário do Departamento de 

Zoologia da UNESP, campus Rio Claro, SP. 

 

3.1.1. A piton (Phyton molurus) 

 

Nativas de florestas tropicais e pântanos do sudeste da Ásia, as pítons estão 

entre as maiores serpentes do mundo. Podem atingir 7 metros ou mais de 

comprimento e, em média, podem ter até 90 kg de peso corpóreo (Figura 11). 

Quando jovens, passam a maior parte do tempo nas árvores. Contudo, 

quando atingem o tamanho adulto, a subida em árvores torna-se dificultosa e 

passam a habitar o chão. Também são excelentes nadadoras e podem submergir 

por até 30 minutos sem subir à superfície para respirar. 

 

 

Figura 11. Exemplar de píton, Python molurus, utilizada no presente estudo (CIPRIANO, 
2012). 
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São predadoras podendo alimentar-se, na natureza, de grandes presas 

intactas em intervalos relativamente pouco frequentes (SECOR, 2003). 

Tem pequena acuidade visual, usam primariamente os quimiorreceptores da 

língua e termorreceptores ao redor da mandíbula para localizar suas presas. A morte 

das presas se dá por constrição, prendendo-as com seus dentes afiados, enrolando-

se ao redor de seus corpos e espremendo-as até a morte por sufocação. Possuem 

ligamentos elásticos na mandíbula que as permite engolir a presa inteira (POUGH et 

al., 2008). 

A píton ocupa a seguinte posição sistemática: 

Reino: Animalia  

       Filo: Chordata  

             Classe: Reptilia  

                   Ordem: Squamata  

                         Família: Boidae  

                              Gênero: Python  

                                      Espécie: Python molurus (LINNAEUS, 1758). 

Todas as espécies de píton são ovíparas, apresentando cuidado parental, 

especialmente a espécie em questão, na qual a fêmea mantém a temperatura do 

corpo elevada para incubação do ovo. Em cada evento reprodutivo de P. molurus 

podem ser postos mais de 20 ovos (ZUG et al, 2001). 

 

 

3.1.2. A cascavel sul-americana (Crotalus durissus terrificus) 
 

A região neotropical abriga grande parte das espécies de serpentes do mundo 

(UETZ, 2000), o que evidencia seu potencial para estudos herpetológicos. As 

serpentes pertencentes ao gênero Crotalus, popularmente conhecidas como 

cascavéis, são serpentes robustas, ágeis e de hábitos terrestres (Figura 12). Estas 

serpentes são facilmente identificadas por apresentarem na extremidade caudal um 

guizo ou chocalho (MELGAREJO, 2003). Cada anel do guizo não representa um ano 

de vida da cascavel e sim, uma muda de pele, que pode ocorrer várias vezes num 

único ano (CARDOSO et al., 2003). 

No Brasil, o gênero é representado por uma única espécie, a Crotalus 

durissus, a qual apresenta uma vasta distribuição geográfica. Essas serpentes são 

encontradas desde os cerrados do Brasil central, até regiões áridas e semi-áridas do 
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Nordeste, seguindo pelo extremo Sul e Norte do país. Essa espécie subdivide-se em 

cinco subespécies: a Crotalus durissus terrificus, predominante das regiões Sudeste 

e Sul; a Crotalus durissus collilineatus, comum na região centro-oeste, se 

estendendo até o estado de Rondônia; a Crotalus durissus cascavella, a cascavel 

nordestina, e as menos conhecidas, tais como a Crotalus durissus ruruima e a 

Crotalus durissus marajoensis, são restritas às regiões das savanas do estado de 

Roraima e da ilha de Marajó, respectivamente (MELGAREJO, 2003). 

 

 

 

Figura 12. Exemplar de cascavel sul-americana, Crotalus durissus terrificus (OTANI, 2013). 
 

 

Segundo Cardoso et al. (2003), a cascavel é uma serpente terrícola, de 

hábitos crepusculares e noturnos, alimentando-se principalmente de pequenos 

mamíferos. 

A cascavel ocupa a seguinte posição sistemática: 

Reino: Animalia 

     Filo: Chordata 

         Classe: Reptilia 

              Ordem: Squamata 

                   Subordem: Serpentes 

                       Família: Viperidae 

                           Gênero: Crotalus 

                                 Espécie: Crotalus durissus (LINNAEUS, 1758). 
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São serpentes cujo aparelho inoculador de veneno é extremamente eficiente, 

dotado de presas móveis e canaliculadas. Entre as narinas e os olhos encontra-se a 

fosseta loreal, órgão responsável pelas sensações térmicas, que facilitam a 

localização das presas e a locomoção (CARDOSO et al., 2003). 

Segundo Paula (2012), as cascavéis, por serem animais típicos de regiões 

secas, enfrentam como desafios naturais a variação de temperatura e a 

disponibilidade de alimento. A alimentação de cascavéis é composta de pequenos 

roedores e aves, que normalmente migram durante a época de seca. Sendo 

predador do tipo “senta e espera”, a baixa disponibilidade de presas no ambiente 

somada à alta temperatura, em média 30°C, que impossibilita a redução da taxa 

metabólica como forma de economizar energia, tornam a cascavel uma espécie 

interessante para estudo do jejum prolongado. Aparentemente, estes animais são 

bem adaptados a essa condição visto que têm uma lenta redução da massa 

corpórea e mesmo após um longo período em privação de alimento, ainda possuem 

a capacidade de realizar atividade e de ingerir/digerir novamente. 

Ainda segundo Paula (2012), cascavéis selvagens são capazes de 

ingerir grandes presas, de até 70% da sua massa corpórea. Em laboratório, é 

frequente a alimentação com presas equivalentes a 30% da massa corpórea, sendo 

o período de digestão variável de acordo com o tamanho da presa, durando, em 

média, 15 dias. Durante este período, a taxa metabólica destes animais aumenta 

cerca de 5 vezes o metabolismo padrão (ANDRADE et al. 1997). 

Por outro lado, períodos de jejum prolongado também são enfrentados 

por estas serpentes durante a época de estiagem em ambientes como o cerrado e a 

caatinga, quando roedores e aves migram para outros ambientes, dificultando a 

obtenção de alimento. Assim, ajustes fisiológicos que a permitam a sobrevivência 

até que o alimento esteja novamente disponível devem estar presentes (PAULA, 

2012). 

 

 

3.1.3. O jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) 

 
O jacaré-de-papo-amarelo, Caiman latirostris, é um crocodiliano sul 

americano de porte médio, o comprimento total máximo alcançado é de 3,5 m, mas 

na natureza são raros os animais maiores que 2,0 m (VERDADE, 1998). O focinho é 

mais largo que em outros crocodilianos. O corpo é de cor verde escura, com 

manchas mais escuras na cabeça e pescoço (Figura 13). 
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Sua distribuição geográfica é restrita à América do Sul, incluindo o norte da 

Argentina; Brasil (estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, São 

Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espírito Santo, Mato Grosso do Sul, Goiás, 

Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do Norte e nas bacias 

hidrográficas dos Rios Paraná e São Francisco); nordeste do Uruguai, sudeste da 

Bolívia e sul do Paraguai (VERDADE & PIÑA, 2006). Lagoas marginais e várzeas de 

rios das regiões Sul, Sudeste e parte do Nordeste do Brasil são os habitats naturais 

de C. latirostris (BRAZAITIS et al.,1990). 

Atualmente, o táxon não se enquadra na categoria ameaçada de extinção 

biológica pelo IBAMA, mas ainda está listado no Apêndice I da CITES (The 

Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora), 

exceção feita à população da Argentina que mudou para o Apêndice II em 1997. As 

principais causas do declínio de suas populações são a destruição sistemática de 

seu habitat e a caça ilegal. A pele do C. latirostris é entre as do gênero Caiman, a 

mais valorizada, por apresentar produtos manufaturados de melhor qualidade (KING 

& BRAZAITIS, 1971; BRAZAITIS et al., 1998), apesar de não ser considerada como 

pele clássica (VERDADE, 1997). 

 

 

 

Figura 13. Exemplares de jacaré-de-papo-amarelo, Caiman latirostris (LEITE, 2009). 
 

 

O jacaré-de-papo-amarelo ocupa a seguinte posição sistemática: 

Reino: Animalia 
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                 Filo: Chordata 

                        Classe: Reptilia 

                                   Ordem: Crocodylia 

                                         Família: Alligatoridae 

                                                 Gênero: Caiman 

                                                         Espécie: Caiman latirostris (DAUDIN, 1802). 

Os crocodilianos são predadores, podendo se alimentar de qualquer animal 

vivo capturável, incluindo os da mesma espécie (Santos et al., 1993). Na natureza 

os filhotes de crocodilianos alimentam-se de crustáceos, gastrópodes e 

principalmente insetos, enquanto os adultos são oportunistas e consomem 

mamíferos, artrópodes, peixes, aves e répteis (MCNEASE & JOANEN 1981; 

POOLEY 1989; MICUCCI & WALLER 1995; DIEFENBACH 1988). 

De acordo com Starck et al. (2007), C. latirostris costumam experimentar 

períodos de jejum de vários meses por causa de flutuações sazonais de 

disponibilidade de alimentos. Durante a estação chuvosa (janeiro a maio), eles 

encontram abundância de alimentos (peixes, caranguejos, caracóis, vertebrados 

terrestres) em rios e lagoas. Durante a estação seca (junho a dezembro), podem se 

enterrar na lama do fundo ou se refugiar em poças relativamente pequenas onde se 

aglomeram atingindo altas densidades, o que faz com que as presas desapareçam 

rapidamente. Muitas vezes, por não ser capaz de alcançar o rio, o jacaré fica em 

jejum até que a próxima estação chuvosa encha as lagoas e os peixes retornem dos 

rios. Desta forma, esta espécie, assim como as cascavéis, está adaptada a 

sobrevivência durante períodos de escassez de alimentos. 

 

 

3.2. Métodos 
 

Para a realização do presente trabalho, os tecidos cardíacos das 3 espécies 

estudadas foram coletados dos animais utilizados por Cipriano (2012 - pítons); Paula 

(2012 - cascavéis) e Lopes (2013 - jacarés) em suas dissertações de mestrado e 

tese de doutorado, respectivamente, tendo sido aprovados pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Federal de São Carlos (Pareceres  n° 081/2010 

e n° 033/2009). As condições de manutenção em laboratório e os diferentes regimes 

alimentares aos quais os animais foram submetidos serão descritos a seguir. 

Em laboratório, os animais foram mantidos em sala climatizada a 30 ºC e 

fotoperíodo natural. 
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As serpentes foram mantidas em caixas individualizadas, com disponibilidade 

de água ad libitum. Os jacarés foram mantidos em aquaterrários (2 animais por 

aquaterrário), um misto de aquário e terrário com uma parte seca e outra alagada, 

permitindo a permanência fora ou dentro da água.  

 

 

3.2.1. Regimes alimentares 
 
Píton 
 

As pítons foram divididas em 2 grupos alimentares: o grupo Digestão e o 

grupo Pós-absortivo. As serpentes do grupo Digestão foram alimentadas com ratos 

Wistar adultos (cedidos pelo Biotério Central da UFSCar) com pesos equivalentes a 

30% da massa corpórea da serpente e os experimentos tiveram início 2 dias após a 

alimentação. As serpentes do Grupo Pós-absortivo também foram alimentadas com 

ratos Wistar adultos com pesos equivalentes a 30% da massa corporal da serpente, 

porém os experimentos tiveram início 28 dias após a alimentação. 

 
 
Cascavel sul-americana 
 

As cascavéis foram divididas em três grupos alimentares: grupo Digestão, 

grupo Pós-absortivo e grupo Jejum. 

No grupo Digestão, o animal foi alimentado regularmente (1 camundongo a 

cada 15 dias). A última alimentação dos animais foi realizada 34 horas antes do 

início dos experimentos, para que o coração fosse obtido durante o pico de Digestão 

(ANDRADE, 1997). Foram oferecidos ratos Wistar adultos com massa equivalente a 

30% da massa corporal de cada serpente.  

O grupo em Jejum foi mantido em privação total de alimento. Previamente, os 

animais desse grupo foram inicialmente pesados e alimentados para garantir a 

mesma condição alimentar para todos antes do experimento. Nesse grupo, foi 

realizado o monitoramento da perda de massa corpórea por meio de pesagens a 

cada 20 dias até que fosse registrada perda de 30% da massa corpórea ou que se 

completasse um ano de privação alimentar. O grupo Jejum foi incluído nessa 

espécie devido à cascavel-sul-americana ser um predador do tipo “senta e espera”, 

a baixa disponibilidade de presas no ambiente somada à alta temperatura, em média 

30 °C impossibilita a redução da taxa metabólica como forma de economizar 

energia. Estes animais são bem adaptados a essa condição visto que têm uma lenta 
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redução da massa corpórea e mesmo após um longo período em privação de 

alimento, ainda possuem a capacidade de realizar atividade e de ingerir/digerir 

novamente. Estas características tornam a cascavel uma espécie interessante para 

estudo do jejum prolongado (Paula, 2012). 

No grupo Pós-absortivo a alimentação consistiu de ratos com peso 

equivalente a 30% da massa corporal da serpente. A última alimentação de cada 

animal utilizado ocorreu cerca de 30 dias antes da experimentação. 

 
 
Jacaré-de-papo-amarelo 

 
Os jacarés foram divididos em dois grupos alimentares: grupo Digestão e 

grupo Pós-absortivo. Os animais foram alimentados com miúdos e pescoços de 

frango (peso equivalente a 15% do peso do animal). No grupo digestão, a 

alimentação foi interrompida dois dias antes do experimento. Já os animais do grupo 

Pós-absortivo tiveram a alimentação interrompida por 30 dias antes do início dos 

experimentos. 

 

 
3.2.2. Sacrifício e coleta de tecidos 
 

Os animais foram sacrificados por decapitação e, logo após, amostras do 

ventrículo e do átrio foram congeladas em nitrogênio líquido, a uma temperatura de -

196 °C, e em seguida foram estocadas em ultrafreezer à – 80 °C. 

 

 

3.2.3. Western blotting 
 

Para expressão das proteínas Ca2+ ATPase (SERCA2), fosfolambam (PLB) e 

o trocador Na+/Ca2+ (NCX) utilizou-se a técnica Western Blotting. 

A técnica Western Blotting foi desenvolvida no laboratório do Prof. George 

Stark na Universidade de Stanford (BURNETTE et al., 1981). O nome Western 

Blotting foi dado por W. Neal Burnette e é um trocadilho para o nome Southern 

Blotting, técnica para detecção de DNA desenvolvida anteriormente por Edwin 

Southern (SOUTHERN, 1975) Também há uma técnica chamada Northern blotting 

que é utilizada para a detecção de RNA (ALWINE et al., 1977). 

O Western Blotting consiste na identificação de uma determinada proteína 

numa mistura contendo várias outras proteínas, baseada no reconhecimento de 

file:///C:/Users/Eliton/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Low/Content.IE5/material%20para%20backup/MESTRADO%202009/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Low/Content.IE5/I8MDXN5M/wiki/Northern_blot
file:///C:/Users/Eliton/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Low/Content.IE5/material%20para%20backup/MESTRADO%202009/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Low/Content.IE5/I8MDXN5M/wiki/RNA
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natigênicos específicos da mesma por anticorpos monoclonais (derivado de um 

clone de células de hibridoma que reconhece somente um sítio antigênico) ou 

policlonais (originado de múltiplas linhagens de produtores de anticorpos, sendo 

menos homogêneos e específicos, mas que reconhecem uma gama de antígenos 

maior do que os anticorpos monoclonais).  

Para tal, utiliza-se a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, SDS-

PAGE (LAEMMLI, 1970), onde o detergente aniônico dodecil-sulfato de sódio (SDS) 

confere carga negativa às proteínas, facilitando a separação por massa molecular 

decorrente da aplicação de um campo elétrico. As proteínas são transferidas do gel 

para uma membrana (tipicamente de nitrocelulose ou de fluoreto de polivinilideno - 

PVDF), onde serão utilizadas como sonda para anticorpos específicos à proteína a 

ser estudada. 

 

 

3.2.4. Homogeneização do músculo cardíaco 

 

Os ventrículos e átrios congelados (-80 oC) de Caiman latirostris, Crotalus 

durissus terrificus, Python molurus e o ventrículo esquerdo do rato Wistar (Rattus 

norvegicus), foram pesados para serem homogeneizados. O tecido cardíaco do rato 

Wistar foi utilizado como controle positivo. 

Para homogeneização procurou-se respeitar uma relação de 1 mg de tecido 

para 1 µL de tampão. Para a elaboração do homogenato dos répteis, utilizou-se 

aproximadamente 500 mg de tecido em 500 µL de tampão. Foi necessário utilizar 

um pool de tecido de cada uma das espécies em questão para atingir as proporções 

de massa por volume de tampão desejado. Para o homogenato do rato foi utilizado 

cerca de 400 mg de tecido. Para obter a fração microssomal das amostras foi 

utilizado o tampão hiperosmótico (sacarose 250 mM, Tris 50 mM, EDTA 1 mM pH 

7,4). 

Os ventrículos e os átrios dos répteis e o ventrículo esquerdo do rato Wistar 

foram seccionados em pequenos fragmentos e inseridos gradativamente no tubo 

para homogeneização. Foi utilizado tampão gelado e o tubo contendo a amostra foi 

mantido no gelo durante todo o procedimento. O homogenato dos tecidos foi obtido 

com a utilização do homogeneizador IKA (T 10 basic ULTRA-TURRAX®), para 

ruptura do tecido por corte com lâminas e cavitação, sendo mantido no gelo durante 

todo o procedimento. 
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O homogenato obtido foi vertido em microtubos para centrifugação a uma 

força de 10.000 G por 40 min a 4 oC, para remover células intactas, fragmentos 

celulares e frações ricas em partículas de origem nuclear, citoesquelética e 

mitocondrial (NECKÁR et al., 2005). Em seguida, o sobrenadante foi colhido e o 

precipitado descartado. 

Nas amostras utilizadas para obtenção da fração microssomal, o 

sobrenadante foi levado a ultracentrifugação com força de 100.000 G a 4 ºC por 60 

min. Após a ultracentrifugação o sobrenadante, que representa a fração citosólica, 

foi descartado. As vesículas microssomais, que constituem a fração com maior 

densidade (após a separação prévia), encontraram-se no precipitado na forma de 

uma densa massa ao fundo do tubo, denominado pellet. Os pellets de cada tubo 

foram ressuspensos em um volume reduzido (100 a 150 µL) de tampão Tris-EDTA 

(Tris 50 mM; EDTA 1 mM; pH 7,4). 

 

 

3.2.5. Quantificação de proteína  

 

A quantificação de proteínas foi realizada baseada no método de Bradford 

(1976), utilizando o kit para medida de proteínas (Bio-Rad®). Esse método envolve 

adição de um corante ácido a uma solução de proteínas e a subsequente medida da 

intensidade de reação na amostra com um espectrofotômetro, em comprimento de 

onda de 595 nm. Cada amostra foi diluída em tampão Tris-EDTA na proporção de 

1:30 (1 µL amostra e 29 µL tampão Tris-EDTA). Foram utilizados 10 µL da amostra 

diluída em cada poço da placa de Elisa e a esse volume acrescentou-se 200 µL do 

reagente de Bradford. 

A quantificação das proteínas foi realizada utilizando-se a placa Elisa e uma 

escala gradual de concentrações de proteína, para construção de uma curva padrão, 

utilizada como referência para a quantificação das amostras. Para esta curva de 

proteínas foi utilizada uma solução de albumina do soro bovino (BSA - bovine serum 

albumin), na concentração conhecida de 1mg.mL-1. A BSA foi adicionada em 

quantidades crescentes nos poços da placa Elisa (0, 2, 4, 6, 8 e 10 µL), sendo 

completados para 10 µL com tampão Tris-EDTA. A cada poço foi acrescentado 200 

µL do reagente de Bradford para reação com as proteínas e posterior leitura no 

espectrofotômetro. 
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Nesse procedimento o reagente de Bradford foi o último a ser adicionado na 

placa de Elisa que, em seguida, permaneceu por um período de 10 minutos no 

escuro antes da leitura no espectrofotômetro. Este procedimento foi adotado para 

que ocorresse a reação do corante com as proteínas da solução e para prevenir a 

degradação do corante pela ação da luz. 

 

 

3.2.6. Eletroforese  

 

Após a quantificação de proteínas das amostras, foi determinado o volume a 

ser depositado em cada poço do gel de acordo com a quantidade de proteína 

desejada em cada corrida. A cada poço foi adicionado, além da amostra, igual 

volume de tampão de Laemmli (Sigma®). 

Para a análise da expressão das proteínas SERCA2, PLB e NCX foi utilizado 

volume correspondente a 100 µg de proteína. Devido aos anticorpos utilizados no 

presente trabalho serem específicos para mamíferos, tornou-se necessária a 

utilização de uma concentração elevada de proteínas (RIVAROLI, 2011). Para a 

análise da expressão proteica do R. norvegicus foi utilizado uma concentração de 25 

µg. Valor esse já definido em outros trabalhos (BOCALINI et al., 2012; RIVAROLI, 

2011).  

A um dos poços foi adicionado o marcador de massa molecular (Precision 

Plus Protein Prestained Standards, Dual Color – Bio-Rad®), resultando em bandas 

de diferentes massas moleculares (10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 e 250 kDa) 

coradas para o referencial da corrida das amostras. Para as amostras que não 

ficaram alinhadas com as bandas do marcador foi realizado o cálculo da mobilidade 

relativa.  

Para a confecção do gel stacking, foram utilizados pentes para 10 poços, com 

espessura de 1,5 mm, permitindo a utilização de amostras com volume de até 20 µL 

(volume da amostra + volume do tampão de Laemmli). 

Para a elaboração do gel Resolving levou-se em conta a massa molecular da 

proteína a ser analisada, que deve atravessar a malha do gel enquanto migra ao 

longo do gradiente elétrico, portanto, existe uma relação definida entre a 

concentração de acrilamida e a faixa de separação das proteínas em kDa (WALKER 

& RAPLEY, 1999).  
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Para a proteína SERCA2 e para o NCX foi confeccionado um gel de 7,5% de 

poliacrilamida, e para o PLB foi utilizado um gel de 12% de poliacrilamida (Tabela 1). 

O gel foi depositado entre as lâminas de vidro do kit Mini-Protean (Bio-Rad), 

com cuidado para não formar bolhas, e deixado para polimerizar por 30 minutos. 

Após a polimerização do Gel Resolving, foi preparado o Gel Stacking, onde se 

encontram os poços para deposição das amostras. Após a preparação do Gel 

Stacking (H2O 1,4 mL; acrilamida 30% 330 µL; TEMED 2 µL; 1,0M Tris pH 6,8 250 

µL; SDS 10% 20 µL; APS 10% 20 µL - quantidades indicadas para a confecção de 2 

géis de 1,5 mm de espessura no sistema Mini-Protean - Bio-Rad®), o mesmo foi 

depositado entre as lâminas de vidro do Kit Mini-Protean sobre o Gel Resolving. 

Imediatamente após a deposição do Gel Stacking, os pentes para a formação dos 

poços de corrida foram inseridos. 

Após a polimerização do Gel Stacking, os pentes foram retirados e as lâminas 

de vidro foram presas na cuba de corrida, com as lâminas de vidro menores voltadas 

para o centro da cuba. Foi adicionado tampão de corrida (Tris 3g; Glicina 14,4 g; 

SDS 10% 10 mL; água destilada q.s.p 1L) entre os dois géis até que o nível 

ultrapassasse os jogos de lâminas, deixando os géis prontos para a deposição das 

amostras.  

 

 

Tabela 1. Composição do gel resolving de poliacrilamida com as densidades 
específicas para cada proteína (7,5% para NCX e SERCA2 e 12% para PLB). 
Quantidades referentes à confecção de 2 géis de 1,5mm de espessura no sistema 
Mini-Protean (Bio-Rad®). 
 

Substâncias 
Poliacrilamida 

7,5% 12% 

H2O 4,6 mL 3,3 mL 

30% acrilamida 2,7 mL 4,0 mL 

1,5M Tris pH 8,8 2,5 mL 2,5 mL 

10% SDS 100 µL 100 µL 

10% PSA 100 µL 100 µL 

TEMED 6 µL 4 µL 

 

 

As amostras foram descongeladas e depositadas em microtubos em volume 

adequado à quantidade de proteínas para corrida. A cada microtubo foi 
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acrescentado igual volume de Tampão de Laemmli e em seguida aquecidos a 100ºC 

durante 5 minutos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm 

por 5 minutos e em seguida inseridas no gel Stacking com auxílio de uma pipeta.  

Após inserir as amostras nos géis, o volume da cuba foi completado com o 

tampão de corrida. Os eletrodos foram ligados à fonte com voltagem constante de 

80 volts por aproximadamente 2 horas, em temperatura ambiente. A corrida foi 

finalizada quando as proteínas de baixa massa molecular das amostras avaliadas, 

após percorrerem o gel, chegaram à sua extremidade inferior. 

 A cada experimento foram preparados dois géis, um deles foi fotografado 

para estimar a concentração de proteína utilizando-se o software ImageJ 

(ABRAMOFF et al., 2004). Amostras de BSA com concentrações conhecidas (1.0; 

5.0; 10.0; 20.0; 30.0 µg.mL-1) foram utilizadas como padrão para estimar a 

concentração de proteína em cada banda no gel. O outro gel foi utilizado na 

transferência.  

 

 

3.2.7. Transferência  

 

As proteínas separadas ao longo do gel pela eletroforese vertical foram 

transferidas por eletroforese para membranas de fluoreto de polividileno (PVDF), 

com dimensões de 5,5 x 8 cm. Antes da transferência, as membranas foram 

ativadas por 20 segundos em metanol, sendo posteriormente lavadas com água 

destilada, permanecendo no tampão de transferência (Tris 3,08 g; Glicina 14,26 g; 

Metanol 20%; SDS 0,05%; água destilada q.s.p. 1L) por mais 20 minutos.  

Os géis foram retirados da cuba de eletroforese, sendo o gel Stacking 

removido com cuidado e descartado. O gel Resolving, contendo as proteínas, foi 

inserido no “sanduíche” de transferência (Figura 14).  

O “sanduíche” é montado sobre o lado cátodo (-) da placa de transferência, 

onde é colocada uma esponja, um papel de Whatman, o gel e a membrana de 

PVDF, depois outro papel de Whatman e outra esponja que entrará em contato com 

lado ânodo (+). O gel e a membrana de PVDF foram marcados (pique na ponta) 

para criar uma marca identificadora e ter a exata localização das amostras. 
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Figura 14. Esquema mostrando o “sanduíche” de transferência utilizado na cuba de 
eletroforese. 

 

 

Na cuba de eletroforese foi colocado o sanduíche de transferência juntamente 

com o tampão de transferência. O sistema foi levado a geladeira a 4 oC e ligado à 

fonte com corrente constante de 230 miliAmpere durante 10 horas. 

 

 

3.2.8. Incubação com anticorpos  

 

Após a transferência, as membranas foram colocadas em solução 

bloqueadora (leite desnatado 2g e 40 mL de tampão de lavagem contendo NaCl 100 

mM; Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; Tween-20 0,1%; H2O destilada q.s.p. 1L) em 

temperatura ambiente e agitação constante por 90 minutos. 

Para o estudo da expressão da SERCA2, as membranas foram incubadas 

com o anticorpo primário anti-SERCA (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A., Código sc-

8095). O sc-8095 é um anticorpo policlonal de cabra, formado contra um peptídeo 

mapeado na extremidade N-terminal da proteína SERCA2 de origem humana. Para 

a incubação foi utilizada uma concentração 0,5 µg.mL-1 de anticorpo primário em 

solução bloqueadora. A incubação ocorreu sob agitação constante e refrigeração (4 

oC) durante toda a noite. 

Placa de Transferência 

Marcador de peso molecular 

Cátodo (-) 

Ânodo (+) 
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Após a incubação com o anticorpo primário, as membranas foram lavadas 

com tampão de lavagem por 30 minutos, havendo renovação do mesmo a cada 10 

minutos. 

Após a lavagem, as membranas foram incubadas com o anticorpo 

secundário. Foi utilizado o anticorpo secundário anti-cabra IgG-AP (Santa Cruz 

Biotechnology, U.S.A., Código sc-2355). O sc-2355 é procedente de camundongo, 

formado contra imunoglobulina G de cabra (anti-cabra) e conjugado com a fosfatase 

alcalina, foi utilizado em concentração de 0,2 µg.mL-1 de solução bloqueadora. A 

incubação com o anticorpo secundário ocorreu sob agitação constante e 

temperatura ambiente por 2 horas. 

Para o estudo da expressão do fosfolambam, as membranas foram incubadas 

com o anticorpo purificado de camundongo anti-fosfolambam (clone A1) (Upstate 

Chemicon, U.S.A., Código #05-205). O anti-fosfolambam é um anticorpo monoclonal 

de camundongo formado contra o retículo sarcoplasmático bovino. Para a incubação 

foi utilizada uma concentração de 0,15 µg.mL-1, sob agitação constante e 

refrigeração (4 oC) por toda a noite. Após a incubação do anticorpo primário, as 

membranas foram lavadas como descrito anteriormente. 

O anticorpo secundário utilizado para a análise do fosfolambam foi de origem 

caprina, formado contra imunoglobulina G de camundongo conjugada com a 

fosfatase alcalina (Upstate Chemicon, U.S.A., Código AP308A). Para a incubação foi 

utilizada a concentração de 0,33 µg.mL-1 em solução bloqueadora. A incubação com 

o anticorpo secundário ocorreu sob agitação constante e temperatura ambiente por 

2 horas. 

Para o estudo da expressão do NCX, as membranas foram incubadas com o 

anticorpo primário anti-NCX1 (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A., Código sc-32881). 

O sc-32881 é um anticorpo policlonal de coelho, formado contra um peptídeo 

mapeado na extremidade C-terminal da proteína NCX1 de origem humana. Para a 

incubação, foi utilizada uma concentração 0,5 µg.mL-1 de anticorpo primário em 

solução bloqueadora. A incubação ocorreu sob agitação constante e refrigeração (4 

oC) por toda a noite. Após a incubação do anticorpo primário, as membranas foram 

lavadas como descrito anteriormente e em seguida, incubadas com o anticorpo 

secundário. 

Para o NCX foi utilizado o anticorpo secundário anti-coelho IgG-AP (Santa 

Cruz Biotechnology, U.S.A., Código sc-2034). O sc-2034 é procedente de cabra, 

formado contra imunoglobulina IgG de coelho e conjugado com a fosfatase alcalina, 
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utilizado em concentração de 0,2 µg.mL-1 de solução bloqueadora. A incubação com 

o anticorpo secundário ocorreu sob agitação constante e temperatura ambiente por 

2 horas.  

Todas as análises das expressões proteicas foram realizadas em duplicatas e 

não foi possível aplicar tratamentos estatísticos devido às pequenas quantidades de 

tecido cardíaco. 

 

 

3.2.9. Revelação das membranas 

 

Para identificar a expressão das proteínas na membrana foi utilizado o 

sistema revelador Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad®). Após a 

incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram lavadas com tampão 

de lavagem por 30 minutos, renovando o tampão de lavagem a cada 10 minutos e 

em seguida foram lavadas com água destilada e colocadas num recipiente fechado. 

Em seguida, adicionou-se a solução reveladora e rapidamente o recipiente foi 

envolvido com papel alumínio para evitar o contato com a luz. Elas foram incubadas 

com a solução reveladora sob agitação constante por cerca de 5 minutos, tempo 

suficiente para detectar a luminescência correspondente ao complexo antígeno-

anticorpo formados no processo. Logo após, as membranas foram lavadas 

novamente com água destilada e penduradas para a secagem. 

 

 

3.2.10. Análise molecular 

 

Para complementar os resultados obtidos com a técnica Western Blotting para 

as proteínas SERCA2, PLB e NCX, foram realizadas análises comparativas 

utilizando sequências de aminoácidos das proteínas estudadas em organismos 

pertencentes a diferentes Ordens (mamíferos, aves e peixes), obtidas em bancos 

públicos como o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e o UniProt 

(http://www.uniprot.org/). 

Os resultados dessas comparações foram obtidos após o alinhamento das 

sequências da SERCA2, do PLB e do NCX1 utilizando o programa BioEdit (HALL, 

1999) e após a comparação de sítios funcionais e domínios proteicos utilizando o 

site PROSITE (http://prosite.expasy.org) (GASTEIGER et al., 2005).  

http://www.uniprot.org/
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Expressão das proteínas SERCA2, PLB e NCX 

 

Nas três espécies de animais em estudo, foi possível detectar a expressão 

das proteínas SERCA2, PLB e NCX tanto no tecido cardíaco ventricular quanto no 

atrial, ficando dessa forma evidente a existência de semelhança entre essas 

proteínas com as respectivas proteínas em mamíferos, uma vez que os anticorpos 

que foram utilizados são específicos para mamíferos. 

 

 

4.2. Expressão proteica em píton (Python molurus) 

 

A figura 15 mostra a expressão das proteínas SERCA2, PLB e NCX nos dois 

grupos alimentares da píton. A quantificação de tais proteínas nos tecidos atrial e 

ventricular é mostrada na tabela 2. Houve uma diferença na expressão da SERCA2 

no tecido ventricular do grupo Digestão com relação à massa molecular e a 

quantificação proteica (Figura 15A e D), onde o ventrículo do grupo Digestão 

expressou a proteína com massa molecular de 100 kDa enquanto que para o grupo 

Pós-absortivo, este valor foi de 104 kDa. O tecido atrial dos grupos Digestão e Pós-

absortivo expressaram a proteína SERCA2 com uma massa molecular de 104 kDa. 

 

Tabela 2. Valores da quantificação das proteínas (µg.mL-1) nos tecidos atrial e ventricular de 
P. molurus em cada regime alimentar experimental. 
 

Proteína 
Tecido Ventricular Tecido Atrial 

Pós-Absortivo Digestão Pós-Absortivo Digestão 

SERCA2 10,5 12,6 4,3 8,6 

PLB 7,6 8,8 7,1 8,4 

NCX 12,9 e 3,1 17,0 e 2,0 8,4 e 2,8 10,8 e 2,4 

 

 

A expressão proteica da PLB apresentou uma maior massa molecular nos 

dois grupos alimentares com relação ao rato. A píton expressou a proteína com 

massa molecular de 50 kDa, enquanto o rato expressou com 25 kDa (Figura 15B e 

E).  
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A expressão do NCX também apresentou diferença na massa molecular com 

relação ao rato. A análise molecular revelou a expressão de duas bandas, com 37 

kDa e 39 kDa para a píton, e 40 kDa e 70 kDa para o rato (Figura 15C e F). A 

comparação dos grupos experimentais mostrou uma maior quantidade de proteínas 

no tecido ventricular do grupo Digestão, com 17 µg.mL-1 e 2 µg.mL-1 para as bandas 

de 37 kDa e 39 kDa, respectivamente, enquanto que o grupo Pós-absortivo 

apresentou bandas com 12.9 µg.mL-1 para a banda com 37 kDa e 3.1 µg.mL-1 para a 

banda com 39 kDa (Figura 15C e F). 

Para o tecido atrial, ambos os grupos alimentares expressaram bandas de 37 

kDa e 39 kDa. A quantificação proteica no tecido atrial dos grupos alimentares 

revelou valores de 10.8 µg/mL e 2.4 µg/mL para o grupo Digestão e 8.4 µg/mL e 2.8 

µg/mL para o grupo Pós-absortivo, com as bandas de 37 kDa e 39 kDa, 

respectivamente (Figura 15C e F).  

 

  

  

  

Figura 15. Análise da expressão proteica por SDS-PAGE (coluna da esquerda) da SERCA2 
(Figura A), do PLB (Figura B), e do NCX (Figura C) e por Western blotting da 
SERCA2 (Figura D), do PLB (Figura E) e do NCX (Figura F) em ventrículo (v) e 
átrio (a) dos grupos alimentares Digestão e Pós-absortivo da píton (Python 
molurus) e em ventrículo esquerdo do Rato Wistar (Rattus Norvegicus). 
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4.3. Expressão proteica em cascavel sul-americana (Crotalus durissus 

terrificus) 

 

A análise da expressão das proteínas SERCA2, PLB e NCX nos tecidos 

ventricular e atrial dos três grupos alimentares das cascavéis é apresentada nas 

figuras 16 e 17, respectivamente. A quantificação da expressão destas proteínas é 

mostrada na tabela 3. 

Os tecidos atrial e ventricular expressaram a proteína SERCA2 com a mesma 

massa molecular, de 100 kDa, em todos os grupos experimentais, porém, com 

menor quantidades de proteínas expressas nos tecidos atrial e ventricular do grupo 

Jejum (Figura 16A e D).  

 

Tabela 3. Valores da quantificação das proteínas (µg.mL-1) nos tecidos atrial e ventricular de 
C. durissus terrificus em cada regime alimentar experimental. 
 

Proteína 

Tecido Ventricular Tecido Atrial 

Digestão 
Pós-

Absortivo 
Jejum Digestão 

Pós-

Absortivo 
Jejum 

SERCA2 14,2 12,7 10,4 10,4 9,2 7,1 

PLB 8,6 7,8 5,8 6,6 5,3 3,1 

NCX 12,3 e 6,9 10,4 e 7,3 14,4 e 7,5 11,1 e 4,5 8,8 e 2,4 12,9 e 5,2 
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Figura 16. Análise da expressão proteica por SDS-PAGE (coluna da esquerda) da SERCA2 

(Figura A), do PLB (Figura B), e do NCX (Figura C) e por Western blotting 
(coluna da direita) da SERCA2 (Figura D), do PLB (Figura E) e do NCX (Figura 
F) em ventrículo dos grupos alimentares Digestão, Jejum e Pós-absortivo da 
cascavel sul-americana (Crotalus durissus terrificus) e em ventrículo esquerdo 
do Rato Wistar (Rattus Norvegicus). 

 

 

A análise do PLB mostrou que os três grupos alimentares expressaram esta 

proteína com massa molecular de 50 kDa em ambos os tecidos, enquanto o rato 

Wistar expressou essa proteína com 25 kDa (Figuras 16B e E; 17B e E). 

A expressão do NCX apresentou duas bandas nos três grupos alimentares 

em ambos os tecidos. Houve a expressão de uma banda com 75 kDa e outra com 

37 kDa. O rato Wistar também expressou duas bandas, uma com 70 kDa e a outra 

com 40 kDa (Figura 16C e F; 17C e F). As duas bandas expressas em cada grupo 

alimentar apresentaram diferentes quantidades de proteínas. O tecido ventricular 

dos grupos Digestão, Jejum e Pós-absortivo apresentaram valores de 12.3 µg.mL-1, 

14.4 µg.mL-1 e 10.4 µg.mL-1 nas bandas com massa molecular de 37 kDa, e 6.9 

µg.mL-1, 7.5 µg.mL-1 e 7.3 µg.mL-1 nas bandas com 75 kDa, respectivamente (Figura 

16C e F). Já o tecido atrial os grupos Digestão, Jejum e Pós-absortivo apresentaram 

valores de 11.1 µg.mL-1, 12.9 µg.mL-1 e 8.8 µg.mL-1 nas bandas com massa 
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molecular de 37 kDa, e 4.5 µg.mL-1, 5.2 µg.mL-1 e 2.4 µg.mL-1 nas bandas com 75 

kDa, respectivamente (Figura 17C e F).  

 

  

  

  

Figura 17. Análise da expressão proteica por SDS-PAGE (coluna da esquerda) da SERCA2 
(Figura A), do PLB (Figura B), e do NCX (Figura C) e por Western blotting 
(coluna da direita) da SERCA2 (Figura D), do PLB (Figura E) e do NCX (Figura 
F) em átrio dos grupos alimentares Digestão, Jejum e Pós-absortivo da cascavel 
sul-americana (Crotalus durissus terrificus) e em ventrículo esquerdo do Rato 
Wistar (Rattus Norvegicus). 

 

 

4.4. Expressão proteica em jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) 

 

A figura 18 mostra a expressão das proteínas SERCA2, PLB e NCX nos dois 

grupos alimentares de jacarés de papo amarelo. A quantificação de tais proteínas 

nos tecidos atrial e ventricular é mostrada na tabela 4. 

A proteína SERCA apresentou massa molecular de 100 kDa, mesmo valor 

expresso para o rato (Figura 18A e D) 

A proteína PLB apresentou massa molecular de 50 kDa, enquanto o rato 

expressou esta proteína com 25 kDa (Figura 18B e E). 
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A expressão da proteína NCX apresentou duas bandas, com massas 

moleculares de 37kDa e 53 kDa, enquanto o rato expressou bandas de 40 kDa e 70 

kDa (Figura 18C e F). 

Houve uma maior expressão no tecido ventricular com o grupo Digestão 

seguido pelo grupo Pós-absortivo, onde o grupo Digestão apresentou valores de 6.9 

µg.mL-1 e 17.2 µg.mL-1 para as bandas de 37 kDa e 53 kDa, respectivamente, e o 

grupo Pós-absortivo apresentou 7.5 µg.mL-1 e 12.3 µg.mL-1 para as bandas de 37 

kDa e 53 kDa, respectivamente (Figura 18C e F).  

No tecido atrial o grupo Digestão apresentou valores de 6.3 µg.mL-1 e 10.6 

µg.mL-1 para as bandas de 37 kDa e 58 kDa, respectivamente, e o grupo Pós-

absortivo 4.8 µg.mL-1 e 8.4 µg.mL-1 para as bandas de 37 kDa e 53 kDa, 

respectivamente (Figura 18C e F).  

 

Tabela 4. Valores da quantificação das proteínas (µg.mL-1) nos tecidos atrial e ventricular de 
C. latirostris em cada regime alimentar experimental. 

 

Proteína 
Tecido Ventricular Tecido Atrial 

Pós-Absortivo Digestão Pós-Absortivo Digestão 

SERCA2 3,5 4,2 3,0 3,0 

PLB 3,1 3,5 3,4 3,8 

NCX 6,9 e 17,2 7,5 e 12,3 4,8 e 8,4 6,3 e 10,6 
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Figura 18. Análise da expressão proteica por SDS-PAGE (coluna da esquerda) e por 
Western blotting (coluna da direita) da SERCA2 (A), PLB (B), e do NCX (C), no 
ventrículo (v) e átrio (a) dos grupos alimentares Digestão e Pós-absortivo do 
jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) e em ventrículo esquerdo do Rato 
Wistar (Rattus Norvegicus). 

 

 

4.5. Análise molecular da SERCA2, do PLB e do NCX 

 

Infelizmente, não foram encontradas sequências completas das proteínas de 

estudo em espécies de répteis ou anfíbios nos bancos de dados consultados. Assim, 

para possibilitar as análises comparativas de alinhamento e de possíveis sítios 

ativos, selecionou-se quatro espécies de mamíferos (dentre elas o Rattus 

norvegicus, espécie utilizada no presente estudo), uma ave e um peixe.  

A tabela 5 mostra os sítios identificados da proteína SERCA2 após utilizar o 

banco de padrões de proteínas do PROSITE para coelho (Oryctolagus cuniculus), 

javali (Sus scrofa), rato (Rattus norvegicus), camundongo (Mus musculus), galinha 

(Gallus gallus) e o paulistinha (Danio rerio). 
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Foi possível verificar que a proteína SERCA2 nos quatro mamíferos 

analisados apresenta os mesmos sítios em igual quantidade. 

Quando comparada aos mamíferos, a galinha apresenta quatro sítios a mais 

de fosforilação para a caseína quinase 2 (CK2), quatro sítios a mais de miristilação, 

um sítio a menos da proteína quinase C (PKC) e um sítio de amidação, sendo este 

último ausente nos mamíferos. 

O peixe paulistinha, comparado aos mamíferos, apresenta dois sítios a mais 

da caseína quinase 2 (CK2), um sítio a mais de miristilação, três a menos de N-

glicosilação, um a mais da proteína quinase C e um sítio de fosforilação em um 

resíduo de tirosina, este último ausente nas demais espécies. 

Ao realizar o alinhamento da estrutura primária da SERCA2, utilizando o 

programa BioEdit, entre os mamíferos Oryctolagus cuniculus, Sus scrofa, Rattus 

norvegicus, e o Mus musculus, foram encontradas 9 regiões conservadas (Anexo 

1a).  

Para os animais filogeneticamente mais distante como o G. gallus e o D. rerio, 

foi utilizado apenas o Rattus novergicus para comparação, já que esse também foi 

utilizado como controle positivo no Western blotting. Entre o R. novergicus e o G. 

gallus foram encontradas 7 regiões conservadas (Anexo 1b), e entre o R. novergicus 

e o D. rerio, 9 regiões conservadas foram encontradas para a proteína SERCA2 

(Anexo 1c). 

Os sítios identificados para a proteína PLB são mostrados na tabela 6. Todos 

os quatro mamíferos e o G. gallus apresentam um sítio de fosforilação para proteína 

quinase dependente de cAMP e um sítio de fosforilação para a CK2. Já o D. rerio, 

além desses dois sítios, apresenta também um sítio de fosforilação para a PKC e um 

sítio de N-glicosilação. 

Após o alinhamento da estrutura primária do PLB entre os mamíferos Rattus 

norvegicus, Oryctolagus cuniculus, Sus scrofa, e o Mus musculus, foi encontrada 

apenas uma região conservada (Anexo 2a). Entre o R. novergicus e o G. gallus 

também foi encontrada uma região conservada (Anexo 2b). Já entre o R. novergicus 

e o D. rerio nenhuma região conservada foi encontrada para a proteína PLB. 

Para a identificação dos possíveis sítios da proteína NCX (isoforma 1) foram 

selecionados duas outras espécies de mamíferos, o porquinho-da-índia (Cavia 

porcellus) e o boi (Bos taurus), substituindo o coelho (Oryctolagus cuniculus) e o 

javali (Sus scrofa), já que essas duas últimas espécies não possuem a sequência 

completa da proteína NCX1 nos bancos de dados. 
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A tabela 7 mostra uma maior variação entre as espécies no número de sítios 

com a proteína NCX1, porém todos apresentam seis sítios ativos, somente o R. 

novergicus possui sete sítios. As principais diferenças foram um sítio de amidação 

presente somente no R. novergicus e no D. rerio, e a ausência do sítio DnaJ no D. 

rerio.   

O alinhamento da estrutura primária do NCX1 entre os mamíferos mostrou 15 

regiões conservadas (Anexo 3a). Entre o R. novergicus e o G. gallus foram 

encontradas 10 regiões conservadas (Anexo 3b). Já entre o R. novergicus e o D. 

rerio apenas uma região conservada foi encontrada para essa proteína (Anexo 3c).  
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Tabela 5. Nomes das espécies, números de acesso das sequências nos bancos de dados 
GenBank e UniProt e os tipos e número (n) de possíveis sítios ativos identificados na análise 
da proteína SERCA2 no banco de dados PROSITE. 
 

Espécie Números de acesso* Sítios identificados (n)** 

Oryctolagus cuniculus P20647 

ATPase_E1_E2 (1) 

CK2-Phospho-site (11) 

Myristil (12) 

ASN-Glycosylation (7) 

PKC-Phospho-site (11) 

Sus scrofa P11607 

ATPase_E1_E2 (1) 

CK2-Phospho-site (11) 

Myristil (12) 

ASN-Glycosylation (7) 

PKC-Phospho-site (11) 

Rattus novergicus P11507 

ATPase_E1_E2 (1) 

CK2-Phospho-site (11) 

Myristil (12) 

ASN-Glycosylation (7) 

PKC-Phospho-site (11) 

Mus musculus O55143 

ATPase_E1_E2 (1) 

CK2-Phospho-site (11) 

Myristil (12) 

ASN-Glycosylation (7) 

PKC-Phospho-site (11) 

Gallus gallus Q9YGL9.1 

ATPase_E1_E2 (1) 

CK2-Phospho-site (15) 

Myristil (16) 

ASN-Glycosylation (7) 

PKC-Phospho-site (10) 

Amidation (1) 

Danio rerio AAU14808.1 

ATPase_E1_E2 (1) 

CK2-Phospho-site (13) 

Myristil (13) 

ASN-Glycosylation (4) 

PKC-Phospho-site (12) 

TYR-Phospo-site (1) 

* Bancos de dados públicos acessados: GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) e UniProt 
(http://www.uniprot.org). 
** A busca por sítios funcionais e domínios proteicos foi realizada utilizando o banco de padrões de 
proteínas do site PROSITE (http://prosite.expasy.org) (GASTEIGER et al., 2005). 
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Tabela 6. Nomes das espécies, números de acesso das sequências nos bancos de dados 
GenBank e UniProt e os tipos e número (n) de possíveis sítios ativos identificados na análise 
da proteína PLB no banco de dados PROSITE. 
 

Espécie Números de acesso* Sítios identificados (n)** 

Oryctolagus cuniculus AAA31445.1 
CAMP-Phospho-site (1) 

CK2-Phospho-site (1) 

Sus scrofa NP_999378.1 
CAMP-Phospho-site (1) 

CK2-Phospho-site (1) 

Rattus novergicus AAA41849.1 
CAMP-Phospho-site (1) 

CK2-Phospho-site (1) 

Mus musculus AAH61097.1 
CAMP-Phospho-site (1) 

CK2-Phospho-site (1) 

Gallus gallus AAA62738.1 
CAMP-Phospho-site (1) 

CK2-Phospho-site (1) 

Danio rerio XP_005169911.1 

CAMP-Phospho-site (1) 

CK2-Phospho-site (1) 

PKC-Phospho-site (1) 

ASN-Glycosylation (1) 

* Bancos de dados públicos acessados: GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)  e  UniProt 
(http://www.uniprot.org). 
** A busca por sítios funcionais e domínios proteicos foi realizada utilizando o banco de padrões de 
proteínas do site PROSITE (http://prosite.expasy.org) (GASTEIGER et al., 2005). 
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Tabela 7. Nomes das espécies, números de acesso das sequências nos bancos de dados 
GenBank e UniProt e os tipos e número (n) de possíveis sítios ativos identificados na análise 
da proteína NCX1 no banco de dados PROSITE. 
 

Espécie Números de acesso* Sítios identificados (n)** 

Rattus norvegicus NP_001257705.1 

DNAJ-2 (1) 

ASN-Glycosylation (7) 

CK2-Phospho-site (27) 

Myristil (18) 

PKC-Phospho-site (12) 

TYR-Phospho-site (2) 

Amidation (1) 

Cavia porcellus NP_001166490.1 

DNAJ-2 (1) 

ASN-Glycosylation (6) 

CK2-Phospho-site (26) 

Myristil (17) 

PKC-Phospho-site (13) 

TYR-Phospho-site (2) 

Mus musculus NP_035536.2 

DNAJ-2 (1) 

ASN-Glycosylation (7) 

CK2-Phospho-site (28) 

Myristil (18) 

PKC-Phospho-site (12) 

TYR-Phospho-site (2) 

Bos taurus NP_788805.1 

DNAJ-2 (1)  

ASN-Glycosylation (6) 

CK2-Phospho-site (28) 

Myristil (15) 

PKC-Phospho-site (13) 

TYR-Phospho-site (2) 

Gallus gallus NP_001072941.1 

DNAJ-2 (1)  

ASN-Glycosylation (5) 

CK2-Phospho-site (25) 

Myristil (16) 

PKC-Phospho-site (13) 

TYR-Phospho-site (2) 

Danio rerio AAY17397.1 

ASN-Glycosylation (5) 

CK2-Phospho-site (23) 

Myristil (21) 

PKC-Phospho-site (10) 

TYR-Phospo-site (1) 

Amidation (1) 

* Bancos de dados públicos acessados: GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)  e  UniProt 
(http://www.uniprot.org). 
** A busca por sítios funcionais e domínios proteicos foi realizada utilizando o banco de padrões de 
proteínas do site PROSITE (http://prosite.expasy.org) (GASTEIGER et al., 2005). 

  

http://www.uniprot.org/
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Análise da expressão proteica da SERCA2 

 

Andersen et al. (2005) verificaram um crescimento de 40% na massa 

muscular ventricular de píton, Phyton molurus, dois dias após a alimentação com 

ratos com 25% da massa corpórea das serpentes (grupo SDA), sendo esta 

hipertrofia naturalmente revertida ao final do período de digestão. No presente 

estudo, as pítons do grupo Digestão também apresentaram hipertrofia cardíaca 

significativa, onde houve um aumento de 18,6% na massa ventricular com relação 

ao grupo Pós-absortivo (CIPRIANO, 2012).  

Andersen et al. (2005) atribuíram este aumento na massa ventricular em P. 

molurus à hipertrofia miofibrilar, uma vez que encontraram um aumento na 

expressão das proteínas da cadeia pesada de miosina no grupo SDA, e sugeriram 

que esta hipertrofia cardíaca seria necessária para suprir a elevação da taxa 

metabólica devido à ingestão do alimento. 

No presente trabalho, P. molurus apresentou uma maior expressão da 

SERCA2 no tecido ventricular do grupo Digestão (12.6 µg.mL-1 ) com relação ao 

grupo Pós-absortivo (10.5 µg.mL-1), uma alteração devida às mudanças ocasionadas 

pela SDA. Além da maior expressão, o tecido ventricular do grupo Digestão 

expressou a proteína SERCA2 com uma menor massa molecular com relação aos 

outros grupos (Figura 13A). Essa mudança na expressão pode ter ocorrido devido 

ao estado metabólico do animal, onde o aumento do metabolismo provocado pela 

alimentação pode ter provocado mudança na massa molecular dessa proteína, 

sugerindo dessa forma a expressão de uma isoforma e/ou uma mudança na 

mobilidade no gel. 

Cipriano (2012) verificou, em P. molurus, que o grupo Digestão apresentou 

uma maior força de contração com relação ao grupo Pós-absortivo, onde o 

miocárdio ventricular do grupo Pós-absortivo desenvolveu força de contração de 

aproximadamente 9 mN.mm-2, enquanto que o grupo Digestão obteve 

aproximadamente 17 mN.mm-2. Ao bloquear a função do RS utilizando a rianodina 

(um alcaloide de origem vegetal da espécie Ryania speciosa que mantém os canais 

de cálcio do RS parcialmente abertos, prevenindo o acúmulo de Ca2+ em seu 

interior, mostrando assim que o RS tem participação no fornecimento de cálcio para 

a contração ventricular destes animais), o autor verificou uma redução significativa 
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na força de contração no grupo Digestão na frequência de 0.2 Hz (~ 12 bpm) com 

relação ao grupo controle, já com o grupo Pós-absortivo não houve diferença 

significativa. Ainda segundo o autor, ao aumentar a frequência de estimulação 

elétrica em presença de rianodina, as tiras ventriculares do grupo Digestão foram 

capazes de se contrair de forma regular até a frequência de 1.2 Hz, enquanto o 

grupo controle atingiu 1.6 Hz, evidenciando assim uma maior dependência do RS 

para a ciclagem do Ca2+ em frequências maiores no grupo Digestão. 

Periasamy & Kalyanasundaram (2007), estudando a proteína SERCA em 

vertebrados, verificaram que a expressão de isoformas pode ocorrer de acordo com 

o ambiente e/ou a situação em que o animal está, ou seja, as isoformas da proteína 

SERCA se adaptam para funções especializadas em diferentes condições e estas 

alterações podem afetar a sua expressão.  

Castoe et al. (2008) observaram que proteínas mitocondriais em serpentes 

sofrem um processo evolucionário adaptativo que envolve substituições aceleradas 

de aminoácidos, particularmente em resíduos que são altamente conservados em 

vertebrados. Ainda segundo Castoe et al. (2013), essas extremas e rápidas 

mudanças nas proteínas mitocondriais podem influenciar genes nucleares 

envolvidos no metabolismo. Além disso, genes e também redes de genes 

associados com adaptações fisiológicas e fenotípicas extremas podem sofrer 

mudanças significativas de acordo com o ambiente em que o animal se encontra. 

Dessa forma, a mudança no metabolismo da P. molurus provocado pela SDA 

pode ter ocasionado mudanças na expressão da proteína SERCA2, onde além de 

uma maior expressão, verificada pela quantificação proteica, houve possivelmente, a 

expressão de uma proteína isoforma no tecido ventricular do grupo Digestão com 

em relação ao grupo Pós-prandial, comprovado pela menor massa molecular. 

Outra hipótese com relação à massa molecular é uma mudança na 

mobilidade da SERCA2 no gel, provocada pela expressão dessa isoforma e/ou por 

uma menor fosforilação em possíveis sítios ativos (discutido com mais detalhes no 

subitem 5.4). Sendo assim, nossos resultados sugerem que essas mudanças que 

ocorreram na expressão da SERCA2 em P. molurus contribuem para uma maior 

ciclagem do cálcio, principalmente na frequência de 0.2 Hz e em frequências 

maiores de 1.2 Hz. 

Com relação à expressão da SERCA2 na cascavel, Crotalus durissus 

terrificus, Paula (2012), ao analisar a contratilidade miocárdica ventricular 

bloqueando o RS com o alcaloide rianodina, encontrou uma queda na força de 
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contração de cerca de 40% nos grupos alimentares Digestão e Pós-absortivo, e uma 

queda de cerca de 20% no grupo Jejum, não houve hipertrofia cardíaca no grupo 

Digestão e Pós-absortivo e nem perda da massa ventricular no grupo Jejum (1 ano 

após a última alimentação), mostrando assim que o RS tem uma importante 

participação no fornecimento de cálcio para a contração cardíaca destes animais.  

Ainda segundo a autora, ao realizar a relação força-frequência com os três 

grupos alimentares, os grupos Digestão e Pós-absortivo mantiveram diferenças 

significativas entre as frequências de 0.2 Hz a 2.0 Hz com relação ao grupo controle. 

Já o grupo Jejum apresentou diferença significativa nas frequências de 0.2 Hz a 0.4 

Hz e 1.2 Hz a 1.6 Hz, não havendo diferença entre as frequências de 0.6 Hz a 1.0 

Hz, mostrando assim uma maior participação dos mecanismos sarcolemais e uma 

menor dependência do RS nessas frequências.  

Desse modo, a confirmação da expressão da SERCA2 corrobora que o RS é 

funcional nessa espécie nos três regimes alimentares e a diferença na expressão 

encontrada neste estudo mostra que a sua expressão pode estar relacionada aos 

níveis de força de contração e a dependência do RS. Assim, os grupos alimentares 

Digestão e Pós-absortivo apresentaram uma maior expressão dessa proteína e uma 

maior dependência do RS enquanto o grupo Jejum mostrou uma menor expressão 

desta proteína e uma menor dependência do RS, principalmente nas frequências 

entre 0.6 Hz a 1.0 Hz, ficando evidente uma maior participação dos mecanismos 

sarcolemais na contratilidade cardíaca nessa faixa de frequência.  

Galli et al. (2006b) estudaram a função cardíaca da tartaruga americana, 

Trachemys scripta, da serpente píton real, Python regius, do lagarto teiú, Tupinambis 

merianae, e do lagarto varanídeo, Varanus exanthematicus. Os autores verificaram 

que estes répteis recrutam o Ca2+ para o desenvolvimento de força de forma tecido-

específica e frequência-específica. De forma geral, os efeitos da rianodina foram 

mais pronunciados no tecido atrial que no ventricular. No músculo ventricular, os 

autores verificaram efeitos significativos da rianodina apenas em pítons e lagartos 

varanídeos, nos quais a força contrátil foi significativamente reduzida em frequências 

fisiologicamente relevantes para essas espécies. Dessa forma, fica clara a grande 

plasticidade cardíaca que os répteis apresentam. 

Desse modo, em C. durissus, a menor expressão da SERCA2 no grupo 

alimentar Jejum corrobora um inotropismo com relação ao RS de forma frequência-

específica. 
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Lopes (2013) encontrou um aumento de 7,7% na massa ventricular do jacaré-

de-papo-amarelo 48 horas após a ingestão do alimento. A 30 oC, a SDA causou 

efeito inotrópico positivo de modo que tanto a ampliação da massa ventricular 

quanto a ampliação do inotropismo devem contribuir para o desenvolvimento do 

débito cardíaco durante o evento da digestão neste animal. Ainda segundo o autor, 

no grupo Pós-absortivo a adição de rianodina não causou diferenças significativas 

nos valores da relação força-frequência em relação ao controle. Já no grupo 

Digestão, a relação força-frequência não foi afetada por este alcaloide em 

frequências de 0.2 Hz a 1.2 Hz com relação ao grupo controle, mas uma redução 

significativa da força de contração nas frequências entre 1.4 Hz a 1.8 Hz, o que 

sugere que o RS desempenha um papel crítico na manutenção do débito cardíaco 

em frequências mais elevadas. 

A importância relativa do Ca2+ do RS na ativação da contração muscular varia 

consideravelmente entre diferentes espécies, nos diferentes estágios de 

desenvolvimento, em diferentes frequências de estimulação e temperaturas 

(FABIATO, 1982; BERS, 1991). Tais diferenças fisiológicas podem ter como base, 

distinções anatômicas e estruturais dos miócitos. A densidade do RS (geralmente 

mais esparso em rãs e em peixes quando comparados aos encontrados em 

mamíferos), a presença de túbulos transversos (ausente em peixes e algumas 

espécies de anfíbios e répteis já estudadas), variações no diâmetro dos miócitos 

(diâmetro reduzido dos miócitos dos peixes) e a distribuição das miofibrilas no 

citosol, são base de importantes diferenças fisiológicas, principalmente em relação à 

origem do cálcio a ser utilizado pelo aparato contrátil (TIBBITS et al., 1991). 

Portanto, a maior expressão da SERCA2 em C. latirostris com o grupo 

Digestão, mostra a importância do RS principalmente em altas frequências durante o 

período da SDA. Já em menores frequências cardíacas e em frequências acima de 

2.0 Hz, tudo indica que esse animal utiliza mais os mecanismos sarcolemais no 

manejo de Ca2+ para garantir a contratilidade cardíaca nesse estado metabólico. 
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5.2. Análise da expressão proteica do PLB 

 

Tanto em P. molurus quanto em C. latirostris, praticamente não houve 

diferença na quantificação da proteína PLB em função do regime alimentar ou do 

tecido cardíaco (atrial e ventricular). Somente C. durissus apresentou diferenças de 

expressão entre os grupos alimentares (Tabela 3), tanto no tecido ventricular (Figura 

14B) quanto no tecido atrial (Figura 15B), onde houve uma relação direta entre a 

expressão da SERCA2 e a expressão do PLB, de acordo com o regime alimentar. 

Will et al. (1984), ao realizarem um estudo sobre a relação entre a expressão 

das proteínas PLB e SERCA em tecido cardíaco de mamíferos, aves, anfíbios e 

peixes, revelaram que a proporção expressa dessas proteínas pode não ser 

constante entre elas e difere dependendo da espécie. 

Haghighi et al. (1997) verificaram a presença de elementos regulatórios, 

localizados a pelo menos 600 pares de bases à montante (upstream) da região 

promotora do gene PLB, e elementos repressores, localizados na região intragênica 

dessa proteína, sendo que ambos possuem a capacidade de modular a expressão 

gênica do PLB. 

Desse modo, podemos concluir que vários mecanismos moleculares podem 

influenciar a expressão do PLB e que a sua expressão pode variar de acordo com a 

espécie, com o ambiente e com as condições em que o animal se encontra, não 

havendo assim uma necessária relação direta com a expressão da SERCA2. 

Com relação à massa molecular, as três espécies de répteis analisadas nesse 

estudo expressaram a proteína PLB com 50 kDa. Já o rato Wistar, assim como 

outros mamíferos, expressam essa proteína com massa molecular de 25 kDa 

(CURRIE & SMITH, 1999). 

Num estudo realizado por Simmerman & Jones (1998) utilizando 7 espécies 

de mamíferos, apenas uma única proteína PLB foi encontrada, não havendo 

isoformas. Toyofuku & Zak (1991) estudaram a galinha (Gallus gallus domesticus) e 

encontraram uma maior diferença na sequência de aminoácidos com relação aos 

mamíferos, o que sugere uma diferença ainda maior entre mamíferos e répteis. 

Cabe ressaltar que os répteis surgiram no período carbonífero, a cerca de 340 

milhões de anos, e as aves surgiram no período jurássico, a cerca de 150 milhões 

de anos (POUGH et al., 2005). Dessa forma, a grande distância evolutiva entre 

esses grupos pode ter sido capaz de gerar proteínas com diferenças nos seus 
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resíduos de aminoácidos e, consequentemente, com massas moleculares 

diferentes. 

Mesmo havendo uma grande similaridade entre as espécies analisadas, uma 

vez que todos os genes possuem dois éxons separados por um íntron, o gene da 

proteína PLB possui algumas diferenças interespecíficas. Na galinha, o gene possui 

10 kb com uma região intragênica de 6,5 kb separando os dois éxons (TOYOFUKU 

& ZAK, 1991). Em coelho, o gene possui 13,2 kb e os seus dois éxons são 

separados por um íntron de 10,5 kb (FUJII et al., 1991). No rato, o gene tem 12,5 kb 

com os dois éxons separados por um íntron de 6,5 kb (JOHNS & FELDMAN, 1992). 

Todos os genes apresentam uma grande região intragênica e diferenças no 

tamanho dos seus éxons e do íntron. Sendo assim, a distância evolutiva que separa 

os grupos de animais acima descritos do grupo dos répteis (para os quais ainda não 

há um estudo detalhado sobre o gene desta proteína) pode ter ocasionado o 

surgimento de isoformas entre estes grupos. 

Janke & Arnason (1997) sequenciaram o genoma mitocondrial do Alligator 

mississippiensis e, ao analisar as proteínas codificadas por esses genes 

mitocondriais, verificaram um processo evolutivo que é praticamente o mesmo 

encontrado em mamíferos e mais rápido do que em aves. Ainda segundo os 

autores, este estudo contradiz a hipótese de que altas taxas de mudanças 

moleculares estão relacionadas ao metabolismo elevado dos endotérmicos. Ao 

analisarem a sequência de aminoácidos mitocondriais de A. mississippiensis, esses 

autores sugeriram que a divergência entre as linhagens de aves e crocodilos deve 

ter ocorrido num tempo evolutivo ainda maior do que o que se pensava, a cerca de 

254 milhões de anos. 

A SERCA2a é continuamente inibida pelo fosfolambam (PLB), o efeito 

inibitório do PLB sobre a atividade da SERCA2a é revertido quando o PLB é 

fosforilado no resíduo serina-16 (pela proteína quinase A) ou na treonina-17 (pela 

Ca2+/Calmodulina). Os anticorpos monoclonais se ligam perto dos sítios de 

fosforilação desses resíduos (CANTILINA, et al., 1993; MORRIS et al., 1991). Quatro 

resíduos carregados positivamente, um carregado negativamente, dois resíduos 

alanina e os resíduos fosforilados (serina 16 e treonina 17) são regiões estruturais 

necessárias para o funcionamento do PLB (TOYOFUKU et al., 1994). 

Portanto, baseado no modelo neutralista de Kimura (1983) que prediz uma 

baixa taxa de mutação em moléculas com intensa restrição funcional, podemos 

supor que as regiões necessárias para o funcionamento do PLB se mantiveram 
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conservadas, regiões essas compostas por poucos resíduos. Já as regiões menos 

importantes podem ter sofrido modificações, como o aumento de resíduos nessa 

proteína e/ou mudanças nos seus aminoácidos, gerando dessa forma as isoformas 

encontradas no presente estudo. 

A duplicação gênica também pode gerar proteínas modificadas e aumentar a 

sua vantagem evolutiva, onde, muitas vezes, a duplicação tem a vantagem de não 

produzir duas proteínas diferentes, mas sim, de colocar os genes duplicados sob 

diferentes mecanismos regulatórios (metabólico, desenvolvimento ou tecido-

específico) (MCKEOWN et al., 1982).  

Processos celulares como o splicing alternativo, modificações pós-

traducionais, a presença de polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs) em regiões 

codificadoras e não codificadoras e até mesmo SNPs considerados “silenciosos”, 

que resultam em códon de substituição sinônima, podem gerar uma proteína 

modificada (KOMAR, 2007). 

A fosforilação da proteína PLB pode influenciar a sua mobilidade no gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE), porém esta fosforilação não causa uma grande 

mudança. Wegener & Jones (1984) verificaram que a máxima fosforilação da PLB 

pelas proteínas quinases PKA ou pela CAMKII alterou sua mobilidade de 25 kDa 

para apenas 27 kDa. Portanto, nossos dados sugerem que esta diferença na massa 

molecular encontradas para os animais do presente estudo com relação aos 

mamíferos sejam realmente proteínas isoformas. 

 

 

5.3. Análise da expressão proteica do NCX 

 

O NCX é o principal mecanismo de efluxo do cálcio na maioria dos 

vertebrados ectotérmicos e atua na entrada de cálcio, quando em seu modo reverso 

(VORNANEN, 1996; VORNANEN, 1999). O funcionamento da troca entre Na+ e 

Ca2+ é um processo determinado pelos gradientes eletroquímicos para ambos os 

íons através da sarcolema, de forma que o NCX é sensível ao potencial de 

membrana. Em potenciais de repouso normais e durante a maior parte do potencial 

de ação, o NCX retira Ca2+ da célula (modo normal). Já durante a fase ascendente 

do potencial de ação cardíaco, o NCX pode reverter a direção e trazer Ca2+ para o 

interior da célula no seu modo reverso (MULLINS,  1979).  Desta forma, o sistema 
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de troca Na+/Ca2+ não é apenas a principal via de efluxo de Ca2+ como também, a 

princípio, pode mediar parte do influxo sarcolemal de Ca2+. 

Bers (2002) observou que a funcionalidade do NCX pode variar de acordo 

com a espécie. Ele observou que o NCX foi responsável por retirar 28% do Ca2+ 

ativador para promover o relaxamento dos miócitos cardíacos de coelhos e apenas 

7% do total da concentração de Ca2+ ativador em ratos adultos. 

Ao analisar a expressão da proteína NCX no músculo cardíaco da píton, o 

grupo Digestão em ambos os tecidos, atrial e ventricular, apresentou uma maior 

expressão com relação ao grupo Pós-absortivo (Figura 13C).  

Cipriano (2012), ao estudar o efeito do aumento da frequência de estimulação 

elétrica sobre a força de contração (Fc) desenvolvida pelas tiras ventriculares de P. 

molurus verificou que, sob efeito da rianodina, o grupo Digestão não apresentou 

diferença com relação ao grupo controle entre as frequências de 0.4 Hz a 1.2 Hz e o 

grupo Pós-absortivo também não apresentou diferença entre as frequências de 0.2 

Hz a 1.2 Hz. Estes dados mostram que neste intervalo de frequências, os 

mecanismos sarcolemais de transporte de Ca2+ são mais representativos no 

desenvolvimento de força de contração (Fc).  

A partir desses dados, podemos sugerir que a expressão do NCX, 

comprovada pelo Western blotting, confirma a presença desta proteína e seu papel 

na ciclagem de Ca2+ em P. molurus, corroborando a hipótese de uma maior 

contribuição do NCX nas frequências sugeridas por Cipriano (2012), tanto na 

extrusão do Ca2+ para o relaxamento quanto no influxo do Ca2+ ativador para a 

contração no seu modo reverso. 

Galli et al. (2006b), estudando a tartaruga da orelha vermelha (Trachemys 

scripta), verificaram que nesta espécie o RS desempenha pequeno papel na 

ciclagem de Ca2+ e sugeriram que o NCX pode fornecer o Ca2+ ativador para 

contração e é capaz de manter a contração dos miócitos independentemente do RS 

e dos canais L. 

Desse modo, a manutenção da Fc nos grupos Digestão e Pós-absortivo, 

mesmo sem a participação do RS devido ao seu bloqueio com a rianodina 

(CIPRIANO, 2012), sugere uma maior atividade do NCX e que essa proteína pode 

garantir o inotropismo e, consequentemente, o débito cardíaco, podendo ser um dos 

principais mecanismos da ciclagem de Ca2+ em P. molurus.  
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Já com a cascavel sul-americana a maior expressão ocorreu no grupo Jejum, 

que apresentou maior expressão em ambos os tecidos cardíacos com relação aos 

outros dois grupos alimentares (Figura 14C e 15C).  

Paula (2012) verificou que ao bloquear os canais de rianodina, o grupo Jejum 

apresentou uma queda significativa (cerca de 20%) na força de contração em 

relação ao obtido em solução fisiológica controle, porém esta queda foi menor do 

que a registrada para os grupos Pós-absortivo e Digestão (cerca de 40%) na 

frequência de 0.2 Hz. Esta diferença sugere que, durante o jejum, menos cálcio é 

armazenado dentro do retículo sarcoplasmático. Isso pode se dar em função da 

baixa quantidade de ATP disponível para o bombeamento ativo de cálcio via 

SERCA. 

Ainda de acordo com Paula (2012), apesar da redução do estoque de cálcio 

dentro do RS, não houve redução na força de contração desenvolvida durante o 

Jejum quando comparada aos grupos Pós-absortivo e Digestão em solução 

fisiológica controle na frequência de 0.2 Hz, levantando a hipótese de que o cálcio 

disponível para a contração se mantém estável mesmo durante a privação alimentar. 

Uma maior expressão do NCX juntamente com uma menor expressão da 

SERCA2 e do PLB com o grupo Jejum em relação aos outros dois grupos 

alimentares sugere uma maior mobilização do cálcio por essa proteína nesse regime 

de alimentação, corroborando assim com os resultados de Paula (2012). 

O cálcio que promove a interação actomiosínica (Ca2+ ativador) pode provir do 

meio extracelular, pela sarcolema, através dos canais voltagem-dependentes do tipo 

L (canais lentos) e do trocador Na+/Ca2+ (NCX) ativado no modo reverso e, também, 

de reservas intracelulares, provenientes do RS e do transportador uniporter presente 

na mitocôndria. Para ocorrer o relaxamento do músculo cardíaco, a retirada do 

cálcio pode ser realizada pela Ca2+-ATPase sarcolemal, pela Ca2+-ATPase do RS, 

pelo NCX e pelo transportador uniporter mitocondrial. Dessas quatro vias de retirada 

de Ca2+ apresentadas, as duas Ca2+-ATPases consomem ATP.  

Portanto, para um animal em jejum e com pouca energia, a utilização do NCX, 

um transportador eletroquímico que pode operar na ausência de ATP (BLAUSTEIN 

& LEDERER, 1999; BERBERIÁN et al. 2012), e do transportador uniporter 

mitocondrial, que também é eletroquímico e opera sem ATP (CROMPTON & HEID, 

1978, KIRICHOK et al. 2004), podem ser boas opções. Desse modo, o aumento na 

expressão do NCX e a menor expressão da SERCA2 no grupo Jejum sugerem que 
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esta última trabalha menos, pela diminuição na produção de ATP, e que o NCX, por 

ser menos custoso, aumenta a sua atividade. 

Já a participação da mitocôndria é de cerca de 1% em mamíferos (BERS, 

2002) e não há registros na literatura da participação dessa organela na ciclagem do 

cálcio em animais basais.  

Durante o desenvolvimento cardíaco, mudanças recíprocas na expressão do 

NCX e da SERCA podem ocorrer (VETTER et al., 1995). De acordo com O’Rourke 

et al. (1999), a expressão do NCX pode aumentar significativamente em miocárdio 

de cães com insuficiência cardíaca. Aumentos na expressão do NCX também foram 

observados no miocárdio de porcos, coelhos e ratos com insuficiência cardíaca 

(POGWIZD et al., 2001; SIPIDO et al., 2000; AHMMED et al., 2000; LITWIN & 

BRIDGE, 1997). 

Trabalhos realizados com humanos verificando a razão entre o NCX e a 

SERCA, mostraram que o nível da expressão proteica do NCX pode aumentar em 

até 3 vezes com relação a SERCA em pessoas com insuficiência cardíaca. Esta 

mudança pode ser causada pelo aumento da expressão do NCX, pela diminuição da 

expressão da SERCA, ou por ambos os mecanismos (HASENFUSS et al., 1999). 

Ao realizar o protocolo da relação força-frequência em C. durissus sob efeito 

da rianodina, Paula (2012) observou que os grupos Digestão e Pós-absortivo 

apresentaram diferença significativa com relação ao grupo controle em frequências 

entre 0.2 Hz e 2.0 Hz. Já no grupo Jejum, não houve diferença entre os valores de 

Fc obtidos em presença ou ausência de rianodina nas frequências de 0.6 Hz a 1.0 

Hz. Quando a autora comparou a Fc dos três grupos alimentares, o grupo Jejum 

apresentou uma maior capacidade de gerar tensão quando comparado ao grupo 

Pós-absortivo entre as frequências de 0.6 Hz e 0.8 Hz, indicando desse modo uma 

maior representatividade dos mecanismos sarcolemais nesse grupo alimentar. 

Baumer et al. (1998) verificaram que uma maior expressão do NCX em 

camundongo transgênico proporcionou um aumento significativo na força de 

contração cardíaca, mesmo sem haver aumento na expressão da SERCA2, do PLB 

e da Calsequestrina, e também sem hipertrofia nas fibras cardíacas, confirmando 

assim que esta proteína pode proporcionar um efeito inotrópico positivo. 

Sendo assim, a expressão do NCX mostra uma grande plasticidade, podendo 

aumentar ou diminuir a sua expressão acompanhando as mudanças fisiológicas que 

ocorrem como o prolongado jejum alimentar em C. durissus, sendo capaz de 

garantir a contratilidade nesse regime alimentar. 
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Lopes (2013) verificou que a rianodina não causa alterações significativas na 

relação força-frequência das tiras ventriculares de C. latirostris do grupo Pós-

absortivo, em frequências de 0.2 Hz a 1.8 Hz, e no grupo Digestão, em frequências 

de 0.2 Hz a 1.2 Hz e de 2.0 Hz a 2.4 Hz, ambos com relação ao grupo controle. 

Entretanto, no grupo Digestão a rianodina causou uma redução significativa da força 

de contração com relação ao grupo controle em frequências entre 1.4 Hz a 1.8 Hz, 

indicando uma maior participação do RS neste intervalo de frequências (discutido no 

subitem 5.1). Adicionalmente, as tiras ventriculares contraíram-se regularmente até 

2.4 Hz no grupo Digestão e até 1.8 Hz no grupo Pós-absortivo. Desse modo, fica 

evidente que os mecanismos sarcolemais parecem ser mais eficientes para garantir 

o efeito inotrópico positivo nessas faixas de frequências. 

A expressão do NCX corrobora a participação dessa proteína no manejo de 

Ca2+ em C. latirostris em ambos os grupos alimentares, porém, o grupo Digestão 

apresentou uma maior expressão com relação ao grupo Pós-absortivo, tanto no 

tecido ventricular quanto com o atrial (Figura 16C). Portanto, essa maior expressão 

do NCX para o grupo Digestão reforça a ideia de que tal mudança permitiu que as 

tiras ventriculares desse grupo pudessem se contrair a maiores frequências, quando 

comparadas ao grupo Pós-absortivo lembrando que, in vitro, o RS das mesmas 

estava com a sua função bloqueada pela rianodina.  

Muitos estudos realizados com mamíferos mostraram que apesar do influxo 

de cálcio através dos canais L da sarcolema ser variável nas diferentes espécies, 

este é insuficiente para suportar a contração (BERS, 1991; CHAPMAN, 1983). Nas 

espécies estudadas, a retirada de cálcio se dá principalmente via SERCA e via NCX, 

sendo que a Ca2+-ATPase sarcolemal e o transportador uniporter mitocondrial 

constituem o chamado sistema lento de ciclagem de cálcio e apresentam pouca 

influência para o relaxamento (BASSANI & BASSANI, 2002). 

Portanto, nossos resultados com o C. latirostris sugerem que o NCX 

proporcionou uma maior dinâmica do cálcio, mesmo com o RS bloqueado, 

trabalhando tanto no efluxo como também no influxo sarcolemal do Ca2+, e a maior 

expressão no grupo Digestão proporcionou um maior inotropismo de forma 

frequência-específica. 

Os três grupos alimentares assim como o rato expressaram o NCX com duas 

bandas. Porém, a massa molecular das bandas diferiu não apenas entre as 

espécies de répteis estudadas como em relação ao rato. 



 

62 

 

Estudos mostram que a estrutura do gene do NCX1 é quase idêntica em 

mamíferos (BLAUSTEIN & LEDERER, 1999). Entretanto, o NCX1 possui 6 éxons: 

um par exclusivo chamado de A e B que podem se combinar com C, D, E, e F, 

conhecidos como éxons cassetes. Tais combinações podem dar origem a até 32 

isoformas distintas de NCX através do splicing alternativo (SCHULZE et al., 1996).  

A proteína NCX é formada por nove segmentos transmembrana 

(KHANANSHVILI, 2012). Todas as proteínas NCX possuem dois domínios 

homólogos altamente conservados chamados de alfa 1 e alfa 2, localizados nos 

segmentos transmembrana 2 e 7 (JOHN et al., 2013). Esses domínios podem ter 

surgido a partir de um evento de duplicação gênica (PHILIPSON & NICOLL, 2000; 

SCHWARZ & BENZER, 1997; CAI & LYTTON, 2004). Estudos demonstraram que 

ambos os domínios são fundamentais para a ligação dos íons e posterior 

translocação através da membrana (PHILIPSON & NICOLL, 2000; NICOLL et al., 

1996). 

Recentemente foi descoberto o quarto gene NCX, esse gene codifica o NCX4, 

que é encontrado exclusivamente no genoma de teleósteos, anfíbios e répteis (ON 

et al., 2009). Ainda segundo os autores, ao analisar a expressão do NCX4 no 

teleósteo Zebrafish, essa proteína foi encontrada no fígado, rins, coração, brânquias, 

intestino, olhos e no cérebro. 

Pequenas diferenças na proteína NCX podem atender as necessidades 

específicas de diferentes tecidos em várias espécies que são constantemente 

expostas a rápidas mudanças ambientais. Desse modo, a presença das quatro 

proteínas NCX na maioria dos vertebrados indica que a seleção atuou para 

preservar essas proteínas homólogas distintas. Assim, a perda do NCX4 em 

mamíferos e possivelmente nas aves, sugere a perda de uma potencial 

especialização funcional (ON et al., 2008).  

Portanto, as diferenças na massa molecular encontradas na expressão do 

NCX das 3 espécies de répteis analisadas no presente estudo sugerem a expressão 

de proteínas isoformas nesses animais. Alternativamente, as diferenças nas massas 

moleculares poderiam dever-se à expressão do NCX4, visto que tal proteína pode 

também ser expressa no coração e é encontrada em répteis. Entretanto, apenas o 

sequenciamento dos aminoácidos dessas proteínas poderia elucidar tais diferenças. 

De acordo com o modelo neutralista de Kimura (1983), diferentes partes do 

mesmo gene frequentemente evoluem a diferentes taxas e estas diferenças estão 

relacionadas à função do gene e aos efeitos combinados da seleção natural e da 
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deriva genética. Sendo assim, regiões como os domínios do NCX que são 

fundamentais para a translocação dos íons permaneceram conservadas na escala 

evolutiva dos vertebrados. Já outras regiões de genes que codificam o NCX podem 

ter sofrido mudanças gerando, dessa forma, possíveis proteínas isoformas como as 

encontradas no presente estudo. 

Studer et al. (1994), estudando o miocárdio humano, concluíram que a 

presença dos fragmentos de 70 kDa e 40 kDa é devida a ação proteolítica pois, 

utilizando a técnica de Western blotting, verificaram que o mesmo anticorpo 

reconheceu os dois fragmentos, confirmando assim que esses fragmentos 

proteolíticos representam a proteína NCX. A presença de duas bandas na expressão 

do NCX devida à ação de enzimas proteolíticas já havia sido sugerida por Nicoll et 

al. (1991). 

Desse modo, as duas bandas encontradas nos répteis, sugere a ação de 

enzimas proteolíticas em diferentes locais do NCX de acordo com a espécie, 

gerando assim bandas com diferentes massas moleculares.  

 

 

5.4. Análise molecular da expressão das proteínas SERCA2, PLB e NCX 

 

Foi possível detectar a expressão das proteínas SERCA2, PLB e NCX tanto 

no tecido cardíaco ventricular quanto no tecido atrial dos répteis no presente estudo, 

mesmo utilizando anticorpos específicos para mamíferos, pois ainda não há 

anticorpos para tais proteínas construídos para répteis.  

Proteínas derivadas de um ancestral comum são conhecidas como proteínas 

homólogas (HOLTJE & FOLKERS, 1997). Homologia entre sequências de 

aminoácidos implica em semelhança estrutural e funcional. (FILHO & 

ALENCASTRO, 2003).  

Domínios proteicos pertencentes a uma determinada família geralmente 

compartilham características funcionais e é visível que certas regiões permanecem 

mais conservadas que outras durante a evolução. Essas são regiões importantes 

para a estrutura e função das proteínas e estão relacionadas com a pressão seletiva 

(LUND et al., 2005). 

Desse modo, a confirmação da expressão das três proteínas deixa clara a 

existência de homologia entre as proteínas dos répteis e dos mamíferos, o que pôde 
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ser comprovado pela ligação dos anticorpos anti-SERCA, anti-PLB e anti-NCX em 

suas respectivas proteínas. 

As análises da densidade óptica da SERCA, PLB e NCX mostraram uma 

menor expressão das mesmas no tecido atrial em comparação com o tecido 

ventricular. Koss et al. (1995) descreveram uma menor expressão do PLB e uma 

razão relativa do RNAm entre o PLB e a SERCA2 4,2 vezes menor em átrio em 

comparação ao ventrículo de camundongos. Ainda segundo os autores, essa menor 

expressão pode estar associado com os parâmetros basais da contratilidade atrial 

comparado ao músculo ventricular. Portanto, a menor expressão das proteínas 

atriais encontradas no presente estudo, pode estar relacionado aos diferentes 

parâmetros da contratilidade atrial com relação a contratilidade ventricular. 

As análises dos sítios ativos da SERCA2 identificados no presente estudo 

mostram que as espécies de mamíferos apresentaram 42 sítios na estrutura primária 

dessa proteína, enquanto que a galinha (G. gallus) apresenta 50 sítios e o peixe 

paulistinha (D. rerio) 44 sítios. Talvez esse maior número de sítios do G. gallus 

explique o menor número de regiões conservadas (Anexo 1b) em comparação ao 

rato (R. novergicus) . 

Essa diferença no número de sítios dos animais filogeneticamente mais 

distantes dos mamíferos, como o G. gallus e o D. rerio, reforça a ideia de que 

também pode haver diferenças na SERCA2 de P. molurus com relação aos 

mamíferos, sugerindo assim um maior número de sítios de fosforilação na serpente. 

A fosforilação pode influenciar a mobilidade da proteína no gel (WEGENER & 

JONES 1984), o que pode explicar a diferença encontrada na massa molecular da 

SERCA2 do tecido atrial do grupo Digestão e dos tecidos atrial e ventricular do 

grupo Pós-absortivo em relação ao tecido ventricular no grupo Digestão e do rato. O 

tecido ventricular no grupo Digestão pode ter sofrido uma menor fosforilação em 

alguns desses sítios devido a SDA, apresentando desse modo uma menor massa 

molecular, semelhante à do rato (Figura 13A).  

O PLB, por ser uma proteína composta por uma sequência pequena de 

aminoácidos, apresenta apenas dois sítios ativos em todas as espécies 

selecionadas no banco de dados, à exceção do D. rerio, que mostrou quatro sítios 

ativos (Tabela 3). O alinhamento das sequências do PLB mostrou uma única 

sequência de aminoácidos conservada tanto entre os quatro mamíferos quanto entre 

R. novergicus e o G. gallus. Já entre o R. novergicus e o D. rerio, nenhuma 

sequência conservada foi encontrada. Entre os mamíferos a sequência conservada 
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vai do resíduo 3 ao 50 (Anexo 2a), enquanto entre o R. novergicus e o G. gallus vai 

do resíduo 34 ao 50 (Anexo 2b). Essas diferenças mostram que espécies de grupos 

filogeneticamente mais distantes apresentam maiores diferenças na sequência de 

aminoácidos dessa proteína e as regiões conservadas geralmente são menores. 

Esses dados reforçam a ideia de existência de diferenças no PLB de mamíferos com 

relação aos répteis, o que pode ter ocasionado o aparecimento de isoformas nestes 

últimos, conforme demonstrado pelos resultados de Western blotting (Figuras 13B, 

14B, 15B e 16B). 

A análise dos sítios ativos do NCX mostrou uma maior variação entre as 

espécies do que as vistas para as outras duas proteínas (Tabela 4). Essa maior 

diferença entre as espécies deve-se, provavelmente, ao fato do NCX1 ter a 

capacidade de produzir até 32 isoformas distintas através do splicing alternativo. O 

alinhamento das sequências de aminoácidos também apresentou grandes 

diferenças, havendo 15 regiões conservadas entre os mamíferos, 10 entre o R. 

novergicus e o G. gallus e apenas uma região entre o R. novergicus e o D. rerio 

(Anexo 3c). Assim, mais uma vez o número de regiões conservadas diminuiu 

quando se compara as espécies mais distantes na escala evolutiva. 

As diferenças observadas no número de sítios ativos, a diminuição das 

regiões conservadas na comparação de animais filogeneticamente mais distantes 

juntamente com a grande plasticidade do NCX, reforça a ideia de que os répteis 

analisados no presente estudo expressaram proteínas isoformas. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Existem regiões semelhantes entre as proteínas dos répteis com relação aos 

mamíferos, comprovada pela ligação dos anticorpos específicos para 

mamíferos anti-SERCA, anti-PLB e anti-NCX nas respectivas proteínas dos 

répteis.  

 A ação dinâmica específica (SDA) levou a uma maior expressão da proteína 

SERCA2 nas três espécies de répteis. 

 A SDA também pode ter induzido a expressão de uma isoforma e/ou uma 

menor fosforilação em alguns sítios ativos da SERCA2 no tecido ventricular 

de P. molurus. 

 Uma relação direta entre a expressão da SERCA2 com a expressão do PLB 

foi verificada somente em C. durissus, não havendo tal relação em P. molurus 

e C. latirostris. 

 As três espécies de répteis expressaram o PLB com mesma massa 

molecular, de 50 kDa, e diferente da do rato (25 kDa). A grande distância 

evolutiva que separa os répteis dos mamíferos pode ter ocasionado o 

surgimento de isoformas entre esses grupos, explicando tal diferença. 

 O aumento da expressão do NCX em C. latirostris no grupo alimentar 

Digestão sugere uma maior mobilização do cálcio e um maior inotropismo de 

forma frequência-específica através dessa proteína.  

 A maior expressão do NCX juntamente com a menor expressão da SERCA2 

e do PLB em C. durissus no grupo alimentar Jejum em relação aos outros 

dois grupos alimentares sugere uma maior mobilização do cálcio pelo NCX 

nesse regime de alimentação, o que seria vantajoso do ponto de vista 

energético. 

 A expressão do NCX com diferentes massas moleculares nas três espécies 

estudadas, um menor número de resíduos de aminoácidos conservados em 

animais filogeneticamente mais distantes e a grande plasticidade do gene 

NCX para formar proteínas distintas sugere a expressão de proteínas 

isoformas nos répteis estudados. 
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8. ANEXOS 
 
Region 1: Position 1 to 372 

Consensus: 

1 

MENAHTKTVEEVLGHFGVNESTGLSLEQVKKLKERWGSNELPAEEGKTLLELVIEQFEDLLVRILLLA

ACISFVLAWFEEGEETITAFVEPFVILLILVANAIVGVWQERNAENAIEALKEYEPEMGKVYRQDRKS

VQRIKAKDIVPGDIVEIAVGDKVPADIRLTSIKSTTLRVDQSILTGESVSVIKHTDPVPDPRAVNQDK

KNMLFSGTNIAAGKAMGVVVATGVNTEIGKIRDEMVATEQERTPLQQKLDEFGEQLSKVISLICIAVW

IINIGHFNDPVHGGSWIRGAIYYFKIAVALAVAAIPEGLPAVITTCLALGTRRMAKKNAIVRSLPSVE

TLGCTSVICSDKTGTLTTNQMSVCRMFILDKV 372 

 

Region 2: Position 397 to 537 

Consensus: 

397 

KDDKPVKCHQYDGLVELATICALCNDSALDYNEAKGVYEKVGEATETALTCLVEKMNVFDTELKGLSK

IERANACNSVIKQLMKKEFTLEFSRDRKSMSVYCTPNKPSRTSMSKMFVKGAPEGVIDRCTHIRVGST

KVPMT 537 

 

Region 3: Position 539 to 569 

Consensus: 

539 GVKQKIMSVIREWGSGSDTLRCLALATHDNP 569 

 

Region 4: Position 579 to 643 

Consensus: 

579 

DSANFIKYETNLTFVGCVGMLDPPRIEVASSVKLCRQAGIRVIMITGDNKGTAVAICRRIGIFGQ 

643 

 

Region 5: Position 668 to 712 

Consensus: 

668 ACLNARCFARVEPSHKSKIVEFLQSFDEITAMTGDGVNDAPALKK 712 

 

Region 6: Position 714 to 864 

Consensus: 

714 

EIGIAMGSGTAVAKTASEMVLADDNFSTIVAAVEEGRAIYNNMKQFIRYLISSNVGEVVCIFLTAALG

FPEALIPVQLLWVNLVTDGLPATALGFNPPDLDIMNKPPRNPKEPLISGWLFFRYLAIGCYVGAATVG

AAAWWFIAADGGPRV 864 

 

Region 7: Position 866 to 882 

Consensus: 

866 FYQLSHFLQCKEDNPDF 882 

 

Region 8: Position 890 to 962 

Consensus: 

890 

FESPYPMTMALSVLVTIEMCNALNSLSENQSLLRMPPWENIWLVGSICLSMSLHFLILYVEPLPLIFQ

ITPLN 962 

 

Region 9: Position 964 to 992 

Consensus: 

964 TQWLMVLKISLPVILMDETLKFVARNYLE 992 

Anexo 1a. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas da SERCA2 entre os 
mamíferos Oryctolagus cuniculus, Sus scrofa, Rattus norvegicus, e o Mus musculus 
utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Comprimento mínimo de 15 resíduos para a 
sequência completa. Entropia máxima por posição: 0.2.  



 

82 

 

Region 1: Position 115 to 129 

Consensus: 

115 AIEALKEYEPEMGKV 129 

 
Region 2: Position 170 to 184 

Consensus: 

170 STTLRVDQSILTGES 184 

 
Region 3: Position 195 to 219 

Consensus: 

195 PDPRAVNQDKKNMLFSGTNIAAGKA 219 

 
Region 4: Position 300 to 368 

Consensus: 

300 

VALAVAAIPEGLPAVITTCLALGTRRMAKKNAIVRSLPSVETLGCTSVICSDKTGTLTTNQMSVCRMF

I 368 

 
Region 5: Position 406 to 423 

Consensus: 

406 QYDGLVELATICALCNDS 423 

 

Region 6: Position 433 to 457 

Consensus: 

433 VYEKVGEATETALTCLVEKMNVFDT 457 

 

Region 7: Position 484 to 500 

Consensus: 

484 TLEFSRDRKSMSVYCTP 500 

Anexo 1b. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas da SERCA2 entre o 
Rattus norvegicus, e o Gallus gallus utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). 
Comprimento mínimo de 15 resíduos para a sequência completa. Entropia máxima por 
posição: 0.2. 
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Region 1: Position 55 to 84 

Consensus: 

55 EQFEDLLVRILLLAACISFVLAWFEEGEET 84 

 
Region 2: Position 115 to 131 

Consensus: 

115 AIEALKEYEPEMGKVYR 131 

 
Region 3: Position 170 to 191 

Consensus: 

170 STTLRVDQSILTGESVSVIKHT 191 

 
Region 4: Position 194 to 219 

Consensus: 

194 VPDPRAVNQDKKNMLFSGTNIAAGKA 219 

 
Region 5: Position 247 to 268 

Consensus: 

247 TPLQQKLDEFGEQLSKVISLIC 268 

 

Region 6: Position 274 to 292 

Consensus: 

274 INIGHFNDPVHGGSWIRGA 292 

 
Region 7: Position 294 to 361 

Consensus: 

294 

YYFKIAVALAVAAIPEGLPAVITTCLALGTRRMAKKNAIVRSLPSVETLGCTSVICSDKTGTLTTNQM 

361 

 
Region 8: Position 408 to 423 

Consensus: 

408 DGLVELATICALCNDS 423 

 
Region 9: Position 483 to 498 

Consensus: 

483 FTLEFSRDRKSMSVYC 498 

Anexo 1c. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas da SERCA2 entre o 
Rattus norvegicus e o Danio rerio utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Comprimento 
mínimo de 15 resíduos para a sequência completa. Entropia máxima por posição: 0.2. 
 
 
1 conserved regions found 

 

Region 1: Position 3 to 50 

Consensus: 

3 KVQYLTRSAIRRASTIEMPQQARQNLQNLFINFCLILICLLLICIIVM 50 

Anexo 2a. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas do PLB entre os 
mamíferos Rattus norvegicus, Oryctolagus cuniculus, Sus scrofa, , e o Mus musculus 
utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Comprimento mínimo de 15 resíduos para a 
sequência completa. Entropia máxima por posição: 0.2. 
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1 conserved regions found 

 

Region 1: Position 34 to 50 

Consensus: 

34 NFCLILICLLLICIIVM 50 

Anexo 2b. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas do PLB entre o Rattus 
norvegicus e o Gallus gallus utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Comprimento 
mínimo de 15 resíduos para a sequência completa. Entropia máxima por posição: 0.2. 
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Region 1: Position 45 to 221 Consensus: 

45 

ECTGSYYCKKGVILPIWEPQDPSFGDKIARATVYFVAMVYMFLGVSIIADRFMSSIEVITSQEKEITI

KKPNGETTKTTVRIWNETVSNLTLMALGSSAPEILLSVIEVCGHNFTAGDLGPSTIVGSAAFNMFIII

ALCVYVVPDGETRKIKHLRVFFVTAAWSIFAYTWLYIILSV 221 

 
Region 2: Position 223 to 280 Consensus: 

223 SPGVVEVWEGLLTFFFFPICVVFAWVADRRLLFYKYVYKRYRAGKQRGMIIEHEGDRP 280 

 
Region 3: Position 282 to 297 Consensus: 

282 SKTEIEMDGKVVNSHV 297 

 
Region 4: Position 300 to 335 Consensus: 

300 FLDGALVLEVDERDQDDEEARREMARILKELKQKHP 335 

 
Region 5: Position 337 to 394 Consensus: 

337 KEIEQLIELANYQVLSQQQKSRAFYRIQATRLMTGAGNILKRHAADQARKAVSMHEVN 394 

 
Region 6: Position 407 to 426 Consensus: 

407 FFEQGTYQCLENCGTVALTI 426 

 
Region 7: Position 436 to 461 Consensus: 

436 TVFVDFRTEDGTANAGSDYEFTEGTV 461 

 
Region 8: Position 463 to 495 Consensus: 

463 FKPGETQKEIRVGIIDDDIFEEDENFLVHLSNV 495 

 
Region 9: Position 527 to 568 Consensus: 

527 TIFDDDHAGIFTFEEPVTHVSESIGIMEVKVLRTSGARGNVI 568 

 
Region 10: Position 570 to 620 Consensus: 

570 PYKTIEGTARGGGEDFEDTCGELEFQNDEIVKTISVKVIDDEEYEKNKTFF 620 

 
Region 11: Position 622 to 646 Consensus: 

622 EIGEPRLVEMSEKKALLLNELGGFT 646 

 
Region 12: Position 678 to 697 Consensus: 

678 EYDDKQPLTSKEEEERRIAE 697 

 

Region 13: Position 709 to 822 Consensus: 

709 

LEVIIEESYEFKSTVDKLIKKTNLALVVGTNSWREQFIEAITVSAGEDDDDDECGEEKLPSCFDYVMH

FLTVFWKVLFAFVPPTEYWNGWACFIVSILMIGLLTAFIGDLASHF 822 

 

Region 14: Position 828 to 945 Consensus: 

828 

LKDSVTAVVFVALGTSVPDTFASKVAATQDQYADASIGNVTGSNAVNVFLGIGVAWSIAAIYHAANGE

QFKVSPGTLAFSVTLFTIFAFINVGVLLYRRRPEIGGELGGPRTAKLLTS 945 

 

Region 15: Position 947 to 970 Consensus: 

947 LFVLLWLLYIFFSSLEAYCHIKGF 970 

 

Anexo 3a. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas do NCX1 entre o 
Rattus norvegicus Cavia porcellus, Mus musculus e Bos taurus utilizando o programa 
BioEdit (HALL, 1999). Comprimento mínimo de 15 resíduos para a sequência completa. 
Entropia máxima por posição: 0.2. 
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Region 1: Position 52 to 107 

Consensus: 

52 CKKGVILPIWEPQDPSFGDKIARATVYFVAMVYMFLGVSIIADRFMSSIEVITSQE 107 

 
Region 2: Position 121 to 156 

Consensus: 

121 KTTVRIWNETVSNLTLMALGSSAPEILLSVIEVCGH 156 

 
Region 3: Position 158 to 177 

Consensus: 

158 FTAGDLGPSTIVGSAAFNMF 177 

 
Region 4: Position 193 to 225 

Consensus: 

193 RKIKHLRVFFVTAAWSIFAYTWLYIILSVSSPG 225 

 

Region 5: Position 227 to 247 

Consensus: 

227 VEVWEGLLTFFFFPICVVFAW 247 

 
Region 6: Position 263 to 280 

Consensus: 

263 YRAGKQRGMIIEHEGDRP 280 

 
Region 7: Position 313 to 394 

Consensus: 

313 

DQDDEEARREMARILKELKQKHPDKEIEQLIELANYQVLSQQQKSRAFYRIQATRLMTGAGNILKRHA

ADQARKAVSMHEVN 394 

 

Region 8: Position 408 to 437 

Consensus: 

408 FEQGTYQCLENCGTVALTIIRRGGDLTNTV 437 

 
Region 9: Position 439 to 461 

Consensus: 

439 VDFRTEDGTANAGSDYEFTEGTV 461 

 
Region 10: Position 463 to 498 

Consensus: 

463 FKPGETQKEIRVGIIDDDIFEEDENFLVHLSNVRVS 498 

 

Anexo 3b. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas do NCX1 entre o 
Rattus norvegicus e o Gallus gallus utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). 
Comprimento mínimo de 15 resíduos para a sequência completa. Entropia máxima por 
posição: 0.2. 
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1 conserved regions found 

 

Region 1: Position 708 to 734 

Consensus: 

708 KLEVIIEESYEFKSTVDKLIKKTNLAL 734 

 

Anexo 3c. Alinhamento da estrutura primária e regiões conservadas do NCX1 entre o 
Rattus norvegicus e o Danio rerio utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Comprimento 
mínimo de 15 resíduos para a sequência completa. Entropia máxima por posição: 0.2. 




