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RESUMO

O coracéo possui a importante capacidade de se remodelar diante de alteragbes nas
demandas funcionais. Serpentes apresentam a capacidade de ingestdo de grandes
presas e a capacidade de sobreviver a grandes periodos de privacdo alimentar. A
ingestdo de grandes massas de alimento demanda uma elevacdo metabdlica e leva a
uma compensagdo na massa ventricular e um aumento na forca de contracdo do
miocardio, evitando uma sobrecarga no sistema cardiovascular. Durante o jejum ocorre
deplecdo da estrutura corpérea podendo também atingir 0 musculo cardiaco. Para
descrever a funcao cardiaca da Cascavél Sul-americana, Crotalus durissus terrificus, e
as possiveis alteracdes diante dos extremos metabdlicos, foi testada a importancia do
trocador Na'/Ca®* (NCX), a funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico (RS), a
dependéncia do Ca®" extracelular e o efeito da estimulacdo adrenérgica em animais
adultos a temperatura constante de 30°C em periodo pos-absortivo, pico de SDA e
apos jejum prolongado. Observou-se que a massa ventricular se mantém estavel
mesmo durante os extremos metabdlicos. Ha uma diferenca na geracdo de tenséo
entre as tiras da base e apice ventriculares, presente nos 3 grupos alimentares e que
pode se dar em funcéo da orientacao das fibras nas duas regides do ventriculo. O teste
com rianodina mostrou que o RS é funcional nos 3 grupos porém a dependéncia do
calcio proveniente do RS é menor apds o jejum prolongado quando comparado aos
demais grupos. O calcio extracelular € o principal responsavel pela contragdo do
midcito cardiaco e o NCX, que fornece uma pequena parte de calcio para a contracao,
é o principal bombeador de célcio para fora da célula e é mais rapido do que a Ca**-
ATPase do RS. O meio extracelular € a principal fonte de calcio ativador da contracao
sendo que o aumento de célcio circulante disponivel para a contragdo nos animais
durante a digestdo ofereceria uma vantagem contratii para este grupo sem
necessidade de hipertrofia. A adrenalina produziu um aumento substancial na Fc capaz

e ser mantido por diferentes frequéncias de estimulagéo nos 3 grupos testados.

Palavras chaves: Funcdo cardiaca, Crotalus durissus terrificus, reticulo

sarcoplasmatico, tensdo isométrica, rianodina e NCX.



ABSTRACT

Some snakes have the ability to survive long periods without food and are capable to
ingest large meal size. The ingestion of proportionally large preys triggers an expressive
increase on the oxidative metabolic demand (SDA — Specific Dinamic Action) which can
become several times higher than the resting metabolic rate. The two described
extreme situations might lead to cardiac changes to adapt structure and function in
order to afford these two opposite physiological demands. During long food deprivation
(Phase Ill), the depletion of the body structure may affect the heart muscle. That should
be reverted to the SDA and prevent an overload on cardiovascular system. The
standard cardiac function of South-american Rattlesnake, Crotalus durissus terrificus,
was described as well as the changes caused by long term food deprivation and SDA.
The importance of sodium-calcium exchanger (NCX), functionality of sarcoplasmic
reticulum, extracellular calcium dependence and the effect of adrenergic stimulation
were tested in adult animals at 30°C, under three different metabolic states: post-
absorptive, SDA peak and food deprivation. The ventricular mass does not change after
food deprivation and SDA. The force of contraction was higher in the base of the heart if
compared to the apex, but there is no difference among the experimental groups and it
is probably reflex of the fiber orientation in each region of the ventricle. The
sarcoplasmatic reticulum is functional in all groups, but the dependence of reticular
calcium is lower during starvation compared to the other groups. Muscle contraction is
mostly supported by the extracellular Ca®*. The NCX have minor contribution to force
generation (20%) but has a major role pumping calcium out of the cell (faster than
SERCA). The increase in extracellular Ca®* concentration during digestion can augment
twitch force and would represent a contractile advantage to support the increased
cardiac work without the development of hypertrophy. The adrenergic stimulation
produced sustained increase in Fc for a wide range of stimulation frequencies in all the

tested groups.

Key Words: Cardiac function, Crotalus durissus terrificus, sarcoplasmic reticulum,

isometric tension, ryanodine and NCX.
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simbolos abertos indicam diferenca em relagdo ao valor inicial em cada grupo
(ANOVA TwoWay, SNK, P<0,05).....ccuiiiiiiiiiaeiiiie e ee et ee e ee e

Figura 31. Alteracdo na forga de contracao (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de adrenalina. Os valores sdao media + EPM. Os
simbolos abertos indicam diferenca em relacao ao valor inicial em cada grupo
(ANOVA OneWay, Tukey, P<0,05).....ccciuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e

Figura 32. Alteracdo no TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracdo de adrenalina. Os valores sdao media + EPM. Os simbolos
abertos indicam diferenca em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA
OneWay, TUKeY, P<0,05)....cccciiiiiiiiiiiiieiiieee ettt e e e e e e er e e e ee e e

Figura 33. Alteracdo no THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracdo de adrenalina. Os valores sdao media + EPM. Os simbolos
abertos indicam diferenca em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA
OneWay, Tukey, P<0,05)....cccuiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt e e e e e e e e

Figura 34. Alteracdo na Taxa de Contracéo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de adrenalina. Os valores sdo media + EPM. Os
simbolos abertos indicam diferenca em relacéo ao valor inicial em cada grupo
(ANOVA OneWay, Tukey, P<0,05).....ccccuiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeee et

Figura 35. Alteracdo na Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus
em crescente concentracdo de adrenalina. Os valores sdo media + EPM. Os
simbolos abertos indicam diferenca em relacao ao valor inicial em cada grupo
(ANOVA OneWay, Tukey, P<0,05).....ccccciiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeee ettt

Figura 36. Relacdo forca-frequéncia (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucg&o controle (Controle —0), com 10®M de Adrenalina (Adren
10 M -)) e com 10° M de Adrenalina (Adren 10° M —A). Os valores s&o
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media + EPM. As letras indicam a diferenca entre os grupos. A auséncia de
letras indica que ndo ha diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos
indicam diferenca em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA
TwoWay, SNK, P<0O,05)....cciiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeee ettt ee e e e e e e e e e eeeees

Figura 37. Alteracdo de TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solucdo
controle (Controle —0), com 10®M de Adrenalina (Adren 10®M —)) e com 10°
M de Adrenalina (Adren 10° M —A). Os valores sdo media + EPM. As letras
indicam a diferenga entre os grupos. A auséncia de letras indica que nédo ha
diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relacéo
ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05)......cccccceeumrnnnns

Figura 38. Alteracdo de THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solucao
controle (Controle —0), com 10®M de Adrenalina (Adren 10®M —)) e com 10°
M de Adrenalina (Adren 10° M —A). Os valores sdo media + EPM. As letras
indicam a diferenca entre os grupos. A auséncia de letras indica que néo ha
diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relacéo
ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).......cccccecurrnnnns

Figura 39. Alteracdo de Taxa de Contracdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
solugéo controle (Controle —0), com 10®M de Adrenalina (Adren 108M —[) e
com 10°M de Adrenalina (Adren 10°M —A). Os valores s&do media + EPM. As
letras indicam a diferenca entre os grupos. A auséncia de letras indica que
nao ha diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em
relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05)...........

Figura 40. Alteracdo de Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus
em solugao controle (Controle —0), com 10°M de Adrenalina (Adren 10°M —)
e com 10°M de Adrenalina (Adren 10°M —A). Os valores sdo media + EPM.
As letras indicam a diferenca entre os grupos. A auséncia de letras indica que
nao ha diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em
relac&o ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05)...........

Figura 41. Forca de Contragéo (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C. durissus
expostas a preparagdo controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza
escuro) apos pausa de 5 minutos na estimulacdo. A linha pontilhada
representa os valores de forca de contracdo das tiras em solucdo controle
antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor
pos-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras
indicam a diferenca entre os valores pds-pausa nas diferentes solucdes
fisiolégicas (ANOVA TwoWay, SNK, P<0,05)......cccccuririiieeeeeiiiiiiiiieieeeeesenneeeees

Figura 42. TPT (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a
preparacdo controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza escuro) apos
pausa de 5 minutos na estimulacdo. A linha pontilhada representa os valores
de forca de contracdo das tiras em solugcdo controle antes da pausa
estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor pos-pausa
registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras indicam a
diferenca entre os valores pos-pausa nas diferentes solugfes fisioldgicas
(ANOVA TwoWay, SNK, pP<0,05).....cccciiiiiiiiiiii e,

Figura 43. THR (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a
preparacdo controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza escuro) apos
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pausa de 5 minutos na estimulacdo. A linha pontilhada representa os valores
de forca de contracdo das tiras em solucdo controle antes da pausa
estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor pos-pausa
registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras indicam a
diferenca entre os valores poOs-pausa nas diferentes solugfes fisioldgicas
(ANOVA TwoWay, SNK, P<0O,05).....cccuiiiiiiieeeeeaiiiiiiiree e e e e essiieieeeeeee e s e s snnnneneeeeens

Figura 44. Taxa de Contracdo (% de alteracéo) de tiras ventriculares de C. durissus

expostas a preparagdo controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza
escuro) apos pausa de 5 minutos na estimulacdo. A linha pontilhada
representa os valores de forca de contracdo das tiras em solucdo controle
antes da pausa estimulatoria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor
poés-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras
indicam a diferenca entre os valores pds-pausa nas diferentes solucdes
fisiologicas (ANOVA TwoWay, SNK, P<0,05)......cccceviiiiiiiiiiiiiiieiieerieerieeeeeeeeeeeee

Figura 45. Taxa de Relaxamento (% de alterag&o) de tiras ventriculares de C. durissus

expostas a preparagdo controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza
escuro) apos pausa de 5 minutos na estimulacdo. A linha pontilhada
representa os valores de forca de contracdo das tiras em solucdo controle
antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor
poés-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras
indicam a diferenca entre os valores pdés-pausa nas diferentes solucdes
fisiologicas (ANOVA TwoWay, SNK, P<0,05).......cccurrerrrrrrrrrierireeereeererereeseeerennne.
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CAPITULO II

Figura 1. Raio-X mostrando a redugéo do tamanho do coragdo durante um regime de
subnutricdo extrema em humanos. A figura A mostra o tamanho do coragéo
de uma pessoa saudavel; B mostra o tamanho do coracdo apés um longo
periodo em regime de subnutricdo severa e C mostra a recuperagéo do 6rgéo
apo6s um periodo de alimentagcdo sem restricdo (Keys et al, 1950)....................

Figura 02. Massa ventricular em relacdo massa total em trés grupos de cascaveis, C.
durissus (n = 8 em cada grupo): Jejum (Cinza Claro), Pés-absortivo (Preto),
Digestdo (Cinza Escuro). Os dados sdo media + EPM (ANOVA OneWay,
TUKEY PO,05) . it e e e e e

Figura 03. Massa coracdo em relacdo massa total em trés grupos de cascavéis, C.
durissus (n = 8 em cada grupo): Jejum (Cinza Claro), Pés-absortivo (Preto),
Digestdo (Cinza Escuro). Os dados sdo media + EPM (ANOVA OneWay,
TUKEY P<O,05). .ttt e e e

Figura 04. Forcas de contracdo (mN/mm?) registradas durante o continuo aumento na
estimulacdo de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestao
n=20, Pods-absortivo n=21) e &pice (Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28,
Pés-absortivo n=24) de cascavél, C. durissus, durante o periodo P04s-
absortivo (0), Digestdo ([1) e Jejum (A). Os valores sdo media + EPM. As
letras indicam a diferenca entre os grupos em uma mesma frequéncia de
estimulacdo. A auséncia das mesmas indica que ndo ha diferenca entre os
trés grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacédo
ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do mesmo grupo (ANOVA TwoWay, SNK,

Figura 05. Valores de TPT (ms) registradas durante o continuo aumento na
estimulacdo de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestao
n=20, Pos-absortivo n=21) e &pice (Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28,
Pés-absortivo n=24) de cascavél, C. durissus, durante o periodo P04s-
absortivo (0), Digestdo (L)) e Jejum (A). Os valores sdo media + EPM. As
letras indicam a diferenca entre os grupos em uma mesma frequéncia de
estimulacdo. A auséncia das mesmas indica que ndo ha diferenca entre os
trés grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacéo
ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do mesmo grupo (ANOVA TwoWay, SNK,
[0 1101 ) PSR

Figura 06. Valores de THR (ms) registradas durante o continuo aumento na
estimulacdo de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestao
n=20, Pos-absortivo n=21) e &pice (Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28,
Pés-absortivo n=24) de cascaveél, C. durissus, durante o periodo PG4s-
absortivo (0), Digestdo (L)) e Jejum (A). Os valores sdo media + EPM. As
letras indicam a diferenca entre os grupos em uma mesma frequéncia de
estimulacdo. A auséncia das mesmas indica que ndo ha diferenca entre os
trés grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacéo
ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do mesmo grupo (ANOVA TwoWay, SNK,

Figura 07. Valores de Taxa de Contragdo (mN/ms) registradas durante o continuo
aumento na estimulacdo de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n=
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31, Digestdo n=20, Pods-absortivo n=21) e apice (Figura B; Jejum n= 14,
Digestdo n=28, Pds-absortivo n=24) de cascavél, C. durissus, durante o
periodo Pés-absortivo (), Digestao (L)) e Jejum (A). Os valores sdo media +
EPM. As letras indicam a diferenca entre 0s grupos em uma mesma
frequéncia de estimulacdo. A auséncia das mesmas indica que ndo ha
diferenca entre os trés grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do mesmo grupo
(ANOVA TwoWay, SNK, P<O,05)......cuuuiiiiieeeeiiiiiiiiiieee e e s sniieeeeeee e e e s ennnneeeeaaeee s

Figura 08. Valores de Taxa de Relaxamento (mN/ms) registradas durante o continuo
aumento na estimulacao de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n=
31, Digestdo n=20, Pdés-absortivo n=21) e apice (Figura B; Jejum n= 14,
Digestdo n=28, Pds-absortivo n=24) de cascavél, C. durissus, durante o
periodo Pés-absortivo (), Digestao (L)) e Jejum (A). Os valores sdo media +
EPM. As letras indicam a diferenca entre 0os grupos em uma mesma
frequéncia de estimulacdo. A auséncia das mesmas indica que ndo ha
diferenca entre os trés grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do mesmo grupo
(ANOVA TwoWay, SNK, P<0O,05)......cuuuiiiiieeeaiiiiiiiiieee e e e s eeiieee e ee e e e s ssnnneneeaaeee s

Figura 09. Relacdo forca-frequéncia (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucdo controle (Controle — linha inteira) e com rianodina
(Rianodina — linha pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados
ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestdo (U - Figura B) e
Pdés-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparagao
dos 3 grupos em solugéo controle (Figura D) e a comparagéo apoés o efeito
da droga (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca
entre a for¢a de contracdo registrada na solucdo controle e ap6s o blogueio
do RS pela exposicdo a rianodina em cada grupo alimentar. Os simbolos
abertos indicam a diferenca significativa de forgca em relacdo ao valor inicial
no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacado testados antes e apds a
exposicao a rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).......cccccceveeeiiiinriennnnnnn.

Figura 10. Valores de TPT (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucéo controle (Controle — linha inteira) e com rianodina (Rianodina — linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos
experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestédo (U - Figura B) e Pds-absortivo
(0 - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparagédo dos 3 grupos
em solugdo controle (Figura D) e a comparagdo apos o efeito da droga
(Figura E). Os valores sao media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a
forca de contragéo registrada na solu¢do controle e ap6s o bloqueio do RS
pela exposicdo a rianodina em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos
indicam a diferenca significativa de forca em relagdo ao valor inicial no
mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo
de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e apds a
exposicdo a rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).......ccccccevvvvvviviiivineennnnn.

Figura 11. Valores de THR (% de alteracéo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucéo controle (Controle — linha inteira) e com rianodina (Rianodina — linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos



experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestédo (U - Figura B) e Pds-absortivo
(¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparacao dos 3 grupos
em solucdo controle (Figura D) e a comparacdo apos o efeito da droga
(Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a
forca de contracdo registrada na solucao controle e apos o bloqueio do RS
pela exposicdo a rianodina em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos
indicam a diferenca significativa de forca em relacdo ao valor inicial no
mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo
de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e ap0s a gy
exposicao a rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05)........ccccovcireeeriirreennnnn

Figura 12. Valores de Taxa de Contragéo (% de alterag&o) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucdo controle (Controle — linha inteira) e com rianodina
(Rianodina — linha pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados
ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestdo (U - Figura B) e
Pdés-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparagao
dos 3 grupos em solugéo controle (Figura D) e a comparagéo apoés o efeito
da droga (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca
entre a for¢a de contracdo registrada na solucdo controle e ap6s o blogueio
do RS pela exposicdo a rianodina em cada grupo alimentar. Os simbolos
abertos indicam a diferenca significativa de forgca em relacdo ao valor inicial
no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e apds a
exposicao a rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).......ccccccveeeiiiinrrennnnnnn. 95

Figura 13. Valores de Taxa de Relaxamento (% de alterag&o) de tiras ventriculares de
C. durissus em solugédo controle (Controle — linha inteira) e com rianodina
(Rianodina — linha pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados
ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestdo (U - Figura B) e
Pdés-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparagao
dos 3 grupos em solugdo controle (Figura D) e a comparagéo apoés o efeito
da droga (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca
entre a for¢ca de contracdo registrada na solugcédo controle e apds o bloqueio
do RS pela exposicdo a rianodina em cada grupo alimentar. Os simbolos
abertos indicam a diferenca significativa de forgca em relacdo ao valor inicial
no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracao de forga entre os 3 regimes de alimentacao testados antes e apos a
exposicao a rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05)........cccccevereiiiinrnenennnnn. 96

Figura 14. Relacdo forca-frequéncia (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucao controle (Controle — linha inteira) e com LICl (Litio — linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos
experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestéo (T - Figura B) e Pds-absortivo
(¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparagédo dos 3 grupos
em solugdo controle (Figura D) e a comparagdo apos o efeito da droga
(Figura E). Os valores sao media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a
forca de contracédo registrada na solucédo controle e ap6s o bloqueio do NCX
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca
significativa de forca em relagdo ao valor inicial no mesmo grupo e solucgéo.
As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3
regimes de alimentagdo testados antes e apds a exposi¢cdo a rianodina.



(ANOVA TwoWay, SNK, P<0,05)......cccciiiiiiiiiiiiiieee e, 100

Figura 15. Valores de TPT (% de alteragéo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucéo controle (Controle — linha inteira) e com LIiCl (Litio — linha pontilhada),
nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos:
Jejum (A - Figura A), Digestao (] - Figura B) e Pos-absortivo (¢ - Figura C).
Também estdo ilustrados acima a comparagdo dos 3 grupos em solucao
controle (Figura D) e a comparagéo apos o efeito da droga (Figura E). Os
valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a forca de
contragdo registrada na solucdo controle e ap6s o bloqueio do NCX em cada
grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de
forca em relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solugdo. As letras indicam
a diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3 regimes de
alimentacdo testados antes e apds a exposi¢cao ao litio (ANOVA TwoWay,
SNK, PO,05). 1ttt 101

Figura 16. Valores de THR (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucéo controle (Controle — linha inteira) e com LICl (Litio — linha pontilhada),
nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos
Jejum (A - Figura A), Digestao (] - Figura B) e Pos-absortivo (¢ - Figura C).
Também estdo ilustrados acima a comparacdo dos 3 grupos em solugéo
controle (Figura D) e a comparacao apos o efeito da droga (Figura E). Os
valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a forca de
contragdo registrada na solucdo controle e ap6s o bloqueio do NCX em cada
grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de
forca em relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam
a diferenga encontrada na geracdo de forca entre os 3 regimes de
alimentacdo testados antes e ap0s a exposi¢cao ao litio (ANOVA TwoWay,
SNK, PKO,05) .ttt ettt a e 102

Figura 17. Valores de Taxa de Contracdo (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucgéo controle (Controle — linha inteira) e com LiCl (Litio — linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos
experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestéo (T - Figura B) e Pds-absortivo
(¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparacao dos 3 grupos
em solucdo controle (Figura D) e a comparacdo apos o efeito da droga
(Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a
forca de contracdo registrada na solug¢édo controle e apés o blogueio do NCX
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca
significativa de forca em relagéo ao valor inicial no mesmo grupo e solucgéo.
As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3
regimes de alimentacdo testados antes e apds exposicdo ao litio (ANOVA
TwoWay, SNK, P<0,05)....cciiiiiiiiiiiiiiieiiieeiieeeieeeeee e e eeeeeeeeaeaeaeseeaeseaeassesssesseesaeeeaees 103

Figura 18. Valores de Taxa de Relaxamento (% de alteracdo) de tiras ventriculares de
C. durissus em solucdo controle (Controle — linha inteira) e com LiCl (Litio —
linha pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos
experimentos Jejum (A - Figura A), Digestdo (U - Figura B) e P6s-absortivo
(¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparacao dos 3 grupos
em solucdo controle (Figura D) e a comparacdo apos o efeito da droga
(Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a



forca de contracédo registrada na solugcdo controle e ap6s o bloqueio do NCX
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca
significativa de forca em relagdo ao valor inicial no mesmo grupo e solucgéo.
As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3
regimes de alimentacéo testados antes e apds a exposicdo ao litio (ANOVA
TWoWay, SNK, P<O,05)......uuiiiiiiiieeieiiiieii e e e s et ee e e e e e s s s eeee e e e s e s nnnnnseeeees

Figura 19. Alteracdo na forca de contragao (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracao de calcio e diferentes regimes de alimentagdo: Jejum
(A), Digestédo () e Pos-absortivo (0). Os valores sdo media + EPM. Os
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CONSIDERAGOES GERAIS

Espécie de estudo.

A palavra Crotalus deriva do latim crotalum que se refere a uma
espécie de instrumento musical de percussao, semelhante a uma castanhola
ou maraca. Este grupo é constituido por cerca de 30 espécies, encontradas
exclusivamente nas Américas e com ampla distribuicdo desde o Canada até o
norte da Argentina. O género Crotalus é representado no Brasil por uma Unica
espécie, Crotalus durissus, que foi o modelo escolhido para as analises
apresentadas neste estudo e cuja distribuicdo se estende da Argentina ao
México. No Brasil, essa espécie apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica,
habitando os cerrados do Brasil Central, as regides aridas e semi-aridas do
Nordeste, os campos e areas abertas do Sul, Sudeste e Norte. Tem preferencia
pelas areas secas e quentes, evitando a regido de florestas e litoral (Fig. 1).

Crotalus durissus

Figura 1: Cascavél sul-americana, Crotalus durissus terrificus e a éarea de
incidéncia no Brasil (CARDOSO et al., 2009)
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Apesar de ser encontrada apenas uma espécie de cascavél nesta
vasta extensao de territério, sdo encontradas 5 subespécies no pais, 3 das
quais com ampla dispersdo. A mais conhecida é a espécie do Sul, Crotalus
durissus terrificus, que se estende pelo oeste até os campos do Mato Grosso,
Rondobnia, Amazonas e Para. A forma nordestina, Crotalus durissus cascavella,
€ encontrada na caatinga e é mais robusta do que as outras subespécies
chegando a pedir mais de 1,60 m de comprimento. Em Sao Paulo, Mato
Grosso, Minas Gerais, Distrito Federal e Goias encontra-se a subespécie
Crotalus durissus collilineatus e na savana de Roraima € encontrada Crotalus
durissus ruruima cujo veneno apresenta peculiaridades farmacoldgicas e nao é
totalmente neutralizado pelos soros anticrotalicos produzidos no pais. Por fim,
a ultima subespécie € Crotalus durissus marajoensis que habita as areas
abertas da llha de Maraj6, no Para, sendo o grupo menos conhecido no pais
(VANZOLINI, 2002; CARDOSO et al., 2009).

Apesar da subdivisdo da espécie em 5 grupos, as cascaveis em
geral sdo serpentes terrestres, robustas e consideradas pouco ageis quando
comparadas aos demais membros da familia Viperidae. A caracteristica
principal da espécie é a presenca de um pequeno guizo localizado na
extremidade da cauda que é constituido de capsulas secas formadas a cada
troca de pele e que emite um som comparavel ao de um chocalho quando
agitado. Este ruido é utilizado para avisar a sua presenca e espantar 0s
animais que lhe poderiam fazer mal. A cultura popular diz que o nimero de
capsulas que compdem o guizo indica a idade deste animal. Entretanto, por ser
formado de residuos de pele que ficam retidos a cada muda do animal, o guizo
indicaria apenas o namero de trocas de pele realizado pelo animal ao longo da
vida, o que pode variar muito durante o ano. Também é valido lembrar que, por
ser uma estrutura fragil, o guizo € quebrado com frequéncia tornando inutil a
utilizacdo deste como fonte de qualquer informacédo a respeito da idade do
animal encontrado.

Normalmente, as cascavéis possuem uma coloracdo
amarronzada, de fundo castanho-claro e tonalidades variadas, fator que
contribui muito para sua camuflagem. Outra caracteristica marcante sdo as

manchas dorsais losangulares marrons marginadas de branco ou amarelo. E
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um animal de habitos crepusculares e noturnos e sua dieta consiste
basicamente de pequenos mamiferos. A captura do alimento se da através da
inoculacdo do veneno, capaz de produzir um efeito hemolitico e neurotoxico. O
aparelho inoculador de veneno, formado por presas moveis e canaliculadas, é
extremamente eficiente (VAN RIPER, 1953).

Entre a narina e o olho é possivel notar a presenca da fosseta
loreal, 6rgéo responsavel pela percepcao térmica do ambiente e muito utilizado
para a localizacdo de possiveis presas ou mesmo para a locomocdo. Apesar
de peconhenta, ndo é um animal agressivo. A maioria dos acidentes crotéalicos
registrados em humanos ocorre devido a tentativa por parte da vitima de
interacdo com o animal (normalmente o manuseio), ou por meio de uma
aproximacao acidental.

Pela sua ampla distribuicdo geografica e seus habitos de vida, a
cascavél é um interessante modelo para estudar os efeitos dos extremos
metabdlicos sobre o funcionamento de érgéos e sistemas. Por serem animais
tipicos de regides secas, as cascaveis enfrentam como desafios naturais a
variagdo de temperatura e a disponibilidade de alimento. Em animais
ectotérmicos, o metabolismo padrédo esta diretamente ligado a temperatura do
meio, visto que estes ndo possuem a capacidade de manter constante a
temperatura corporea. Somado a isso, existe a baixa disponibilidade de
alimento na época de estiagem. A alimentacdo de cascavéis € 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 a alta temperatura, em média 30°C, que
impossibilita a reducéo da taxa metabdlica como forma de economizar energia,
tornam a cascavél uma espécie interessante para estudo do jejum prolongado.
Aparentemente, estes animais sao bem adaptados a essa condi¢ao visto que
tém uma lenta reducdo da massa corpérea e mesmo apoés um longo periodo
em privacdo de alimento, ainda possuem a capacidade de realizar atividade e
de ingerir/digerir novamente.

Somada a essa caracteristica, as cascaveis possuem a
capacidade de ingestdo de grandes presas. Estudos com individuos selvagens
mostraram a ingestdo de presas de até 70% da sua massa corpérea (CLEO

LEITE, dados nédo publicados). Em laboratérios, é frequente a alimentacdo com



Introducdo Geral |4

presas equivalentes a 30% da massa corpérea e o periodo de digestdo é
variavel de acordo com o tamanho da presa, mas dura em média 15 dias
(ANDRADE, 1997). Durante este periodo, a taxa metabdlica destes animais
aumenta cerca de 5 vezes o metabolismo padrdo. Em contraste com essa
condicao, as cascavéis também apresentam a notédvel caracteristica de passar
longos periodos em jejum. Durante a época de estiagem de chuva no cerrado e
caatinga € comum que roedores e aves migrem para outros ambientes,
dificultando a obtencdo de alimento. Dessa forma, animais como a cascaveél
devem apresentar ajustes fisiolégicos que a permitam sobreviver a esta
condicao até que o alimento esteja novamente disponivel.

Para resistir a extremos metabodlicos como estes, o coracdo deve
permanecer integro na sua capacidade contratil e ser capaz de se ajustar a
nova demanda metabdlica. Em funcéo disso, este trabalho buscou descrever e
avaliar as alteracdes na funcédo contratil de cascaveél sul-americana, Crotalus

durissus terrificus, durante os extremos metabdlicos.
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1. INTRODUGAO

Estrutura e fungao contratil da fibra cardiaca.

A classe dos répteis é constituida por vertebrados tetrapodas e
ectotérmicos que evoluiram dos anfibios ha 320 milhées de anos e foram os
primeiros animais a habitar os ambientes secos. Hoje, a classe é representada
por animais divididos em 4 ordens diferentes: Chelonia (tartarugas, cagados e
jabotis), Squamata (anfisbénios, cobras e lagartos), Rhynchocephalia (tuatara)
e a Ordem Crocodilia (crocodilos e jacarés). Apesar de amplo e diversificado,
trata-se de um dos grupos menos estudados em diversos aspectos, dentre
estes a funcdo contratil do miocérdio.

O débito cardiaco, produto direto da frequéncia e da forca de
contracdo, deve ser regulado a fim de que haja um fluxo sanguineo apropriado
para a execucdo do trabalho de todos os tecidos nas mais variaveis condi¢cdes
impostas pelo ambiente (TIBBITS et al., 1992), principalmente em animais
ectotérmicos, em que o equilibrio homeostético sofre influéncia direta das
oscilagbes ambientais. Segundo DRIEDZIC & GESSER (1994), o coragao dos
animais ectotérmicos enfrentam mudancas muito maiores do que as
enfrentadas pelos animais endotérmicos, no que diz respeito ao conteudo
extracelular de gases, no equilibrio acido-base e na temperatura. E pode-se
dizer que isto se deve as flutuacdes impostas pelo ambiente, habito e a
organizacao do sistema cardiovascular destes animais.

O conjunto de processos que ocorrem desde a despolarizagcédo da
membrana do mibcito até o manejo idnico, que culmina na interacdo entre
actina e miosina durante a contragdo e no seu desacoplamento para o
relaxamento, € denominado acoplamento excitacao-contracao (acoplamento E-
C). A compreensao dos mecanismos envolvidos no acoplamento E-C serve de
base para o entendimento da estratégia utilizada para manter um débito
cardiaco apropriado em cada uma das espécies (BERS, 1991).

O potencial de acao (PA) inicia-se com qualquer alteracao elétrica
na membrana celular que supere um limiar de ativacdo. Depois de gerado, este
estimulo, auto renovavel, se propaga por toda membrana celular do miécito, e

7

através das juncdes comunicantes (juncbes GAP) é transmitido para o0s
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miocitos adjacentes. Este PA percorre entdo a membrana de todos os miécitos
cardiacos e ativa os canais de Na" e Ca?* dependentes de voltagem por meio
de uma alteracdo na sua conformacéo em funcéao do potencial elétrico (BERS,
2000).

Os canais de Na® dependentes de voltagem podem ser
encontrados em 3 estados diferentes de acordo com o potencial: em repouso,
quando a face citosolica permanece fechada (-90 mV); ativado, quando face
citosolica e extracelular sdo abertas durante a despolarizacdo (entre -90 mV e
+35 mV) e inativado, quando a face extracelular se fecha para a repolarizacéo
da membrana (+35 mV a -90 mV) (GUYTON &HALL, 2006). Por outro lado, o
Ca?* que promove a interacdo actino-miosinica, chamado de Ca®" ativador,
pode apresentar duas origens:

a) Meio extracelular: entra através da sarcolema, por meio dos canais
dependentes de voltagem do tipo L (canais lentos) e do trocador Na‘/Ca*
(NCX) em modo reverso;

b) Reservas internas: principalmente o reticulo sarcoplasmatico (RS).

Uma pequena quantidade de Ca*" utilizado na contracéo celular
pode ser originada da mitocondria. Neste caso, o Ca?* entra na organela por
meio de um transportador uniporter de Ca®" e sai da organela para auxiliar na
contracao por meio de um NCX mais lento do que o encontrado na sarcolema
(BERS, 2008).

A contragdo do musculo cardiaco gera a forca isométrica e o
rapido encurtamento dos miofilamentos responsavel pela ejecdo de sangue. A
geracdo de forca pode ser alterada pela quantidade e duracdo do pulso de
Ca®" que interage com as proteinas contrateis no citosol, e 0 aumento ou
reducdo da permeabilidade desse ion na membrana plasmatica da célula
cardiaca (BERS, 2002). O tempo de permanéncia do Ca®* no citosol também
pode sofrer influéncia da cinética deste ion e as rotas que ele pode adotar
durante o ciclo de contracao e relaxamento (BERS, 2002). Dessa forma, a
quantidade de Ca®" e o tempo que este fon permanece disponivel para a
interacdo actino-miosinica possuem papel fundamental em qualquer alteracéo
na frequéncia cardiaca, ou mesmo, na for¢a de contracdo (YUE, 1987).

A abertura dos canais lentos de Ca** é de grande importancia
para a contracdo do midcito cardiaco visto que estes ndo se fecham téo
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rapidamente quanto os canais de Na’, prolongando o potencial de membrana
positivo pelo influxo de Ca" e efluxo de K™ da célula, causando o caracteristico
platd no PA da célula cardiaca (BERS, 2002). O NCX é outro componente
fundamental para o acoplamento E-C, pois ele trabalha como uma bomba de
fons com sistema contra-transporte reversivel que bombeia 3 fons Na* pra
dentro e 1 fon Ca*". A direcdo e amplitude do transporte por meio do NCX
dependem do potencial de acdo e das concentracdes de fons Na* e Ca®" intra
e extracelular (BERS, 2000). A origem do Ca*" ativador da contracdo resulta
em importantes diferencas na producao de forga, visto que pode influenciar a
quantidade de Ca®* livre que é liberada no citosol a cada ciclo cardiaco, além
de influenciar o tempo em que o Ca®* permanece livre no citosol, promovendo
a interacao actino-miosinica (BERS,1991).

O reticulo sarcoplasmatico (RS) é um compartimento intracelular
separado da sarcolema e com a funcédo de armazenar e liberar fons Ca?* para
a contracdo do midcito, sendo que seu volume pode variar de acordo com a
espécie ou tipo celular (BERS, 2000; DI MAIO & BLOCK, 2008). O estoque de
Ca?" no interior do RS se d& por meio do bombeamento do ion pela enzima
Ca?*ATPase presente na membrana do RS (SERCA -
Sarcoplasmatic/Endoplasmatic Reticulum Ca?*-ATPase). FABIATO (1983)
prop6s que, em mamiferos, o influxo transarcolemal de calcio, através do NCX
e de canais tipo L, dispara a liberagdo de uma quantidade ainda maior deste
ion do RS através de canais de célcio denominados canais de rianodina
(BERS, 1991). Este processo é denominado liberacdo de calcio céalcio-induzida
(ou calcium-induced calcium release - CICR).

Apesar do influxo de calcio através dos canais L da sarcolema ser
variavel nas diferentes espécies de mamiferos, a maioria dos estudos indica
que este é insuficiente para suportar a contracdo (BERS, 1991; CHAPMAN,
1983). Dessa forma, o calcio liberado pelo RS é considerado principal
responsavel pela contracdo no coragdo de todos os mamiferos estudados
(WIER, 1990).

Os principais mecanismos de remocdo de Ca?* sdo o NCX
presente na sarcolema, trabalhando em seu modo normal, e a SERCA. Essas
duas estruturas dividem a tarefa de retirada de célcio de forma que ao final de
cada contracdo muscular, a quantidade de Ca®** bombeada para o meio
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extracelular via NCX deve ser semelhante aquela armazenada pela Ca*'-
ATPase para o interior do RS (BERS, 2008).

No entanto, essa situacdo parece ser muito diferente da
encontrada no coragcdo dos vertebrados basais. Em funcdo da grande
variedade estrutural que estes animais apresentam, o sistema cardiovascular &
caracterizado por uma imensa plasticidade funcional. A histologia miocardica
deste grupo apresenta uma grande variacao entre a constituicdo e distribuicéo
das diferentes camadas (esponjosa e compacta) e da circulagdo coronariana
(TOTA et al., 1983; DRIEDZIC, 1992; TOTA & GATUSO, 1996). Esta variacao
também € encontrada na ultraestrutura do miécito em relacdo ao
desenvolvimento do RS, presenca ou auséncia de tubulos T e tamanho do
midcito (TIBBITS et al., 1992; VORNANEN et al., 2002).

A importancia relativa do Ca?* do RS na ativacdo da contracdo
muscular varia consideravelmente entre diferentes espécies, nos diferentes
estagios de desenvolvimento, em diferentes frequéncias de estimulacdo e
temperaturas (FABIATO, 1982; BERS, 1991). Tais diferencas fisioldgicas
podem ter como base, distinges anatbmicas e estruturais dos midcitos. A
densidade do RS (geralmente mais esparso em ras e em peixes quando
comparados aos encontrados em mamiferos), a presenca de tubulos
transversos (ausente em peixes e algumas espécies de anfibios e répteis ja
estudadas), variacbes no didmetro dos miocitos (didmetro reduzido dos
miocitos dos peixes) e a distribuicdo das miofibrilas no citosol sdo base de
importantes diferencas fisioldgicas, principalmente em relacdo a origem do
calcio a ser utilizado pelo aparato contratil (TIBBITS et al., 1991).

TIBBITS et al. (1991) sugeriram que no miocardio de anfibios, o
calcio liberado pelo RS nado € significativo para a contracdo. Além disso, a
ocorréncia de CICR no ventriculo destes animais foi contestada (apud
FABIATO, 1983). Essas informacdes sao reforcadas pelo fato da contracao
ventricular em anfibios ser relativamente insensivel a rianodina (um alcalbide
de origem vegetal que mantém os canais de calcio do RS parcialmente
abertos, prevenindo o actimulo de Ca* em seu interior) mesmo em
concentracfes que comprovadamente neutralizam a atividade deste canal,
guando o0s experimentos sdo conduzidos utilizando-se frequéncias

estimulatérias e temperaturas dentro da faixa fisiolégica (BERS,1985).
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A maioria dos peixes ja estudados exibe grandes modificagbes no
acoplamento E-C, sendo que a maior parte do Ca** ativador é proveniente do
meio extracelular, através de correntes de Ca®" pelos canais do tipo L e pelo
NCX. Na maior parte destes animais, o RS ndo fornece uma quantidade
significativa de Ca** para os processos contrateis sendo considerado, por este
motivo, ndo funcional e sem importancia para o acoplamento E-C (VORNANEN
et al, 2002). O processo de relaxamento nos midcitos destes peixes € atribuido
a saida do Ca** citosélico principalmente por acdo da Ca?*-ATPase sarcolemal
e pelo NCX. Esta dinAmica de extrusdo do fon Ca®" implica em algumas
mudancas importantes no processo de acoplamento E-C para os peixes em
relacdo aos mamiferos (VORNANEN et al., 2002).

Apesar da grande variedade encontrada dentro da classe Reptilia,
a maioria dos estudos relevantes foi conduzida com tartarugas dos géneros
Chrysemys e Pseudemys. A capacidade das mesmas de permanecer por
prolongados periodos em andxia e acidose foi amplamente estudada (GESSER
& POUPA, 1983; FARREL et al., 1994; BAILEY & DRIEDZIC, 1996, 1997; SHI
& JACKSON, 1997; HICKS & FARREL, 2000; NIELSEN & GESSER, 2001;
KALININ & GESSER 2002), no entanto, pouca atencdo foi dada ao
acoplamento E-C e aos mecanismos que ditam a funcionalidade dos midcitos.

Alguns trabalhos se dedicaram ao estudo da ultraestrutura do
tecido miocardico de répteis. No miocardio de jibdia, Boa constrictor, LEAK
(1967) descreveu peguenas vesiculas dispersas no sarcoplasma, mas néo
encontrou um RS complexo ao redor das miofibrilas. Células miocardicas bem
desenvolvidas foram descritas em iguanas do género Anolis sp (FORBES &
SPERELAKIS, 1971). OKITA (1971) encontrou estruturas curtas semelhantes a
tibulos T e RS bem desenvolvido em tartarugas do género Amyda. LEESON
(1981) estudou a ultraestrutura do miocardio de algumas serpentes e verificou
a auséncia de tubulos T, RS pobremente desenvolvido e, aparentemente, até
mesmo ausente em algumas células. Tais achados sugerem que esta organela
nao seja funcional nestes animais.

GALLI et al. (2006), estudaram a funcdo cardiaca da tartaruga
americana, Trachemys scripta; da serpente piton, Python regius, do lagarto
teit, Tupinambis merianae, e do lagarto varanideo, Varanus exanthematicus.

Os autores verificaram que estes répteis recrutam o Ca®’" do RS para o
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desenvolvimento de forca de forma tecido-especifica e frequéncia-especifica.
De uma forma geral, os efeitos da rianodina foram mais pronunciados no tecido
atrial que no ventricular. No musculo ventricular, os autores verificaram efeitos
significativos da rianodina apenas em pitons e lagartos varanideos, nos quais a
forca contratil foi significativamente reduzida em frequéncias fisiologicamente
relevantes para essas especies.

Enquanto o RS das tartarugas e serpentes ja estudadas
apresenta-se na forma de elementos vesiculares, o lagarto Anolis sp apresenta
RS formado por uma rede de tubulos bem desenvolvidos e interconectados
(LESSON,1981; BOSSEN & SOMMER, 1984), muito similares aqueles
encontrados para galinaceos e mamiferos, ndo sendo, contudo, tdo extensos.
No entanto, LEAK (1967) observou que iguanas, da mesma familia que o
Anolis (Iguanidae), ndo apresenta tal sistema reticular.

A diversidade morfofisiolégica da célula cardiaca apresentada
entre as classes de vertebrados, bem como as variacées encontradas dentro
de uma mesma classe, mostram quédo diversos podem ter sido os caminhos
evolutivos percorridos durante a formacdo de aparatos cardiacos que
apresentam tais particularidades espécie-especificas (HICKMAN et al., 2001).
Apesar de todo o conhecimento acerca do acoplamento E-C, restam ainda
grandes lacunas no conhecimento da fisiologia dos miécitos cardiacos dos
vertebrados. Desta forma, o estudo da fisiologia de grupos ainda pouco

explorados como os répteis é de fundamental importancia neste contexto.
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2. OBJETIVOS

Visto que pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos no
acoplamento excitagdo-contracdo de répteis, o presente trabalho buscou
caracterizar a contratilidade miocéardica in vitro da Cascavel Sul-americana,
Crotalus durissus terrificus.

Para tanto, tiras ventriculares de exemplares de cascavéis em
situacdo controle (30 dias ap6s a alimentagdo) foram utilizadas para a
avaliacao dos seguintes parametros:

1. Verificacdo da ocorréncia ou nao de deterioracdo da forca de contracao
isométrica no tempo experimental determinado (40 min);

2. Analise dos possiveis efeitos do aumento da taxa de estimulacéo sobre
a forca de contracdo desenvolvida pelas tiras ventriculares e a relacdo desses
resultados com o acoplamento excitagdo-contracao;

3. Determinacdo indireta da importancia do reticulo sarcoplasmatico como
fornecedor de calcio ao aparato contratil, através da comparacao da forca de
contracdo obtida na presenca ou auséncia de rianodina ou tapsigargina
(bloqueadores dos canais de calcio e da Ca?-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico, respectivamente);

4. Determinacdo da capacidade de estoque intracelular de Ca** durante
pausas diastolicas prolongadas (5 min), por meio da medida do
desenvolvimento de for¢a da primeira contracéo apds o repouso;

5. Determinacdo da capacidade maxima de desenvolvimento de forca
pelo musculo cardiaco por meio da adi¢do de adrenalina;

6. Verificacdo da importancia do trocador Na*/Ca®* (NCX) no manejo de
calcio da espécie.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Preparagdes experimentais.

Os exemplares de cascavel, Crotalus durissus terrificus (n = 8,
650,83 + 71,96 g) foram cedidos pelo Jacarezario do Departamento de
Zoologia da UNESP, campus de Rio Claro, SP e transportados, cerca de 7 dias
antes da realizacdo dos experimentos, até o Laboratério de Zoofisiologia e
Bioquimica Comparativa da UFSCar. Neste local, os animais foram mantidos
em condicbes similares as de origem, compartimentos individualizados,
temperatura média de 30 + 2°C e fotoperiodo natural, além de constante
disponibilidade de agua. A alimentacdo consistiu de ratos da linhagem Wistar
com peso equivalente a 30% da massa da serpente. A Ultima alimentacao de
cada animal utilizado ocorreu cerca de 30 dias antes da experimentacéo.

As preparacdes experimentais foram efetuadas de acordo com os
procedimentos adotados por Kalinin & Gesser (2002) e Thomaz et al. (2009),
descritos a seguir. Os animais foram pesados e, em seguida, sacrificados por
decapitacdo. O coracao foi retirado, pesado e colocado em solucéo fisiol6gica
gelada, propria para répteis, com a seguinte composicao: 115 mM NaCl, 2.5
mM KCI, 1 mM MgSQOy,, 25 mM NaHCOgz, 1 mM NaH;PO4, 2 mM CaCl, e 5 mM
glicose. A solucao foi prévia e continuamente borbulhada com uma mistura
carbogénica contendo 98% O, e 2 % CO..

Em todos os protocolos experimentais, foram utilizadas tiras
ventriculares (diametro de 1 a 2 mm) obtidas do coracdo de um unico animal.
Em seguida, cada tira foi colocada individualmente em cubetas contendo 30 mL
de solucdo fisioldégica termostatizada a 30°C, dotada de borbulhamento
constante com a mistura carbogénica descrita acima. Uma extremidade da tira
foi fixada a um pequeno gancho presente na parte terminal de um eletrodo de
estimulacdo de platina e a outra conectada a um transdutor de forga isométrica
LETICA (LETICA Scientific Instruments, Barcelona, Espanha), ligado a um
amplificador (AECAD 04; Solucdo Integrada Ltda., SP) e a um sistema
informatizado (AQCAD 1.5.5 e ANCAD; Solucao Integrada Ltda., SP), para

obtencao do tracado da contrac@o isométrica para posterior analise.
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Os eletrodos de estimulagcdo foram acoplados a estimuladores
AVS 100D (Solucdo Integrada Ltda., Sdo Paulo, SP) que geram pulsos
elétricos quadrados de 8ms de duracéo e voltagem suficiente para que o limiar
de resposta mecanica seja atingido. Esses estimuladores possuem as mesmas
especificacdes eletronicas dos Grass SD9 (Quincy, Mass. USA). A Figura 3
mostra o set experimental utilizado para a obtencao dos resultados.

As tiras ventriculares foram estimuladas eletricamente na
frequéncia de 0,2Hz, sendo que, durante a estabilizacdo (~ 90min), as tiras
sofreram  estiramento para a obtencdo de  melhor relagéo
comprimento/desenvolvimento de for¢a (detalhes em RIVAROLI et al., 2006;
ROCHA et al.,, 2006, 2007). ApoOs estabilizacdo, os diferentes protocolos
experimentais foram iniciados, para as medidas da for¢ca de contracdo (Fc) e
dos pardmetros tempo-dependentes (tempos para o pico maximo de forca -
TPT e para 50% do relaxamento - THR) e velocidade (taxa de contragéo e taxa
de relaxamento) (Fig. 1). Todos os protocolos foram desenvolvidos a

temperatura constante de 30°C

Forca de Contragdo

Forca
F————————————q

Figura 1. Esquema ilustrativo dos parametros contrateis avaliados em cada protocolo.
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Figura 2. Set experimental utilizado para a obtencdo dos registros da contracdo isométrica das
tiras ventriculares de cascavéis: A. cilindro de mistura carbogénica; B. banho termostatizado;
C. amplificador de forca; D. estimuladores elétricos; E. banho com quatro cubetas; F. sistema
informatizado com placa de aquisicao e tratamento dos dados.

3.2. Protocolos experimentais.

3.2.1. Efeito do tempo experimental.

Apés a estabilizacdo as tiras ventriculares foram mantidas a 0,2
Hz (12 bpm), por um periodo de 40 minutos onde a for¢a de contracao (Fc) foi
registrada ininterruptamente para certificacdo de que no tempo experimental
nao haveria nenhuma deterioracdo da mesma ou qualquer alteracdes na

dinamica contratil do miocardio.

3.2.2. Tensao pds-pausa

Para verificar a capacidade de armazenamento intracelular de
célcio durante um periodo de repouso, as tiras foram submetidas a uma pausa
de 5 minutos na estimulacdo. Apds este periodo, as tiras foram novamente
estimuladas e a primeira contracdo foi registrada para verificar a presenca ou

auséncia de potenciacdo ou decaimento na Fc.

3.2.3. Aumento da frequéncia de estimulagao.
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Este protocolo foi realizado com o objetivo de determinar a
capacidade do miocardio do animal em manter o acoplamento E-C frente a
incrementos da frequéncia cardiaca a diferentes temperaturas.

Apés a estabilizagdo das tiras ventriculares a 0,2 Hz, foram
efetuados os registros do desenvolvimento de forca isométrica (Fc) e dos
parametros tempo-dependentes (TPT e THR) por 5 minutos. Ao final desse
tempo, as taxas de estimulacdo foram progressivamente aumentadas até que
0S registros se tornassem irregulares. Foi considerada maxima a frequéncia de
estimulacdo na qual pelo menos 80% das tiras foram capazes de se contrair

regularmente.
3.2.4. Papel do calcio extracelular.

Buscando verificar a dependéncia da contratilidade em relacéo ao
calcio extracelular, apos a estabilizagcdo, as tiras ventriculares foram
submetidas a um aumento na oferta de Ca®" presente na solucéo fisioldgica.
Foi realizado um registro da Fc e dos parametros tempo-dependentes (TPT e
THR) em solucéo fisiologica controle contendo 2 mM de célcio. A partir de
entdo, a cada 15 minutos, acrescentou-se 2 mM de calcio em cada cubeta para
que as concentracoes de 4, 6, 8 e 10 mM de célcio fossem atingidas. Em cada
concentracdo, os registros de forca foram efetuados como descrito

anteriormente.
3.2.5. Papel do trocador Na*/Ca%* (NCX).

Para verificar-se a importancia do trocador Na*/Ca** (NCX) na
contratilidade miocardica, o NaCl contido na solugcédo fisiologica comum foi
substituido por LIiCl. As tiras ventriculares foram mantidas em solucdo controle
e, apos o término da estabilizag&o, a solugdo presente nas cubetas foi trocada
pela solugédo contendo Li*. Foi aguardado cerca de 10 minutos antes do inicio
dos registros para garantir a difusdo do ion e assegurar o bloqueio do NCX.
Este tempo foi suficiente para que a forca de contracdo se estabilizasse
novamente. Apos a troca de solucdo, foi registrada a primeira contracdo apos

uma pausa de 5min na estimulacdo das tiras e em seguida, a contracao foi
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avaliada em frequéncias de estimulagéo crescentes, de 0,2 em 0,2 Hz, até que
0s registros de forca se tornassem irregulares.

3.2.6. Efeito da adrenalina.

A adrenalina foi utilizada para verificar a capacidade maxima de
desenvolvimento de for¢ca pelo musculo cardiaco. Para esta investigacao foram
utilizadas concentracdes crescentes de adrenalina (Sigma®) adicionadas a
solucéo fisiologica de cada cubeta visando atingir as concentragcdes finais de
10®M, 107 M, 10° M, 10> M e 10 M. Tais incrementos na concentracdo de
adrenalina foram realizados no intuito de simular uma situacdo de estimulacéo
adrenérgica maxima. Apos a adicdo de adrenalina, esperou-se cerca de 3
minutos para a sua difusdo completa na solucdo e a partir de entdo foi feito o
registro de Fc, TPT e THR. Este tempo foi suficiente para estabilizagéo da forca
de contracdo no novo patamar.

O efeito da adrenalina sobre a Fc também foi investigado durante
0s incrementos na frequéncia de estimulacdo, conforme descrito no item 3.3.5.
Os parametros assim obtidos foram comparados aos dados da mesma tira
antes da adicao de adrenalina.

3.2.7. Efeito da Rianodina.

A funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico (RS) foi testada por
meio da adicdo de 10 uM de rianodina (inibidora de canais de Ca®** do RS) a
solucéo fisiologica contida em cada cubeta. Esperou-se de 10 minutos para a
sua difusdo completa na solucéo, tempo suficiente para estabilizacdo da forca
de contragdo no novo patamar. Apds esse tempo foram obtidos os parametros
contrateis apos pausa estimulatéria de 5 minutos e em frequéncias crescentes
de estimulacdo, de 0,2 em 0,2 Hz até que os registros de Fc se tornassem

irregulares.

3.3. Forma de Apresentacido e Tratamento Estatistico dos
Resultados.
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Os gréaficos iniciais mostram os dados brutos de forga de contracao

(mN.mm™), TPT (ms), THR (ms), taxa de contracdo e relaxamento (mN/ms). A

partir do teste de Rianodina, os dados estdo ilustrados em porcentagem para

melhor visualizacdo do efeito da adigdo dos farmacos sobre a funcéo cardiaca.
Os seguintes procedimentos estatisticos foram adotados para a
analise dos dados obtidos no presente estudo, utilizando-se o programa

Sigmaplot (Versao 11.0, Systat Sotware, Inc):

e Andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey-Kramer de
comparacdes multiplas, para verificar a existéncia de possiveis variacdes
entre os valores na andlise de efeito do tempo experimental e alteracbes
em funcdo da adicdo dos farmacos. As diferencas foram consideradas
significativas quando valores de p foram <0,05.

e ANOVA Two-way seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, para
verificar a existéncia de possiveis variagdes em decorréncia da exposicao
as drogas testadas. As diferencas foram consideradas significativas

quando valores de p foram <0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Efeito do tempo

O teste para averiguar o efeito do tempo na capacidade contratil
das tiras ventriculares foi realizado para assegurar que, durante todo o periodo
experimental, ndo ha reducdo da capacidade contratil. Essa é uma analise
importante para validar o método utilizado, mostrando que qualquer efeito de
aumento ou reducdo na fungdo contratil da fibra cardiaca acontece em funcao
do protocolo aplicado e ndo por uma possivel degradacéo celular em funcdo do
tempo de experimento.

Ao longo de 40 minutos, n&o foi observada qualquer deterioragao
no funcionamento da tira, como ilustrado no gréfico de forca de contracéo (Fig.
3). A média de valores de Fc se manteve em 10,23 + 1,77 mN/mm? ao longo de
todo periodo testado. Os parametros de tempo, TPT e THR, também se
mantiveram inalterados durante o periodo registrado, sendo obtida uma média
de 532,43 + 16,12 ms e 332,40 £ 13,67 ms, respectivamente (Fig. 4 e 5).

Forca de Contragdo (mN/mm?) X Tempo de Estimulag3o (min)
Grupo Pés Absortivo

o1
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Figura 3. Efeito do tempo de experimentag&o sobre a forga de contragéo de tiras ventriculares
de cascavel. Periodo de registro de 40 minutos (ANOVA OneWay, p<0,05). Os pontos séo
media = EPM.
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Figura 4. Efeito do tempo de experimentacdo sobre o TPT de tiras ventriculares de cascavel sul
americana. Periodo de registro de 40 minutos (ANOVA OneWay, p<0,05). Os pontos sao media
+ EPM.
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Figura 5. Efeito do tempo de experimentag&o sobre o THR de tiras ventriculares de cascavel
sul-americana. Periodo de registro de 40 minutos (ANOVA OneWay, p<0,05). Os pontos sao
media = EPM.
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4.2. Relagao Forca-Frequéncia: Comparacao entre Forga da Base e

do Apice ventricular.

Durante os experimentos percebeu-se uma significativa variacdo
entre os valores de forca de contracdo (mN/mm?) entre tiras de um mesmo
coracao (Fig. 6). Essa diferenca interferia diretamente na analise de efeito das
drogas testadas e blogueio de canais em funcao grande variacdo dos dados. O
aumento do nimero de amostras ndo acarretou reducdo em tal variagdo. Com
base nestes dados, levantou-se a hipétese de que diferentes regides do
ventriculo poderiam ser capazes de desenvolver forcas de contracao distintas.

Em funcdo da anatomia do coracdo dos répteis Squamata e a
dificuldade de identificagdo das camaras ventriculares, optou-se por dividir o
ventriculo em duas partes: “proxima ao apice” e “préxima a base” ventricular.
Sendo assim, constatou-se que a for¢ca de contracdo gerada pelas tiras da
base ventricular (16,42 + 2,15 mN/mm?) séo significativamente maiores do que
a gerada pelas tiras do apice (6,08 + 1,51mN/mm?) na frequéncia inicial testada
experimentalmente de 0,2 Hz ou 12 bpm. Estes valores sao semelhantes aos
registrados inicialmente pela variacdo de “maiores” (15,28 + 0,78 mN/mm?) e
“menores” (6,44 + 0,50 mN/mm?) forcas e por isso foi possivel associar estes
dados com os de apice e base ventricular. O aumento na frequéncia de
estimulacdo causou um efeito escada negativo, com uma gradual reducédo na
forca de contracdo em ambas as regides do ventriculo.

O tempo para o pico de forca (TPT) nao foi diferente nas duas
regides do ventriculo, sendo que as tiras da base atingiram o pico em 593,21 +
9,98 ms, enquanto tiras do apice o fizeram em 602,65 + 30,05 ms. O aumento
gradual na frequéncia de estimulagao resultou em uma crescente reducao no
TPT em ambos os grupos. No entanto, a for¢ca de contracdo gerada na base é
significativamente maior do que a obtida no apice, enquanto o tempo gasto
para atingir o pico € o mesmo em ambas (Fig. 7). Esta mesma situagcédo é
observada na analise do tempo para 50% do relaxamento (THR). As tiras da
base ventricular atingiram o ponto de metade do relaxamento em 340,07 +
6,91ms e aos tiras do apice em 394,05 + 6,05 ms (Fig. 8). Além de
desenvolverem menor tensdo, as tiras do apice também levam um tempo

significativamente maior do que as tiras da base para atingir o ponto de metade
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do relaxamento entre as frequéncias de 0,2 e 1,0Hz. O efeito de escada
negativo também foi registrado, com a reducdo gradual no THR durante o
aumento nas frequéncias de estimulacao.

A diferenca na capacidade de geracdo de forca somada a
semelhanca nos parametros de tempo, sugerem que a velocidade de
conclusao do ciclo de contracdo em tiras ventriculares da base e do apice séo
diferentes entre si (Fig. 9 e 10). Foi registrado que a velocidade de contracao e
relaxamento das tiras do apice € significativamente menor do que a registrada
em tiras da base. O aumento da frequéncia de estimulagio mantém a
velocidade do ciclo praticamente constante, sendo que a reducdo dos valores
s6 é significativa na frequéncia maxima de 2,0Hz nas tiras da base. Em tiras do
apice, o aumento na frequéncia de estimulacdo ndo altera a velocidade do
ciclo, sendo que ndo € observada diferenca significativa em relagdo ao valor
inicial (Fig. 9 e 10).
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Figura 6. Forcas de contrag&o registradas em tiras ventriculares de apice (n=24; Apice - [J linha
pontilhada) e base (n=21; Base - ¢ linha pontilhada) ventricular e grupos de tiras com maiores
(n=10; Maiores - ¢ linha continua) e menores (n=8; Menores - [ linha continua) forcas de
contracdo (mMN/mm?), em C. durissus durante o continuo aumento na frequéncia de
estimulacdo. Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre os grupos. Os
simbolos abertos indicam diferenca em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 7. Alteracdo de TPT (ms) registradas em tiras ventriculares de apice (n=24; Apice - [J
linha pontilhada) e base (n=21; Base - ¢ linha pontilhada) ventricular e grupos de tiras com
maiores (n=10; Maiores - ¢ linha continua) e menores (n=8; Menores - [J linha continua) forcas
de contracdo (MN/mm?), em C. durissus durante o continuo aumento na frequéncia de
estimulacdo. Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre os grupos. Os
simbolos abertos indicam diferenca em relagdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 8. Alteracdo de THR (ms) registradas em tiras ventriculares de apice (n=24; Apice - [
linha pontilhada) e base (n=21; Base - ¢ linha pontilhada) ventricular e grupos de tiras com
maiores (n=10; Maiores - ¢ linha continua) e menores (n=8; Menores - [J linha continua) forcas
de contragdo (mN/mmZ), em C. durissus durante o continuo aumento na frequéncia de
estimulacdo. Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre os grupos. Os

simbolos abertos indicam diferenca em relagdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 9. Alteracdo da Taxa de Contracao (mN/ms) registradas em tiras ventriculares de apice
(n=24; Apice - [ linha pontilhada) e base (n=21; Base - ¢ linha pontilhada) ventricular e grupos
de tiras com maiores (n=10; Maiores - ¢ linha continua) e menores (n=8; Menores - [ linha
continua) forcas de contracéo (mN/mmz), em C. durissus durante o continuo aumento na
frequéncia de estimulacdo. Os valores sdo media = EPM. As letras indicam a diferenca entre os

grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relacdo ao valor inicial em cada grupo
(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Taxa de Relaxamento (mN/ms) X Frequéncia de Estimulagao (Hz)
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Figura 10. Alteracdo da Taxa de Relaxamento (MN/ms) registradas em tiras ventriculares de
apice (n=24; Apice - [] linha pontilhada) e base (n=21; Base - ¢ linha pontilhada) ventricular e
grupos de tiras com maiores (n=10; Maiores - ¢ linha continua) e menores (n=8; Menores - [J
linha continua)forcas de contracao (mN/mmz), em C. durissus durante o continuo aumento na
frequéncia de estimulacao. Os valores sdo media = EPM. As letras indicam a diferenca entre os
grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relagdo ao valor inicial em cada grupo
(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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4.3. Participagcao do Reticulo Sarcoplasmatico no Ciclo Cardiaco:

Em funcéo da diferenca nos valores de forca registrados para tiras
do 4pice e base ventricular, os testes de bloqueio de canais, estimulacdo
adrenérgica e dependéncia do calcio extracelular foram analisados em
porcentagem e nao em valores brutos, como descritos no tépico anterior.

ApOs a exposicao das preparacdes a rianodina, observou-se uma
reducdo na forca de contracdo de cerca de 40%, mostrando que o reticulo
sarcoplasmatico tem uma importante participacdo no fornecimento de célcio
para a contracdo ventricular destes animais. Esta diminuicdo na capacidade
contratil esteve presente em todas as frequéncias testadas experimentalmente.
Com o aumento da frequéncia de estimulacdo, houve também uma reducéo na
geracdo de tensao partir da frequéncia de 1,4Hz quando comparado ao valor
inicial (Fig. 11).

Além da reducao na forca de contracdo apos o bloqueio do RS, o
TPT das tiras expostas a rianodina foi maior do que o registrado em solucéo
controle até a frequéncia de 1,0Hz. Em frequéncias maiores do que esta, 0s
valores se igualaram ao controle (Fig. 12). O THR, por sua vez, € menor apés a
exposicao a rianodina nas duas primeiras frequéncias (0,2 e 0,4Hz), igualando-
se ao controle nas demais frequéncias testadas (Fig. 13).

Além de exercer uma importante influéncia no fornecimento de
calcio para a geracao de for¢a, o RS também é responsavel pelo fornecimento
e retirada rapida de calcio da célula. Quando bloqueado, as taxas de contracéo
e relaxamento reduziram-se cerca de 40%, indicando que a velocidade da

ciclagem de célcio fica prejudicada com a exposicao a rianodina (Fig. 14 e 15).
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Figura 11. Relacdo forca-frequéncia (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle —0) e com rianodina (Rianodina —(J). Os valores sdo media + EPM. Os *
indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relacdo ao
valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 12. Valores de TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solucdo controle
(Controle —0) e com rianodina (Rianodina —). Os valores sdo media + EPM. Os * indicam a
diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenga em relagéo ao valor inicial
em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 13. Valores de THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solugcdo controle
(Controle —0) e com rianodina (Rianodina —7). Os valores sdo media + EPM. Os * indicam a
diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relacdo ao valor inicial
em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 14. Valores de Taxa de Contracdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle —¢) e com rianodina (Rianodina —1). Os valores sdo media + EPM. Os *
indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferengca em relacdo ao
valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).



Dissertagdao de Mestrado — Capitulo 1]29

[

n

o
I

Pds Absortivo (30°C)

=%

o
|
*
*
*
*
*
*

Taxa de Relaxamento (%)
S N
o
*
*
*
*

~J
(&)}
I

(&)
o
I

—e—Controle
—@—Rianodina

N
(&)}
I

02040608 1 12141618 2 0.2
Frequéncia de Estimulacao (Hz)

o

Figura 15. Valores de Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucdo controle (Controle —0) e com rianodina (Rianodina —7). Os valores sdo media + EPM.
Os * indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relacéo ao
valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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4.4. Importancia do NCX na Ciclagem de Calcio:

O importancia do trocador Na*/Ca®* (NCX) foi avaliada por meio
da substituicdo do NaCl pelo LiCl, em igual concentracdo, na solucgéo fisiol6gica
utilizada durante os experimentos. Funcionalmente, o NCX é considerado
cataliticamente inerte a cations monovalentes inorganicos, como o Li*, que é
frequentemente utilizado em solucgdes livres de sbdio para estudar a atividade
do NCX (PALTY et al., 2004). Como resultado do blogueio do NCX, observou-
se que as tiras ventriculares expostas a este tratamento apresentaram uma
reducdo da capacidade de geracao forca de cerca de 20% quando comparada
aos valores obtidos em solucdo controle (Fig. 16). Além disso, em altas
frequéncias de estimulag&o as tiras perderam a capacidade de se contrair de
forma regularmente mais precocemente, ndo resistindo a frequéncias além de
0,8Hz.

Também foi registrada uma reducédo do TPT de cerca de 20% na
frequéncia inicial de 0,2 Hz (Fig. 17), no entanto, n&o foi registrada alteracdo no
THR em relag&o aos valores obtidos em solugéo controle (Fig.18). A velocidade
de contracado reduziu ~20% ap6és a frequéncia de 0,4 Hz em relacdo ao controle
(Fig. 19), enquanto a velocidade de relaxamento reduziu 40% da ja na

frequéncia inicial de 0,2Hz (Fig. 20).
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Figura 16. Relacdo forca-frequéncia (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solugédo controle (Controle —0) e com LICI (Litio —[7). Os valores sdo media + EPM. Os * indicam
a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca em relacéo ao valor inicial
em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 17. Alteracdo de TPT (%) em crescentes frequéncias de estimulacdo de tiras
ventriculares de C. durissus em solucéo controle (Controle —0) e com LiCl (Litio —(J). Os valores
sdo media + EPM. Os * indicam a diferenga entre os grupos. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relagéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 18. Alteracdo de THR (%) em crescentes frequéncias de estimulacdo de tiras
ventriculares de C. durissus em solugéo controle (Controle —0) e com LiCl (Litio —J). Os valores
sdo media + EPM. Os * indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relagcdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 19. Alteracdo de Taxa de Contragdo (%) em crescentes frequéncias de estimulacdo de
tiras ventriculares de C. durissus em solugdo controle (Controle —0) e com LIiCl (Litio —[7). Os
valores sdo media + EPM. Os * indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos
indicam diferenca em relacéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 20. Alteracdo de Taxa de Contracdo (%) em crescentes frequéncias de estimulacéo de
tiras ventriculares de C. durissus em solucao controle (Controle —0) e com LIiCl (Litio —1). Os
valores sdo media + EPM. Os * indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos
indicam diferenca em relacao ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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4.5. Importancia do Calcio Extracelular:

Para testar a importancia do calcio extracelular para a contracao
do midcito ventricular de cascavéis, foram adicionadas concentragdes
crescentes de calcio na solucgao fisiolégica. Com isso, foi possivel observar um
aumento significativo na for¢ca de contracdo de 55% com a concentracéo de 4
mM de Calcio. O ponto maximo de forca foi registrado na concentracdo de 6
mM de célcio, o que elevou a Fc em 70% em relacdo aos valores registrados
na solucao inicial com 2 mM de calcio (Fig. 21). Em concentragfes maiores do
que esta, a forga se manteve constante.

Durante os incrementos de calcio, o TPT se mantém constante
até a concentragdo de 6 mM. A concentracdo de céalcio de 8 mM causou uma
redugéo de 10% no TPT, o qual manteve-se neste novo valor durante os
incrementos de calcio subsequentes (Fig. 22). O THR apresentou um aumento
de 15% a partir de 4 mM de calcio e manteve-se constante nas concentracoes
mais elevadas (Fig. 23). Esse aumento pode ocorrer pela dificuldade de
bombeamento de calcio para fora do citosol pela diferenca de concentracéo de
calcio entre 0 meio interno e externo. Como a concentracdo externa de célcio é
muito alta, o calcio tende a demorar mais para sair da célula, dificultando o
relaxamento.

A velocidade de contracéo e relaxamento também foi alterada
pelo aumento da disponibilidade de célcio na solucao fisioldgica. Foi observado
um aumento na taxa de contracdo de cerca de 70% ja na concentracao de 4
mM, que foi mantido nas demais concentracdes testadas (Fig. 24). A
velocidade de relaxamento também aumentou cerca de 40% com o aumento
da disponibilidade de calcio ja& na primeira concentracdo testada. No entanto,
esse aumento foi mantido apenas até a concentracdo de 8 mM, sendo que em
10mM a velocidade de relaxamento voltou ao valor inicial registrado na
concentracéo fisiologica de 2 mM (Fig.25).

Para verificar se este aumento na forca de contracdo causado
pelo aumento da concentracdo de calcio extracelular € mantido em diferentes
frequéncias de estimulacédo, as tiras expostas a 10 mM de calcio na solucdo
foram submetidas a um aumento na frequéncia de estimulacdo até 2,0 Hz e os

resultados obtidos foram comparados com os dados obtidos em solugéo
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controle. Dessa forma, foi observado que a potenciacdo da forca de contracéo
s esteve presente na frequéncia inicial de 0,2Hz, sendo que o0 aumento da
estimulacdo causou uma reducéo na forca de contracdo, a qual se igualou aos
valores obtidos em solucé&o controle (Fig. 26).

Com relacdo aos parametros tempo-dependentes, observou-se
que o TPT foi reduzido em cerca de 15% em relacdo aos valores controle e
esta reducao foi mantida até a frequéncia de 1,4 Hz (Fig. 27). O THR, por outro
lado, nao foi alterado pelo aumento na concentracdo de calcio ou pelo aumento
na frequéncia de estimulagcdo, mantendo-se semelhante ao controle durante
todo o experimento (Fig. 28).

A velocidade de contracdo aumentou cerca de 70% e manteve-se
elevada até a frequéncia de 0,4Hz. Em frequéncias mais elevadas, a taxa de
contracdo foi igualada ao controle e mantida assim até a frequéncia maxima
testada experimentalmente (Fig. 29). A velocidade de relaxamento, por outro
lado, manteve-se semelhante ao obtido em solugcdo controle até a frequéncia
de 0,8Hz. Em frequéncias maiores do que esta foi registrada uma significativa
reducdo de aproximadamente 20% da velocidade de relaxamento, que é
mantida em todas as demais frequéncias testadas (Fig. 30).
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Figura 21. Alteracdo na forca de contracdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de calcio. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 22. Alteracdo de TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentragao de calcio. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenga
em relacao ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 23. Alteragdo de THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracao de calcio. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenga
em relacao ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 24. Alteracdo de Taxa de Contragdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de calcio. Os valores sdo media = EPM. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relagéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 25. Alteracdo de Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de calcio. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relagéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 26. Relacdo forca-frequéncia (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solugéo controle (Controle —0) e com 10 mM de Célcio (Célcio 10 mM —1). Os valores sao
media + EPM. Os * indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca
em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 27. Alteracdo de TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solucdo controle
(Controle —0) e com 10 mM de Calcio (Calcio 10 mM —). Os valores sdo media + EPM. Os *
indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferengca em relacdo ao
valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 28. Alteracdo de THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solucdo controle
(Controle —0) e com 10 mM de Célcio (Calcio 10 mM —J). Os valores sdo media + EPM. Os *
indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenga em relagao ao valor
inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 29. Alteracdo de Taxa de Contracdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucao controle (Controle —0) e com 10 mM de Célcio (Célcio 10 mM —[J). Os valores sao
media + EPM. Os * indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca
em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 30. Alteracdo de Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
solugdo controle (Controle —0) e com 10 mM de Célcio (Célcio 10 mM —1). Os valores sao
media + EPM. Os * indicam a diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam diferenca
em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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4.6. Efeito da Adrenalina

A utilizacdo de adrenalina visa analisar o efeito da estimulagcéo
adrenérgica sobre a funcdo cardiaca. Para isso, foi realizado um experimento
onde foram acrescentadas por¢cbes crescentes de adrenalina na solugéo
fisiologica a qual as tiras foram submetidas.

Durante o experimento, observou-se que a funcao contratil destes
animais nédo se altera quando as tiras sdo expostas a concentracoes de
adrenalina inferiores a 10° M, uma vez que nenhum dos parametros
analisados foi alterado em concentracbes menores do que esta. Com a
exposicdo & 10° M de adrenalina, observou-se um aumento de 70% na forca
de contracdo quando comparada ao valor inicial controle (Fig. 31). Os valores
de TPT e THR também se mantiveram inalterados durante todas as
concentracbes testadas experimentalmente (Fig. 32 e 33). Com a alta
concentracdo de adrenalina, a velocidade do ciclo de contracao e relaxamento
aumentou em comparacao aos valores controle e aos obtidos nas menores
concentracbes deste farmaco. Foi observado um aumento de 80% na
velocidade de contracdo das tiras ventriculares e um aumento equivalente na
taxa de relaxamento (Fig. 34 e 35).

O efeito da estimulacdo adrenérgica em diferentes frequéncias de
contracéo foi testado na concentracdo de adrenalina de 10° M, aumentou-se a
frequéncia de estimulagdo conforme descrito nos itens anteriores. Tais
resultados foram comparados aos obtidos em solucdo fisiologica controle.
Observou-se que o aumento na forca de contracdo causado por 10> M de
adrenalina perdura até 0,8Hz. Em frequéncias maiores, 0s valores se igualam
aos encontrados no controle (Fig. 36).

O aumento da frequéncia de estimulacdo associado a presenca
de adrenalina ndo causou qualquer efeito no TPT, que apresentou valores
iguais aos encontrados para as preparacoes controle (Fig. 37). Por outro lado,
a adrenalina causou uma significativa reducao nos valores de THR em relac&o
ao controle até a frequéncia de 1,0 Hz. A partir desta frequéncia, o THR se
manteve constante (Fig. 38).

A exposicdo a adrenalina em alta concentracdo também levou a

um aumento de 40% na velocidade de contracdo, que permaneceu até a
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frequéncia de 0,6Hz (Fig. 39). A taxa de relaxamento, por outro lado, aumentou
~40% e permaneceu mais alta do que o controle por quase todas as

frequéncias de estimulacao testadas durante o experimento (Fig. 40).
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Figura 31. Alterag@o na for¢a de contragdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de adrenalina. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos
indicam diferenga em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).

Médias TPT Crescente de Adrenalina (%)
Grupo Pdés Absortivo (30°C)
140
120
100 — " _,_--""+
2 80
[
0 60
40
20
0
0 10® 107 106 105 103
Concentragao de Adrenalina (M

Figura 32. Alteracdo no TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracdo de adrenalina. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relagcéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 33. Alteragdo no THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracdo de adrenalina. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relagéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 34. Alteracdo na Taxa de Contracdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentragdo de adrenalina. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos
indicam diferenca em relacdo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).
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Figura 35. Alteragdo na Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de adrenalina. Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos
indicam diferenca em relacao ao valor inicial em cada grupo (ANOVA OneWay, Tukey, p<0,05).

250 - Pas Absortivo (30°C)
S
o 200 -
184 a 3
5 150 - % a3
- -
O b S
o 100 b
©
&
5 50 1  —e—Controle
L —=—Adrenalina 10€M

0 ~A—Adrenalina 103M , . . . .

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 02
Frequéncia de Estimulagéo (Hz)

Figura 36. Relag&o forca-frequéncia (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucdo controle (Controle —0), com 10® M de Adrenalina (Adren 10°M —) e com 10° M de
Adrenalina (Adren 10°M —A). Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre
0s grupos. A auséncia de letras indica que nao ha diferenca entre os grupos. Os simbolos
abertos indicam diferenca em relac@o ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK,
p<0,05).



Dissertagcdao de Mestrado — Capitulo 1]46

120 - Pos Absortivo (30°C)

TPT (%)

—e—Controle

20 - —m—Adrenalina 108 M
I—a—Adrenglina |10-3M

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 02
Frequéncia de Estimulacao (Hz)

Figura 37. Alteracdo de TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solugdo controle
(Controle —0), com 10® M de Adrenalina (Adren 10° M —) e com 10°M de Adrenalina (Adren
10° M —A). Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenga entre os grupos. A
auséncia de letras indica que ndo ha diferenga entre os grupos. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relacéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 38. Alteracdo de THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em solucao controle
(Controle —0), com 10° M de Adrenalina (Adren 10° M —) e com 10°M de Adrenalina (Adren
10° M —A). Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenga entre os grupos. A
auséncia de letras indica que ndo ha diferenca entre os grupos. Os simbolos abertos indicam
diferenca em relacéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 39. Alteracdo de Taxa de Contragdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucdo controle (Controle —0), com 10® M de Adrenalina (Adren 10°M —) e com 10° M de
Adrenalina (Adren 10°M —A). Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre
0s grupos. A auséncia de letras indica que nao ha diferenca entre os grupos. Os simbolos
abertos indicam diferenca em relac@o ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK,

p<0,05).
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Figura 40. Alteracdo de Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucdo controle (Controle —0), com 10® M de Adrenalina (Adren 10°M —) e com 10° M de
Adrenalina (Adren 10°M —A). Os valores sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre
0s grupos. A auséncia de letras indica que nao ha diferenca entre os grupos. Os simbolos
abertos indicam diferenca em relacéo ao valor inicial em cada grupo (ANOVA TwoWay, SNK,

p<0,05).
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4.7. Tensao Pos-Pausa de 5 min

Para verificar a capacidade de estoque de calcio no interior do RS
e a importancia do NCX no bombeamento de célcio apés uma pausa na
estimulacdo, experimentos avaliando o efeito de duas substancias, rianodina e
litio, na ciclagem de célcio do midcito cardiaco de cascaveéis foram realizados.

Em preparacbes controle, apdés a pausa de 5 minutos na
estimulacao, verificou-se uma reducao na forca de contragcdo em relacdo aos
valores obtidos antes da pausa (decaimento pés-pausa da Fc). A exposicao ao
litio causou uma potenciacdo da forca de contracdo quando comparada aos
valores obtidos antes da pausa na estimulacdo e apds a pausa em solucao
controle. Em solucdo contendo rianodina observou-se uma reducéo na forca de
contracdo em relacdo aos valores pré-pausa, no entanto semelhante aquela
registrada em solucao controle (Fig. 41).

Em relacdo aos parametros tempo-dependentes, foi observado
que o TPT das tiras expostas a preparacéo controle e rianodina € maior do que
o registrado nas contracdes pré-pausa. Este comportamento ndo foi observado
nas preparac¢des contendo litio, onde foi registrado um TPT semelhante ao
registrado antes da pausa estimulatoria (Fig. 42). O THR das tiras controle e
rianodina ap0s a pausa mostrou-se semelhante ao registrado pré-pausa,
engquanto as tiras expostas ao litio apresentaram um significativo aumento no
tempo para metade do relaxamento quando comparado ao controle pds-pausa
e aos valores pré-pausa (Fig. 43).

As taxas de contracdo e relaxamento também sédo alteradas com
a pausa estimulatoria de 5 minutos. Em solucdo controle, foi registrada uma
reducéo de cerca de 30% na taxa de contracdo apos a pausa de 5 minutos em
relacdo aos valores pré-pausa. Essa resposta foi semelhante a registrada
durante a exposicao a rianodina, ndo sendo observada diferenca entre o grupo
controle e rianodina apds a pausa diastélica. Quando expostas ao litio, as tiras
apresentaram um significativo aumento na velocidade de contracao em relagcéo
aos valores controle pré e pos-pausa (Fig. 44). A taxa de relaxamento se reduz
significativamente apds a pausa estimulatoria nas tiras em solucdo controle e
com rianodina em relacdo aos valores pré-pausa, porém ndo sao diferentes

entra si. Em solugdo contendo litio, a velocidade de relaxamento foi igual a
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registrada antes da pausa diastolica, porem maior do que a registrada apds a

pausa em solucao controle (Fig. 45).
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Figura 41. Forca de Contracéo (% de alteracédo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas
a preparagéo controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza escuro) apds pausa de 5
minutos na estimulacdo. A linha pontilhada representa os valores de for¢a de contracdo das
tiras em solucdo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre
o valor p6s-pausa registrado em cada grupo em relagédo ao valor pré-pausa. As letras indicam a
diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solucdes fisiolégicas (ANOVA TwoWay,
SNK, p<0,05).
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Figura 42. TPT (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a preparagao
controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza escuro) apds pausa de 5 minutos na
estimulacdo. A linha pontilhada representa os valores de forca de contracdo das tiras em
solucdo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor
pés-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras indicam a
diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solu¢des fisiolégicas (ANOVA TwoWay,
SNK. p<0.05).
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Figura 43. THR (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a preparacéo
controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza escuro) apds pausa de 5 minutos na
estimulacdo. A linha pontilhada representa os valores de forca de contracdo das tiras em
solugdo controle antes da pausa estimulatdria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor
pos-pausa registrado em cada grupo em relagdo ao valor pré-pausa. As letras indicam a
diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solucges fisiolégicas (ANOVA TwoWay,
SNK, p<0,05).
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Figura 44. Taxa de Contragdo (% de alteracéo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a
preparacdo controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza escuro) apés pausa de 5
minutos na estimulacdo. A linha pontilhada representa os valores de forca de contracao das
tiras em solucéo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre
o valor p6s-pausa registrado em cada grupo em relagédo ao valor pré-pausa. As letras indicam a
diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solugdes fisiolégicas (ANOVA TwoWay,
SNK, p<0,05).
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Figura 45. Taxa de Relaxamento (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus
expostas a preparacao controle (preto), rianodina (cinza claro) e litio (cinza escuro) apds pausa
de 5 minutos na estimulag&o. A linha pontilhada representa os valores de for¢ca de contracéo
das tiras em solucéo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca
entre o valor pés-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras
indicam a diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solug@es fisiolégicas (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1. Comparacio entre Forga da Base e do Apice Ventricular

No presente estudo, nao foram observadas alteracbes
significativas na forca de contracdo (FC) ou nos parametros tempo-
dependentes (TPT e THR) ao longo do tempo experimental de 40 minutos. Tais
resultados atestam que as alteragbes encontradas nestes parametros nas
condi¢cdes experimentais testadas estdo estritamente relacionadas a situacao
fisiolégica ou farmacolégica empregada para realizacdo dos experimentos.
Todos os demais protocolos foram realizados dentro desse periodo de tempo.

A grande variacao dos valores de forca de contracdo encontrada
ao longo dos experimentos deu-se porque partes diferentes do ventriculo
podem ter diferentes capacidades de gerar tensdo. Com da divisdo das tiras
ventriculares em dois grupos, verificou-se uma diferenca entre a forca de
contracdo gerada pelas tiras localizadas proximas ao apice ventricular (menor
Fc) e a base (maior Fc). Apesar disso, o0 aumento na frequéncia de estimulacao
causou o mesmo efeito escada negativo em tiras de ambas as regides
ventriculares, evidenciando o mesmo padréo de funcionamento a despeito da
diferenca de forca gerada.

De acordo com Streeter et al. (1969), ha uma diferenca no angulo
de orientacdo das fibras nas diferentes partes do ventriculo de mamiferos, as
quais sdo mais entrelacadas na regido do apice. Esta diferenca no tecido
poderia ser responsavel por tal variacdo na Fc. Durante o estiramento das tiras
no experimento, supdem-se uma melhora no alinhamento das fibras
miocardicas. Isso explica 0 aumento na geracao de forca apds a estabilizagédo
na tira estirada. O entrelacamento das fibras nas tiras proximas ao apice faria
com que o estiramento ndo fosse tdo eficiente quanto na outra parte do
miocardio, de forma que a capacidade de geracéo de forca seria menor.

N&o hé registro na literatura que mostre uma situagdo semelhante
a apresentada neste trabalho. Em funcéo disso, ndo se pode afirmar que esta é
uma situacdo comum em outras espécies. Além disso, outros trabalhos
avaliando a contratilidade miocéardica de répteis também nao especificam
exatamente qual regido do ventriculo foi utilizada e, baseado no presente
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resultado, isso seria uma importante informagdo se os dados fossem
apresentados como valores brutos (GALLI et al.,, 2006; GALLI et al., 2009;
JENSEN et al., 2011).

O presente conjunto de dados ndo é suficiente para validar tal
proposta. Para tal, analises histologicas do tecido poderiam confirmar se as
fibras proximas ao apice ventricular sdo mais entrelacadas do que na base
nestes animais. Outra possivel abordagem seria a utilizagcdo do midcito isolado
de ambas as regibes do ventriculo. Assim, seria possivel medir com maior
precisdo se de fato células do &pice e base ventricular tem a mesma
capacidade de gerar forca, ou se a diferenca apresentada neste trabalho se da
em funcéo da disposicéo das fibras no tecido.

De qualquer forma, estes dados levantam uma questdo pouco
explorada até o momento. Pelo que foi apresentado, passa a ser de grande
importancia que as tiras utilizadas durante os experimentos sejam retiradas
sempre da mesma regido do ventriculo em todos os animais testados ou, caso
o ventriculo todo seja utilizado, que as tiras sejam separadas em dois grupos
para melhor andlise dos resultados nos diferentes protocolos testados. Essa
informacdo € importante tanto para a analise da contratilidade miocéardica de
uma espécie quanto para a comparacao da forca de contracdo, velocidade e

tempo do ciclo de contracéo entre diferentes espécies.

5.2. Efeito do Bloqueio do Reticulo Sarcoplasmatico

O decréscimo na forca de contracdo acarretado pelo aumento na
frequéncia estimulatéria pode estar ligado a reducédo da concentragéo de calcio
presente no citosol do midcito cardiaco. O decréscimo na concentracdo de
calcio citosolico pode ocorrer devido a um reduzido influxo via canais do tipo-L,
por uma diminui¢cdo na concentracéo de Na* no citosol, que prejudicaria a troca
por célcio via NCX, ou ainda por uma redugdo no estoque/liberacdo de célcio
no interior do RS (SHIELS, 2002).

A comparacdo entre os dados obtidos em solucdo fisioldgica
controle e apos a exposicdo a rianodina mostrou uma reducao significativa de
40% na geracdo de tensdo que se mantém em todas as frequéncias testadas

experimentalmente. Esse é um indicio de que o reticulo sarcoplasmatico é
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funcional e € um importante fornecedor de célcio para a contragdo muscular, a
despeito da frequéncia de contracdo. Apesar disso, pelos métodos utilizados,
ndo ha como afirmar qual o nivel de participacdo do RS no fornecimento de
calcio, pois a rianodina, ao bloquear o RS, aumenta o influxo de célcio através
da sarcolema (SHATTOCK & BERS, 1987).

Em outras espécies de répteis, ndo foi registrada uma
participacédo expressiva do RS na contracédo dos midcitos cardiacos, visto que o
efeito da rianodina sé foi significativo quando testado em piton birmanesa
(Python molurus) ou em lagarto varanideo (Varanus exanthematicus), sendo
observada uma reducdo de 10-20% na for¢ca de contracdo em frequéncias
cardiacas registradas em animais in vivo (GALLI et al., 2006). Os autores do
trabalho sugerem que nestas espécies, o0 metabolismo, a frequéncia cardiaca e
a pressdo sanguinea sistémica sao maiores do que 0s encontrados em outras
espécies de répteis ndo crocodilianos e que isso exigiria uma maior
contribuicdo do RS pra o fornecimento de calcio.

A hipotese de que a funcionalidade do RS estaria ligada ao
metabolismo acelerado também é bastante discutida em peixes. No entanto,
algumas espécies de baixa atividade como trairas (Hoplias malabaricus), pacu
(Piaractus mesopotamicus) e matrinxd (Brycon cephalus) apresentam
significativa participagcdo do RS no fornecimento de calcio para a contracao
ventricular (ANELLI et al., 2004; RIVAROLI et al., 2006; OLLE, 2007), enquanto
outras espécies mais ativas como o amboré de pocas-de-maré (Bathygobius
soporator) e a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sao totalmente
dependentes do calcio extracelular para a contracdo, sendo que o RS nao se
mostrou funcional (RANTIN et al., 1998; COSTA et al., 2000). Em func¢éo disso,
alguns pesquisadores sugerem que a funcionalidade do RS e a sua
participacdo no fornecimento de calcio para a contracdo do midcito pode estar
ligada a filogenia da espécie e ndo ao habito (RIVAROLI et al., 2006).

O efeito da rianodina também foi avaliado apds uma pausa
diastolica prolongada e nao-fisiolégica, para observar o efeito do bloqueio do
RS sobre a contracdo apés um intervalo na estimulacdo. Foi registrado, mesmo
em solucéo fisioldgica controle, uma queda significativa na forca de contracéo
apos a pausa de 5 minutos na estimulacdo. ApGs a exposi¢ado a rianodina, foi

observada apenas uma tendéncia a reducdo em relagdo ao controle pos-
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pausa, porém ndo foi encontrada diferenca significativa. Esse mesmo resultado
também foi encontrado para o miocardio ventricular pitons e lagartos
varanideos (GALLI et al., 2006). Em mamiferos, foi sugerido que durante a
pausa estimulatéria hda um vazamento de célcio do RS que passa a ser
bombeado para o meio extracelular via NCX (BERS, 2001).

5.3. Efeito do Bloqueio do Trocador Na*/Ca**

Os resultados obtidos levantaram a hip6tese de que o NCX néo é
apenas o principal responsavel pela retirada de calcio do citosol, como também
funciona mais rapido do que a SERCA. Essa possibilidade foi enfatizada com o
teste de exposicdo das tiras ao litio, causando o bloqueio do NCX. Apds a
pausa estimulatéria, foi registrado um significativo aumento na forca de
contracdo em relacdo aos valores pré e pds-pausa em solucdo fisiologica
controle.

O teste de aumento na frequéncia de estimulacdo em solucéo de
litio causou reducéo na forca de contracéo de cerca de 20%, mostrando que o
NCX nao funciona apenas na extrusdo de calcio para o meio extracelular, como
também trabalha fornecendo calcio para a contragdo do mibcito. Em altas
frequéncias de estimulacéo (acima de 0,8 Hz) as tiras perdem a capacidade de
contracao provavelmente pela deficiéncia na capacidade de ciclagem de calcio.
O aumento na concentracdo de célcio livre no citosol causa dificuldade para
que a ceélula atinja o relaxamento antes do proximo estimulo para a contracao.
Isso causaria a irregularidade registrada apos 0,8 Hz, visto que a velocidade de

relaxamento cai consideravelmente com o bloqueio do NCX.

5.4. Dependéncia do Calcio Extracelular

A necessidade do calcio extracelular para a contracdo do miocito
também foi testada por meio da adicdo de quantidades crescentes de calcio a
solugcdo. Foram observados aumentos graduais na forca de contracdo até a
concentracdo de 6 mM de célcio. O aumento na concentracdo de calcio
extracelular também resultou em aumento na velocidade de contracdo e
relaxamento das tiras ventriculares. Este aumento de até 70% na forca de
contracao indica que o célcio extracelular € o principal ativador da contracdo do
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midcito ventricular de cascavel, apesar do RS desempenhar importante papel
no fornecimento de célcio e que a funcdo cardiaca pode ser alterada se a
concentracdo de calcio circulante disponivel para a contracdo for aumentada.
Em altas concentragcbes de célcio, o aumento na forca de
contracdo esta presente apenas na frequéncia inicial de 0,2 Hz. Em
frequéncias maiores do que esta, a forca de contracéo se iguala a do controle.
A velocidade de contracdo, entretanto, € maior do que a do controle até a
frequéncia de 0,4 Hz. A velocidade de relaxamento € menor do que a do
controle em altas frequéncias de estimulacdo (a partir de 1,0 Hz). Isso
demonstra que dentro da faixa de frequéncias fisioldgicas (aproximadamente
entre 0,4 e 1,0 Hz; CLEO LEITE, dados nio publicados) o aumento na
disponibilidade de célcio extracelular ndo oferece uma vantagem contratil ao

animal.

5.5. Efeito da Estimulagao Adrenérgica

A concentracdo inicial de 10° M de adrenalina foi definida por
consulta na literatura, onde trabalhos investigando estimulagédo adrenérgica em
répteis mostraram ser uma concentracao apropriada para este tipo de analise
(GALLI et al.,, 2006). Como a forca de contracdo ndo foi alterada nesta
concentragdo inicial, as tiras foram submetidas ao continuo aumento na
concentracdo de adrenalina até que fosse observada alteracdo nos parametros
pelo estimulo adrenérgico. Notou-se que apenas em concentracdo de 10°M da
droga € que ha um significativo aumento na forca de contracdo ventricular.
Esse aumento na forca de contracdo é observado em outros estudos
envolvendo répteis e pode ser atribuido ao aumento na concentracéo de célcio
presente no citosol (MEESTER et al., 1965; KIRBY & BURNSTOCK, 1969;
VAN HARN et al., 1973; PAZ DE LA VEGA, 1983; OJEWOLE & AKINWANDE,
1984; CHIU & SHAM, 1985). Sabe-se que a adrenalina tem a capacidade de
fosforilar os canais de célcio tipo L presentes na sarcolema, mantendo-0s mais
tempo abertos e aumentando o influxo de calcio através da membrana
(REULTER & SHOLZ, 1977; REUTER, 1983). O aumento na frequéncia de
estimulacdo nestas condicbes mostrou que este aumento na forca de

contracdo se mantém por um largo espectro de frequéncias de estimulacdo
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(0,2 - 0,8 Hz), sendo que em frequéncias mais elevadas os valores de Fc néo

diferem dos obtidos em solucao controle.



6.

Dissertagcdao de Mestrado — Capitulo 1]58

CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados anteriormente, pode-se

concluir que:

1-

2-

Durante o tempo experimental de 40 minutos ndo ocorre deterioragcdo na
forca de contracdo das tiras ventriculares.

Ha uma diferenca significativa na geracdo de tensao de tiras proximas a
base ventricular em relacdo as tiras do apice, sendo a primeira, cerca de 3
vezes maior do que a encontrada na segunda.

Ha diferenca no tempo de contracdo e relaxamento mostrando que tiras
proximas ao apice demoram mais tempo para atingir o pico de contracéo e
se relaxam mais devagar.

O aumento na frequéncia de estimulagdo causa um decréscimo na forca de
contracdo em funcéo da reducdo na concentracdo de calcio no citosol por:
diminuicao do influxo via canais do tipo-L da sarcolema, reducédo da troca
de célcio via NCX pela diminuicdo da concentragdo de Na' citosolico, ou
pela reducdo de estoque e/ou liberacdo de calcio no RS.

O RS é funcional e fornece uma porcentagem significativa de Ca** para a
contracdo do midécito cardiaco.

A adrenalina aumenta a Fc em funcdo do aumento da permeabilidade aos
fons Ca**.

O NCX contribui ndo s6 para a retirada de calcio livre no citosol, como
também para o influxo de calcio para o citosol durante o potencial de agéo,
visto que ha uma reducéo na Fc quando este encontra-se bloqueado.

O NCX bombeia célcio para fora do citosol de forma mais eficaz do que a
SERCA.
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AJUSTES DA FUNCAO CARDIACA DE CASCAVEIS,
Crotalus durissus terrificus, DIANTE DE EXTREMOS

METABOLICOS COMO JEJUM PROLONGADO E DIGESTAO
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8. INTRODUGAO

O coracédo é reconhecido pela sua notavel capacidade de se
remodelar em resposta a demandas funcionais alteradas. O treinamento fisico
cronico em mamiferos, por exemplo, pode resultar em hipertrofia ventricular, o
gue seria benéfico por aumentar a capacidade contratil e evitando a sobrecarga
do miocéardio (COOPER, 1987). Em uma situacéo oposta, quando o organismo
encontra-se debilitado por uma situacdo adversa como o jejum prolongado, é
observada uma reducdo da massa do coragdo, principalmente do ventriculo
esquerdo em alguns mamiferos. Algumas dessas disfuncdes sdo transitérias,
podendo desaparecer apoOs realimentacdo. Outras, porém, podem ser
permanentes, dependendo da duracdo do periodo de privacdo alimentar e do
estado nutricional (manutencdo de proteinas e minerais) do organismo
(FISLER, 1992).

Para melhor entendimento, as alteracdes decorrentes da digestédo

e do jejum prolongado em serpentes serdo abordadas em topicos separados.

8.1. Acgao Dinamica Especifica

Segundo Porter e Gates (1969), “Todos os processos da vida,
todos os eventos fisiologicos, realizam trabalho e consomem energia. Um
fornecimento continuo de energia € necessario para um animal sobreviver”.
Dessa forma, a alimentacdo, é um processo imprescindivel pra todos os
organismos heterétrofos por prover energia para manutencdo dos processos
metabdlicos. As formas de forrageamento, captura, ingestdo e digestdo das
presas sao fundamentais para todas as espécies e 0 custo efetivo destes
processos interfere no “fitness” e exerceram influéncia nos processo evolutivos.

Dessa forma, o0s processos relacionados a obtencdo e
processamento de alimentos exercem efeitos sobre o comportamento (HUEY,
1982; DORCAS et al.,, 1997; BLOUIN-DEMERS & WEATHERHEAD, 2001),
fisiologia, e servem de gatilho para varias altera¢cdes morfologicas (PIERSMA &
LINDSTROM, 1997; STARCK, 1999a,b; KONARZEWSKI & STARCK, 2000;
STARCK & BEESE, 2001). Dentre as alteracfes fisioldégicas decorrentes dos

processos de digestdo, assimilacdo e biossintese, encontra-se o incremento
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metabdlico pds-prandial (BRODY, 1945; KLEIBER, 1975; JOBLING, 1981),
também chamado de acéo dinamica especifica (SDA — specific dinamic action).
Esta resposta pés-prandial pode elevar consideravelmente o metabolismo geral
de um individuo a valores extremos, muitas vezes superiores aos observados
em atividade (HICKS & BENNETT, 2004). O pico metabdlico da SDA pode, de
forma geral, elevar a taxa metabdlica em até 50% em humanos, 320% na
maioria dos demais animais e de até 1600% nas serpentes com forrageamento
do tipo “senta e espera” (BRODY, 1945; JOBLING, 1981; HAILEY & DAVIES,
1987; WESTERTERP-PLANTENGA et al., 1992; KALARANI & DAVIES 1994;
JANES & CHAPPELL, 1995; SECOR & DIAMOND, 1995).

Alguns répteis Squamatas possuem a capacidade de ingestao de
grandes presas. Esta caracteristica € notavel em alguns grupos de serpentes
gue podem ingerir até o equivalente a 100% de sua massa corpérea (SECOR
& DIAMOND, 1997a). Experimentos com a piton Birmanesa, Python molurus,
demonstraram um aumento de até 44 vezes na taxa metabodlica de repouso
nos animais alimentados com o equivalente a 100% de sua massa corporea
(SECOR & DIAMOND, 1997a).

A SDA também tem sua durac¢do proporcional & massa ingerida,
podendo durar por varios dias até que todo o processo de digestdo e
incorporacao ocorra (ANDRADE et al. 1997). A magnitude da SDA e sua
duracdo configuram um extremo de atividade metabdlica, principalmente se
considerarmos que ectotérmicos possuem uma taxa metabdlica padrédo
relativamente baixa.

Apesar do crescente interesse na SDA em ectotérmicos, em
especial nas serpentes, ainda ha muitos aspectos ndo esclarecidos acerca dos
fatores exatos que desencadeiam a SDA, que promovem sua manutencdo e
sua contribuicdo relativa para a alteragdo metabdlica total. Investigacfes
recentes sugerem que grande parte da SDA poderia ser causada pela
reestruturacao do trato intestinal no momento da digestdo. Este teria que ser
rapidamente reconstruido para passar de um estado de atrofia ap6s o periodo
de jejum a um robusto e ativo tecido capaz de executar todos 0s passos para a
digestdo quimica e absorcdo de uma grande massa alimentar (SECOR, 2001,
2003; STARCK & BEESE, 2001, 2002; STARCK et al. 2004). No entanto,
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outros estudos mostram nao haver diferenca no tempo de digestdo ou pico
metabdlico quando serpentes sdo realimentadas logo apés o final da primeira
digestdo. Isso indicaria que a reestruturacao do trato digestorio nao interferiria
no aumento metabolico pds-prandial (SECOR & DIAMOND, 1995, 1998, 2000;
STARCK & BEESE, 2001, 2002). Estudos envolvendo modificagbes na
composicdo da dieta destes animais néo resultaram em alteragbes no tempo
ou custo global da SDA (BENEDICT, 1932; MCCUE et al., 2005; GARNETT,
1988; COULSON & HERNANDEZ, 1983). Isso indicaria que o incremento
metabdlico pds-prandial se dé nao pelo processamento do alimento ingerido,
mas sim, pela incorporacdo dos compostos absorvidos.

Contudo, independente de suas causas, esse grande aumento na
taxa metabolica ocorre de forma aerdbica e, portanto, faz com que as
necessidades de captacdo e transporte de oxigénio também se elevem
enormemente por todo o periodo da SDA. O suporte da magnitude de alteracéo
metabdlica observada demandaria ajustes para captacéo e transporte de O,
para evitar uma sobrecarga no sistema cardiovascular devido ao grande

esforco continuado.

8.2. Jejum

O jejum € um termo que se refere a uma frequente condicao
biolégica onde um animal é impossibilitado de se alimentar, seja pela falta de
alimento no ambiente em que vive ou, simplesmente, porque opta por
dispender tempo e energia realizando outra atividade, como fugir de um
predador, se reproduzir, proteger a cria ou mesmo um estado de depressdo
metabdlica ou torpor (MROSOVSKY & SHERRY, 1980; ANDERSON &
KARASOV, 1988; CHEREL et al., 1988; DOUCETT et al., 1999; BARBOZA &
JORDE, 2001; RANDALL & KING, 2001). Em humanos, a subnutricdo e jejum
sdo frequentemente encontrados em classes sociais mais baixas e,
historicamente, esteve presente e foi de grande importancia durante a
formacao da sociedade atual, principalmente em eventos de guerra, acidentes
naturais ou desigualdade social (KEYS, 1950).
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Apesar da importancia do tema, estudos sobre esta condig&o
ainda séo raros e pouco abrangentes, sendo que a maioria das investigagoes
acerca das respostas fisioldgicas e bioquimicas a auséncia de alimento é
centrada em mamiferos e aves (WANG et al, 2006). Uma parte da literatura
concentra-se ha resposta a privacdo alimentar em peixes criados
comercialmente (PHILLIPS et al. 1960; INUI & OSHIMA 1966). Apesar dos
esforcos para investigar as respostas biologicas a fome nestes 3 grupos de
vertebrados, a fisiologia do jejum é mal caracterizada em ectotérmicos
terrestres.

A resposta a privacdo de alimento pode variar em funcdo da
estrutura corpérea, tamanho e quantidade das reservas energéticas
disponiveis. Aléem disso, também pode haver alteracdes entre ordens, géneros
e espécies, ou mesmo entre graus de desenvolvimento, sexo ou caracteristica
de cada individuo. Entretanto, estes efeitos dependem principalmente das
diferencas na estrutura e composicdo corporea que alteram a demanda e
suprimento metabolico (JACKSON, 1925). A literatura tradicionalmente divide o
jejum em 3 fases distintas (ROBIN et al., 1987; CHEREL et al.,, 1988;
CASTELLINI & REA, 1992; HERVANT & RENAULT, 2002; CALOIN, 2004)
caracterizadas por alteracdes fisioldgicas como redug¢do na massa corpérea ou
excrecado de nitrogénio (ROBIN et al., 1983, 1987; CHEREL et al., 1988; LE
MAHO et al., 1988) ou niveis de carboidratos, lipidios ou proteinas (CAHILL,
1976; CASTELLINI & REA, 1992; HERVANT et al.,, 2001; HERVANT &
RENAULT, 2002; CALOIN, 2004).

Em estudo mais recentes, as fases do jejum tem sido separadas
pela mudanca sequencial na reducdo da massa corporea dos animais
submetidos a longos periodos em jejum. Com isso, 0 que se pode observar é
uma rapida queda inicial na massa corporea (fase 1) que se deve,
provavelmente a queima do estoque de glicose com a mobilizacdo das
reservas de carboidratos; seguida por uma baixa perda de massa corpOrea
(fase 2), onde passa-se a consumir preferencialmente as reservas de gordura
disponiveis no organismo; e por fim, o retorno a uma queda rapida nessa taxa
(fase 3), indicando que as reservas lipidicas terminaram e que o animal utiliza a

protedlise como principal meio de suprir a demanda metabdlica. No entanto, o
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tempo de cada fase € muito variado entre as espécies em funcdo de dois
fatores: a demanda energética para a manutencdo de cada organismo
(GARLAND et al., 2005; MUNOZ-GARCIA & WILLIAMS, 2005; CRUZ- NETO &
JONES, 2006) e a forma que cada espécie tem de economizar energia durante
um periodo de privagdo (COULSON & HERNANDEZ, 1968; BRYDEN &
STOKES, 1969; LINDSTEDT & BOYCE, 1985; NAVARRO & GUTIERREZ,
1995; MCCUE, 2007a). Em funcédo disso, o tempo maximo em que cada
espécie consegue permanecer em privacdo alimentar pode variar de dias a
meses.

Diante de respostas as condigbes de jejum demonstradas por
alguns animais, as serpentes estdo entre 0s poucos animais estudados que
toleram o jejum com sucesso por periodos que podem chegar a varios meses
(KLAUBER, 1972; MARTIN & BAGBY 1973; BLOOD, 1993; DE VOSJOLI et al.
1995; WANG et al. 2006). Um experimento realizado por McCue (2007)
buscando investigar as respostas fisiologicas e bioquimicas do jejum que
ocorrem em cascavéis, Crotalus atrox, demonstrou que as serpentes mantidas
até 168 dias em jejum exibiram uma reducao significativa na glicose plasmatica
e um consequente aumento dos corpos cetdnicos na circulacdo. Os animais
sem alimento perderam peso de forma linear e apresentaram um aumento na
quantidade de &acidos graxos circulantes. Foi observado também que ha
utilizacdo de aminoacidos essenciais e nao essenciais durante todo o
experimento.

Diante de uma situacdo adversa como o0 jejum, alguns
ectotérmicos recorrem a diferentes estratégias para reduzir a demanda
metabdlica até o fim da escassez alimentar. Estudos mostram que peixes,
anfibios e répteis submetidos ao jejum recorrem a termorregulacdo
comportamental como forma de reduzir a temperatura corpGrea e com isso, a
taxa metabdlica (LILLYWHITE et al., 1973; ABE, 1995; VAN DIJK et al., 2002;
BROWN & GRIFFIN, 2005; BICEGO et al., 2007). Um ajuste fisiol6gico que
também é registrado é a atrofia do trato digestorio. O figado e a reserva
adiposa também sdo atrofiados, porém mais lentamente do que a taxa de
reducdo do intestino. Outros 6rgdos como ceérebro, rins e gbnadas néo

apresentam reducdo de massa, sugerindo que estes sdo poupados nos
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processos catabdlicos ou sdo catabolizados mais lentamente. A alteracdo de
massa no coracao de repteis é provavel, mas um fato ainda bastante discutido.
Em humanos, alguns registros demonstram haver alteracdo do tamanho desse
orgao por andlise de raio-x (Fig. 1), enquanto outros estudos indicam que a

massa relativa deste 6rgéo é preservada durante o jejum (KEYS et al., 1950).

A B Cc
Figura 1. Raio-X mostrando a reducdo do tamanho do coracdo durante um regime de
subnutricdo extrema em humanos. A figura A mostra o tamanho do coracdo de uma pessoa
saudavel; B mostra o tamanho do coracdo ap6s um longo periodo em regime de subnutricdo
severa e C mostra a recuperacdo do 6rgdo apés um periodo de alimentacdo sem restricdo
(KEYS et al, 1950).

Estudos recentes do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
em Fisiologia Comparada (INCT-FisC) mostraram que a cascavel sul-
americana, Crotalus durissus terrificus, € capaz de enfrentar longos periodos
de privacdo alimentar sem apresentar reducédo na taxa metabdlica e com lenta
perda de massa. Durante um ano de privacao total de alimento, tendo apenas
livre acesso a agua, 0s animais mantiveram a taxa metabdlica padrdo (em 15,
20 e 30°C) inalterada. Ao término desse periodo, 0s animais apresentaram a
capacidade de aumentar a taxa metabdlica durante atividade forgcada ou
espontaneamente e, apdés a alimentacdo, foi registrado o caracteristico
incremento metabdlico pos-prandial e a digestdo normal de presa equivalente a
30% da massa de cada serpente (CLEO LEITE et al, dados ainda n&o
publicados).

Mesmo com manutencdo metabdlica, uma perda equivalente a
30% da massa corpérea total em um periodo de jejum indica a entrada na fase
3 do jejum nesses animais. Isso levanta uma interessante questdo acerca de

como o musculo cardiaco teria suas funcdes alteradas (se € que iSsoO ocorre)
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para prover a manutencdo normal do metabolismo, ou mesmo a elevacdo
metabdlica para atividade/SDA, frente a um quadro critico com a deplecéo de
proteinas estruturais e funcionais para o fornecimento energético, caracteristico

da fase 3 do jejum.

8.3. Hipertrofia Cardiaca e Digestao

O processo de hipertrofia cardiaca acontece em resposta a um
aumento do trabalho que é imposto ao coracdo, sendo utilizado
frequentemente como um artificio para evitar uma sobrecarga do sistema
contratil diante de alteracbes nas demandas metabodlicas. No entanto, o
processo de hipertrofia ndo é inteiramente benéfico. Ha uma grande discusséo
sobre se esse é um processo ofereceria uma vantagem funcional ou seria
simplesmente um processo adaptativo que, quando prolongado, poderia levar a
insuficiéncia cardiaca (KANNEL, 1969; LEVY et al.,, 1990; VAKILI, 2001).
Diante destas questfes, a hipertrofia do miocéardio foi dividida em dois tipos,
baseados em caracteristicas funcionais: a hipertrofia fisioldgica, definida como
aguela que mantém ou aumenta a capacidade contratil da célula; e a hipertrofia
patolégica, como aquela associada a depressdo da funcdo contratil, sem
necessariamente levar a insuficiéncia cardiaca (WIKMAN-COFFELT et al,
1979).

Outra forma de diferenciar a hipertrofia cardiaca foi descrita por
Anversa (1986a). Esse autor propde que a hipertrofia pode ser concéntrica,
quando ela ocorre em resposta a uma sobrecarga de pressao e ha alteracdo na
espessura da parede ventricular. Nesse processo, porém, ndo ha alteracdo no
volume da camara. Ou pode ser excéntrica, quando acontece em resposta a
uma sobrecarga de volume, alterando o volume da camara sem afetar a
espessura da parede ventricular.

A hipertrofia cardiaca é um processo bastante complexo e pode
variar de acordo com o tipo de estimulo, o grau em que este estimulo é
aplicado, o tempo de duracédo, em qual camara cardiaca este estimulo age e os

mecanismos compensatoérios utilizados em cada espécies (COOPER, 1987).



Dissertacdo de Mestrado — Capitulo 2 |71

Na hipertrofia ndo ha uma mera alteragdo de tamanho. Alteracdes
nas propriedades dimensionais do midcito implicam em uma série de ajustes
para que o 6rgdo nao entre em colapso. Conforme a hipertrofia evolui,
acontece uma reducdo na proporcdo de ATP/ADP no miécito cardiaco,
indicando que ha menos energia disponivel para utilizacdo. Isso funciona como
um “feedback” para a sintese de proteinas mitocondriais no tecido estressado e
faz com que haja um aumento em numero e tamanho das mitocondrias a fim
de suprir o aumento na demanda metabdlica (SCHREIBER et al., 1973;
MEERSON, 1969). Esta alteragao acaba induzindo o aumento na concentracao
de ADP e consequente aumento na fosforilagdo oxidativa, elevando a captacéo
de substrato mitocondrial e aumentando a producdo de energia (MEERSON,
1969). Além disso, observa-se uma reestruturacdo da rede capilar, com a
formacdo de novas unidades capilares e alteragbes no fluxo sanguineo
coronario para manter adequado o fornecimento de oxigénio ao tecido
(WEIBEL, 1979).

Entre as hipertrofias cardiacas fisioldgicas estdo a hipertrofia do
miocardio observada em ratos neonatos e a hipertrofia cardiaca em funcédo do
exercicio fisico. Em ratos neonatos, o crescimento do miocéardio é associado a
mudanca brusca no fluxo sanguineo e na resisténcia do sistema circulatério
gue acontecem logo apds o nascimento, e ao aumento na demanda circulatéria
em funcdo do rapido crescimento do animal (RUDOLF, 1979). Este
amadurecimento do sistema circulatério fetal € marcado por um progressivo
aumento na carga de volume a ser recebido por ambas as camaras
ventriculares e um aumento na carga de pressdo exercida sobre o ventriculo
esquerdo (RUDOLF, 1979). Neste caso, é observada uma combinacéo entre
hipertrofia concéntrica e excéntrica, no qual é registrada uma proliferacédo e
aumento no tamanho dos midcitos que € acompanhada pelo aumento
progressivo do fluxo sanguineo (YUAN, 1966) e aumento na rede capilar, que &
ampliada pela formacdo de novas unidades capilares e aumento do diametro
da luz do capilar (OLIVETTI, 1980; ANVERSA, 1986a, 1986b; RAKUSAN et al.,
1984).

A hipertrofia cardiaca em decorréncia da atividade fisica é

resultado do aumento na carga de volume que induz o crescimento da camara
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ventricular (hipertrofia excéntrica). Ratos adultos submetidos ao exercicio fisico
moderado apresentaram um significativo aumento no volume da camara
ventricular esquerda (7%) apos 8 semanas de exercicio, porém nenhuma
alteracdo na espessura da parede ventricular foi registrada (ANVERSA et al,
1982; 1983). O aumento da camara se da, em parte, por meio do alongamento
dos miocitos em decorréncia da replicacdo dos sarcémeros em série, visto que
nao ha alteracdo na area de seccéo transversal do midcito cardiaco e nem no
comprimento dos sarcomeros (GROSSMAN, 1975). Além do alongamento dos
midcitos, também é observado um rearranjo espacial das fibras miocardiais que
também é responsavel pelo aumento no volume da ventricular (LINZBACH,
1960; VITALI-MAZZA, 1972). Com o0 aumento do volume ventricular, a
proporcao mitocéndria/miécito permanece constante durante todo o processo
de hipertrofia (ANVERSA et al, 1982; 1983). Estes ajustes das estruturas
citoplasmaticas responséveis pela producdo e utilizagdo de ATP sdo uma
importante alteracdo morfolégica que pode garantir uma funcdo cardiaca
normal ou melhorada diante de uma sobrecarga do sistema contratil, de forma
que qualquer alteracao neste processo pode levar a um quadro de insuficiéncia
cardiaca (WIKMAN-COFFELT, 1979; GRANGER et al., 1985).

A rede capilar também é ajustada com a realizagdo de exercicios
moderados, havendo um aumento na concentracao de capilares no miocardio.
Isso resulta em um aumento no volume e superficie capilar que, em algumas
situacdes, pode ser proporcionalmente maior do que o proprio aumento
ventricular (ANVERSA et al., 1983; WRIGHT, 1981). Este aumento na rede
capilar em situacées como esta serviria como uma protecdo contra a isquemia
do miocardio, aumentando o fluxo coronario e diminuindo a distancia média de
difusdo de oxigénio do capilar para o tecido (ANVERSA et al, 1983).

Qualquer falha neste processo de aumento e multiplicacdo dos
sarcomeros, aumento no numero de midcitos, alteracdo das estruturas
citoplasmaticas e ajustes da rede capilar pode levar o coracdo a um quadro de
insuficiéncia e tornar esta hipertrofia de fisiolégica em patologica. Além disso, é
observado que o decorrente aumento na propor¢cdo de tecido conjuntivo e
colageno no miocardio hipertrofiado pode levar a uma queda na capacidade

contratil do mesmo, configurando uma patologia (MEDUGORAC, 1980).
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O processo de hipertrofia fisiologica também pdde ser observado
em serpentes durante a digestdo em o6rgaos como figado, rins, pancreas,
intestino, pulmdes e estdbmago (SECOR & DIAMOND, 1997b). As causas
desse processo ainda sdo pouco conhecidas e podem ser decorrentes do
aumento na sintese protéica ou um aumento na concentracdo de fluidos
(SECOR & DIAMOND, 1998; STARCK & BEESE, 2001). Além destes 6rgaos,
Andersen et al. (2005) constataram que em Python molurus analisadas durante
0 pico da SDA (48 horas apo0s a ingestao do alimento), ocorre um aumento de
40% na massa muscular ventricular e que esta hipertrofia € naturalmente
revertida ao final do processo de digestdao. Ndo foi encontrada diferenca
significativa na propor¢cdo de massa ventricular imida e seca, indicando que
este aumento de massa nao ocorre devido a movimentacao de liquido para o
interior das células. Também nado foram observadas alteragdes nas medicdes
de proteinas totais e aumento na concentracao de miofibrilas durante o periodo
de digestdo. Apesar disso, foi registrado um aumento na expressdo de mRNA
para cadeias pesadas de miosina cardiaca. Os autores concluem que a
hipertrofia ventricular nestes animais ocorre a fim de melhorar o transporte de
oxigénio visando suprir a demanda metabdlica alterada pela digestdo
(ANDERSEN et al., 2005) e poderia explicar a tendéncia de aumento de até
50% no volume de ejecéo sistolico observado em P. molurus analisadas a 30°C
(SECOR et al., 2000).

Em mamiferos, ao menos aparentemente, a hipertrofia cardiaca é
acompanhada por um aumento na contratilidade do miocardio (GOODKIND et
al., 1974), tendo aumentada a atividade da SERCA, otimizando a ciclagem de
calcio (LIMAS, 1978); e aumentada atividade da miosina ATPase estimulada
pelo Ca®* nas proteinas contrateis (BANERJEE & MORKIN; 1977). Assim, o
processo de hipertrofia observado por Andersen et al. (2005) leva a crer que,
em répteis, o aumento da massa ventricular € desencadeado da mesma forma
que em mamiferos. Seria esperado que um aumento da magnitude de até 44
vezes na taxa metabdlica padrdo de serpentes (como ocorre em decorréncia
da digestdo de alimento equivalente a 100% de sua massa corpérea) levaria ao
aumento da pressdo ventricular sistolica e uma sobrecarga de volume,

aumentando a tensdo na parede dos sarcomeros, levando a um estiramento
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das fibras musculares (LAKS et al., 1974). Esse tipo de estresse parece causar
a ativacao de um aparato genético dos midcitos, resultando em um aumento na
sintese de acidos nucléicos (FANBURG & POSNER, 1968; MORKIN &
ASHFORD, 1968), proteinas (SCHREIBER et al., 1966) e miosinas, e induz a
sintese de novas miosinas isozimas (FLINK & MORKIN, 1977; FLINK et al.,
1979; SCHWARTZ et al., 1978) que caracterizam a hipertrofia das fibras
musculares.

Aparentemente, a diferenca entre a hipertrofia cardiaca
encontrada em mamiferos e répteis encontra-se no tempo de conclusdo do
processo. Em mamiferos, toda a organizacéo e estruturacdo para a formacéo
de mais tecido, a conclusdo do processo e sua regressdo completa pode
demorar semanas ou até meses (MORGAN et al.; 1987). Em serpentes, no
entanto, o crescimento ventricular foi observado apenas 48 horas apds a
ingestdao do alimento e 28 dias depois, o 6rgdo estava novamente no seu
tamanho normal (ANDERSEN et al; 2005).

Por outro lado, em uma situacdo oposta, como quando o
organismo encontra-se debilitado por uma situagcdo adversa como 0 jejum
prolongado, pode ocorrer uma diminuigdo na massa do coracao, principalmente
na massa do ventriculo esquerdo em alguns mamiferos. Algumas disfuncdes
decorrentes do jejum sao transitorias e desaparecem apoés realimentacdo, mas
algumas podem permanecer dependendo da duracéo da privacéo e do estado
nutricional (manutencdo de proteinas e minerais) do organismo (FISLER,
1992).

As Cascavéis Sul-americanas, no entanto, parecem ser bastante
resistentes a privacdo alimentar, porém pouco se sabe sobre os efeitos que
isso pode causar no coragdo. Em tal processo, o coragdo deve permanecer até
certo ponto integro em sua capacidade funcional contratil, principalmente para
poder suprir um aumento de demanda metabdlica relacionada ao aumento de
atividade para captura da presa ou digestdo. Isto seria essencial no momento
da realimentacdo, quando a taxa metabdlica eleva-se logo apds a ingestdo da
presa, antes mesmo dos nutrientes serem digeridos e absorvidos. Estudos

sobre da contratilidade miocardica neste grupo podem elucidar varios dos
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mecanismos importantes para ajustes funcionais contrateis em situacdes de
extremos metabdlicos.

Assim, temos o interessante quadro onde se observa que durante
o SDA, para digerir grandes presas, € necessario um aumento metabdlico
maior que o proporcionado pelo exercicio forcado e este perdura por Varios
dias. Durante o jejum prolongado, haveria reducdo gradual da capacidade
contratil do miocardio, porém isso aparentemente ndo acontece, ou ao menos
parece ser retardado em repteis. Desta forma, o presente trabalho investigou
0s aspectos funcionais contrateis do musculo cardiaco em serpentes da
espécie Crotalus durissus terrificus, grupo que possibilitaria o estudo de

situacdes de extremos metabdlicos.
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9. OBJETIVO

Visto que pouco se sabe sobre o0s mecanismos adaptativos
envolvidos no acoplamento excitacdo-contracdo de répteis durante diferentes
regimes de alimentacdo, o presente trabalho buscou descrever estes ajustes
utilizando cascaveéis da espécie Crotalus durissus terrificus submetidas ao
jejum prolongado (n = 8; 707 £ 51 g), durante a digestdo (n = 8; 728 + 60 g) e
em periodo pés-absortivo (n = 8; 651 = 72 Q).

Tiras ventriculares dos trés grupos foram utilizadas para a
avaliacdo dos seguintes parametros, descritos no capitulo 1:

1. A existéncia de hipertrofia durante o pico de digestdo ou possivel
atrofia ventricular em decorréncia do jejum prolongado, quando comparados
aos resultados obtidos para o periodo pés-absortivo.

2. O efeito do aumento da taxa de estimulagao sobre a for¢a de contracao
desenvolvida pelas tiras ventriculares nas diferentes condi¢cdes nutricionais e a
relacdo desses resultados com o acoplamento excitacdo-contracdo dos 3
grupos alimentares;

3. A determinagdo indireta da importancia do reticulo sarcoplasmatico
como fornecedor de célcio ao aparato contratil, através da comparacdo da
forca de contracéo obtida na presenca ou auséncia de rianodina e verificar se
ha diferenca na funcionalidade reticular relacionada ao regime de alimentacao;

4. A determinacédo da capacidade de estoque intracelular de Ca** durante
pausas diastolicas prolongadas (5 min), por meio da medida do
desenvolvimento de forca da primeira contragcdo ap0s 0 repouso nos 3 grupos
avaliados, em solucédo fisiologica controle, solucdo contendo litio e solucéo
contendo rianodina;

5. A determinagcdo da capacidade maxima de desenvolvimento de forca
pelo musculo cardiaco por meio da adicdo de concentracfes crescentes de
adrenalina nos trés grupos experimentais e avaliar se ha diferenca entre eles;

6. A verificacdo da importancia do trocador Na*/Ca* (NCX) no manejo de

calcio da espécie em relacdo a condicdo alimentar do animal.
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10. MATERIAL E METODOS.

10.1. Preparagoes Experimentais

Todos os animais utilizados foram cedidos pelo Jacarezéario do
Departamento de Zoologia da UNESP, campus de Rio Claro - SP.

Como descrito no capitulo 1, com cerca de 7 dias de
antecedéncia dos experimentos, 0s animais foram transportados do
Jacarezario, UNESP -Rio Claro, onde estavam sendo mantidos para o
Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa da UFSCar. Ali foram
mantidos nas mesmas condi¢cfes, em sala climatizada a 30°C e fotoperiodo
natural.

O grupo Pés-absortivo foi descrito no capitulo anterior. O grupo
Digestédo foi alimentado regularmente (1 camundongo a cada 15 dias). A ultima
alimentacdo dos animais foi realizada 34 horas antes do inicio dos
experimentos, para que o coracdo fosse obtido durante o pico de digestédo
(ANDRADE, 1997). Para obter o SDA, foram oferecidos ratos Wistar adultos
obtidos no Biotério Central da UFSCar, com massa equivalente a 30% da
massa de cada serpente.

O grupo em jejum foi mantido em privacao total de alimento, com
livre acesso a agua. Previamente, os animais desse grupo foram inicialmente
pesados e alimentados para garantir a mesma condi¢cao alimentar para todos
antes do experimento. Nesse grupo, foi realizado o monitoramento da perda de
massa corporea por meio de pesagens a cada 20 dias até que fosse registrada
perda de 30% da massa corpOrea ou que se completasse um ano de privacao
alimentar.

As preparagfes experimentais, confec¢cao das tiras ventriculares,
equipamentos e softwares utilizados estao descritos no capitulo 1. Desta forma,
em todos os protocolos foram avaliados os valores de parametros como forca
de contragao (Fc), tempo para o pico de for¢ca (TPT), tempo para a metade do
relaxamento (THR), taxa de contracdo (velocidade de contracdo) e taxa de

relaxamento (velocidade de relaxamento). Todos os procedimentos in vitro
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foram realizados a 30°C. Dessa forma, durante o pico de digestdo e apds o
jejum prolongado, foram investigados:

e Efeito do tempo experimental.

e Tensao pos-pausa

e Aumento da frequéncia de estimulacéo.

e Papel do calcio extracelular.

e Papel do trocador Na*/Ca®* (NCX).

e Efeito da adrenalina.

e Efeito da Rianodina.

10.2.Forma de Apresentagdo e Tratamento Estatistico dos
Resultados.

Os graficos iniciais mostram os dados brutos de todos os
parametros avaliados de forca de contracdo (mMN.mm™@), TPT (ms), THR (ms),
taxa de contragédo e relaxamento (mN/ms). A partir do teste de Rianodina, os
dados estéo ilustrados em porcentagem para melhor visualizacdo do efeito da
adicdo dos farmacos sobre a funcdo cardiaca e para melhor comparar os
resultados entre os regimes de alimentagao.

Os seguintes procedimentos estatisticos foram adotados para a
analise dos dados obtidos no presente estudo, utilizando-se o programa
Sigmaplot (Versao 11.0, Systat Sotware, Inc):

* Andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey-Kramer de
comparacdes multiplas, para verificar a existéncia de possiveis variagées na
massa relativa do ventriculo. As diferencas foram consideradas significativas
qguando valores de p foram <0,05.

« ANOVA Two-way seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, para
verificar a existéncia de possiveis variacdes em decorréncia da exposicao
aos farmacos e a comparacao entre 0s grupos experimentais. As diferencas

foram consideradas significativas quando valores de p foram <0,05.
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11. RESULTADOS

11.1. Hipertrofia Ventricular

Apesar de registros bibliograficos mostrando que em algumas espécies
de serpentes ocorre hipertrofia do musculo cardiaco, principalmente no
ventriculo, em funcdo do aumento metabdlico que ocorre durante a digestao,
esse fato ndo ocorre em cascaveél sul-americana. Ndo ha diferenca na massa
ventricular (massa do ventriculo em relagdo & massa corporea do individuo -
%) de cascavéis em diferentes regimes de alimentacdo. O grupo durante o pico
de digestédo (34 horas apés a ingestdo do alimento) ndo apresentou qualquer
hipertrofia em relacdo ao grupo Pds-absortivo (30 dias apds a alimentacao),
nem com o grupo Jejum (1 ano apoés a ultima alimentacgéo) (Fig. 2).

Da mesma forma, n&o foi observada diferenca quando
comparadas as massas relativas do coracdo inteiro (em relagdo a massa
corporea de cada individuo — Fig. 3). Dessa forma, pode-se afirmar que a
massa relativa do 6rgdo como um todo, &trio e ventriculo, ndo se altera em

funcdo do regime alimentar de cascaveéis sul-americanas.
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Figura 02. Massa ventricular em relacdo massa total em trés grupos de cascavéis, C. durissus
(n = 8 em cada grupo): Jejum (Cinza Claro), Pds-absortivo (Preto), Digestao (Cinza Escuro). Os
dados sdo media £+ EPM (ANOVA OneWay, Tukey p<0,05).
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Figura 03. Massa coragdo em relagdo massa total em trés grupos de cascavéis, C. durissus (n
= 8 em cada grupo): Jejum (Cinza Claro), Pés-absortivo (Preto), Digestdo (Cinza Escuro). Os
dados sdo media £+ EPM (ANOVA OneWay, Tukey p<0,05).
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11.2. Relagao Forga-Frequéncia: Comparagao entre Forca da Base
e Apice Ventricular em Diferentes Regimes de Alimentagao.

A diferenca na capacidade de geracédo de tensdo, bem como nos
parametros de tempo e velocidades, em todas as frequéncias de estimulacdo
testadas em tiras da regido do apice e base ventricular, apresentadas no
capitulo 1 em animais em regime pos-absortivo, ndo se alteram de acordo com
o regime alimentar dos animais. Esta caracteristica também esta presente em
todos os parametros medidos em animais submetidos ao jejum prolongado ou
durante o pico de digestéao.

A forca de contracdo gerada pelas tiras do apice ventricular foi
significativamente menor do que a gerada pela base ventricular em todas as
frequéncias de estimulagdo testadas experimentalmente. Apesar dessa
diferenga, a geragdo de tensdo nas diferentes regides do ventriculo ndo é
alterada pelo regime de alimentacdo dos animais (Fig. 4A e 4B). E possivel
perceber que em tiras da base ventricular, a forca de contracdo obtida nos 3
regimes alimentares sdo as mesmas em toda a escala de frequéncias
estimulatorias testadas. Apenas o retorno imediato a frequéncia inicial de 0,2
Hz é significativamente maior no grupo submetido ao jejum prolongado (Fig.
4A). As tiras do apice ventricular ndo apresentaram diferenca significativa entre
0S grupos em todas as frequéncias testadas, incluindo o retorno a 0,2 Hz.

Apesar do jejum ndo causar nenhuma alteracdo aparente no
desempenho de forc¢a, as tiras tanto do apice quanto da base ventricular ndo se
contrairam de forma regular em frequéncias maiores do que 1,6 Hz, enquanto
0s grupos Pos-absortivo e Digestdo mostraram perfeito funcionamento até a
frequéncia de 2,0 Hz (Fig. 4A e 4B). O tempo para o pico de forga foi menor no
grupo Digestao na frequéncia inicial de 0,2 Hz, quando comparado aos outros
dois grupos em tiras proximas a base ventricular (Fig. 5A). Com o aumento
crescente na frequéncia de estimulagdo, ha um decréscimo significativo no TPT
dos 3 grupos analisados, ndo havendo, no entanto, qualquer diferenca entre
eles. Apenas o retorno imediato a 0,2 Hz apresentou diferenca entre 0os grupos,
quando foi observado que o Jejum apresenta o maior TPT e o grupo Digestéo o

menor quando comparado aos demais grupos (Fig. 5A).
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Com relagéo as tiras proximas ao apice ventricular, o decréscimo
gradual no TPT em funcdo do aumento na frequéncia estimulatoria também
esta presente nos 3 grupos, sendo que ndo ha diferenca entre eles a partir de
0,4 Hz. Na frequéncia inicial, o grupo Jejum apresentou um TPT maior do que o
registrado no grupo Digestéo (Fig. 5B).

O tempo para a metade do relaxamento (THR) nas tiras da base
ventricular mostra-se diferente no grupo Jejum em relacdo ao grupo Digestao
entre as frequéncias de 0,8 Hz - 1,4 Hz (Fig. 6A). O decréscimo gradual com o
aumento da frequéncia estimulatéria estd presente nos 3 grupos e é
significativamente menor do que a frequéncia inicial ja em 0,4 Hz (Fig. 6A).
Com o retorno a 0,2 Hz, o grupo Digestdao apresentou um THR menor
comparado aos demais grupos. Nas tiras proximas ao apice, o grupo Digestédo
apresentou um THR maior quando comparado aos demais grupos entre as
frequéncias de 0,2 a 0,6 Hz (Fig. 6B). H4A um decréscimo com o aumento na
frequéncia estimulatoria em relacdo ao valor inicial a partir de 0,6 Hz nos
grupos Jejum e Digestéao, e de 0,4 Hz no grupo Pds-absortivo (Fig. 6B).

A velocidade de contracdo (taxa de contragéo) dos grupos néao se
altera com o aumento na frequéncia de estimulacdo e também n&o foi
registrada diferenca entre os regimes de alimentacdo nas tiras da base
ventricular (Fig. 7A). Em tiras proximas ao apice, por outro lado, a velocidade
de contracdo foi menor nos grupos Jejum e Digestdo quando comparados ao
grupo Pés-absortivo em todas as frequéncias testadas (Fig. 7B).

A taxa de relaxamento das tiras proximas a base também néo
apresentou alteracdo com o aumento da estimulacdo das tiras, sendo que o
valor inicial se manteve em todas as frequéncias testadas nos grupos Jejum e
Digestdo, sendo alterado apenas na frequéncia de 2,0 Hz no grupo Poés-
absortivo (Fig. 8A). A diferenca entre 0s grupos est4 presente apenas na
frequéncia inicial de 0,2 Hz, onde foi registrada uma velocidade de relaxamento
menor no grupo Digestdo quando comparado ao grupo Pds-absortivo (Fig. 8A).
Nas tiras do apice ventricular, o grupo Pds-absortivo foi mais elevado do que o
registrado nos grupos Digestdo e Jejum, apresentando uma a velocidade de
relaxamento maior (Fig. 8B). Assim como acontece na base, 0 aumento da

frequéncia de estimulacdo ndo causa reducdo na velocidade de relaxamento
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nas tiras proximas ao apice ventricular de nenhum dos grupos testados (Fig.
8B).
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Figura 04. Forcas de contragdo (mN/mmz) registradas durante o continuo aumento na
estimulagdo de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestdo n=20, Poés-
absortivo n=21) e apice (Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28, Pds-absortivo n=24) de
cascavél, C. durissus, durante o periodo Pds-absortivo (¢), Digestéo (1) e Jejum (A). Os valores
sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre os grupos em uma mesma frequéncia de
estimulagao. A auséncia das mesmas indica que ndo ha diferenca entre os trés grupos. Os
simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagdo ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do
mesmo grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 05. Valores de TPT (ms) registradas durante o continuo aumento na estimulacdo de
tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestdo n=20, Pés-absortivo n=21) e apice
(Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28, Pds-absortivo n=24) de cascavél, C. durissus, durante
o periodo Pés-absortivo (0), Digestao () e Jejum (A). Os valores sdo media + EPM. As letras
indicam a diferenca entre os grupos em uma mesma frequéncia de estimulacdo. A auséncia
das mesmas indica que ndo ha diferenca entre os trés grupos. Os simbolos abertos indicam
diferenca significativa em relacdo ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do mesmo grupo (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 06. Valores de THR (ms) registradas durante o continuo aumento na estimulacdo de
tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestdo n=20, P4s-absortivo n=21) e pice
(Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28, Pds-absortivo n=24) de cascavél, C. durissus, durante
o periodo Pés-absortivo (0), Digestao () e Jejum (A). Os valores sdo media + EPM. As letras
indicam a diferenca entre os grupos em uma mesma frequéncia de estimulacdo. A auséncia
das mesmas indica que ndo ha diferenca entre os trés grupos. Os simbolos abertos indicam
diferenca significativa em relacdo ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do mesmo grupo (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 07. Valores de Taxa de Contracdo (mN/ms) registradas durante o continuo aumento na
estimulacdo de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestdao n=20, Pés-
absortivo n=21) e apice (Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28, Pds-absortivo n=24) de
cascavél, C. durissus, durante o periodo Pés-absortivo (0), Digestao ([J) e Jejum (A). Os valores
sdo media + EPM. As letras indicam a diferenga entre os grupos em uma mesma frequéncia de
estimulacdo. A auséncia das mesmas indica que nao ha diferenca entre os trés grupos. Os
simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacéo ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do
mesmo grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 08. Valores de Taxa de Relaxamento (mN/ms) registradas durante o continuo aumento
na estimulacdo de tiras ventriculares de base (Figura A; Jejum n= 31, Digestdo n=20, Pds-
absortivo n=21) e 4pice (Figura B; Jejum n= 14, Digestdo n=28, Pds-absortivo n=24) de
cascavél, C. durissus, durante o periodo Pés-absortivo (0), Digestao () e Jejum (A). Os valores
sdo media + EPM. As letras indicam a diferenca entre os grupos em uma mesma frequéncia de
estimulacao. A auséncia das mesmas indica que ndo ha diferenca entre os trés grupos. Os
simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacéo ao valor inicial de 0,2 Hz dentro do
mesmo grupo (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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11.3. Participagao do Reticulo Sarcoplasmatico no Ciclo Cardiaco:

Apesar da diferenca de desempenho contratil registrada entre as
tiras proximas ao apice e a base ventricular, o decréscimo percentual
registrado pelo aumento gradual na frequéncia de estimulagdo de ambas as
regibes do ventriculo ndo apresentou diferenca significativa em nenhum dos
grupos testados. Isso € um indicativo de que o comportamento das tiras e 0
processo de ciclagem de célcio sdo similares em ambas as regides do
ventriculo. Dessa forma, os grupos apice e base foram unidos para as demais
analises e consideracfes. Os dados foram apresentados em porcentagem e
nao mais em dados brutos, como ilustrado anteriormente.

A fim de testar a funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico no
ventriculo de cascavél sul-americana em diferentes regimes alimentares, as
tiras ventriculares dos trés grupos estudados foram expostas a solucao
contendo rianodina e os resultados obtidos estéo ilustrados abaixo. Em todos
0s grupos, a forca de contracdo das tiras caiu significativamente apos a
exposicdo ao farmaco quando comparados a situagdo controle de cada grupo.
Nos grupos Pdés-absortivo e Digestdo, esta queda na forga de contragdo na
frequéncia inicial de 0,2 Hz foi de cerca de 40% e no grupo Jejum a queda foi
de 20%. Com o aumento na frequéncia de estimulacdo das fibras, foi
observado o mesmo efeito “escada negativo” descrito na situacao controle,
sendo que nos grupos Jejum e Digestdo esta queda passa a ser significativa
em relacdo ao valor inicial apenas na ultima frequéncia testada de 1,6 Hz e 2,0
Hz, respectivamente (Fig. 9A e B), enquanto que no grupo Pds-absortivo, essa
reducdo passa a ser significativa em 1,4 Hz (Fig. 9C).

Na figura 9D esta ilustrada a comparacdo de capacidade de
geracdo de tensdo entre os diferentes regimes de alimentagcdo. E possivel
perceber que nas frequéncias de 0,6 e 0,8 Hz, o grupo Digestédo apresentou um
desempenho maior de geracao de tensdo quando comparado aos outros dois
grupos. Nas demais frequéncias, os valores se igualam entre os grupos, nao
havendo qualquer diferenca entre eles até o retorno imediato de 0,2 Hz. Nesse
momento, 0 grupo Jejum apresenta forca relativamente maior do que a dos

outros dois grupos.
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Apbs o bloqueio do reticulo sarcoplasmaético, foi observado que o
grupo submetido ao jejum apresenta uma maior capacidade de gerar tenséo
quando comparada ao grupo Pds-absortivo entre as frequéncias de 0,6 Hz e
0,8 Hz. Ao atingir a frequéncia de 1,0 Hz, a forca de contracdo do grupo
Digestédo de iguala ao grupo Jejum e ambos mostraram-se mais elevados do
gue os valores registrados no grupo Pés-absortivo até 1,2 Hz. ApOs esta
frequéncia, os valores se igualam entre os grupos, ndo havendo diferenca
significativa entre eles (Fig. 9E). O retorno imediato a 0,2 Hz também mostra
qgue as tiras do Jejum e Digestdo se recuperam mais rapido do aumento na
estimulacdo do que tiras do grupo Pds-absortivo.

Na figura 10, pode-se observar os valores de tempo para a
contracdo nos diferentes grupos alimentares, antes e depois da exposicédo a
rianodina. Apesar da reducdo significativa na forca de contracdo apds o
blogueio do reticulo sarcoplasmatico nos 3 grupos analisados, ndo ha diferenca
nos valores de TPT em relacdo ao controle nos grupos Digestdo e Jejum, em
nenhuma das frequéncias avaliadas (Fig. 10A e B). No grupo Pos-absortivo, o
TPT é mais elevado nas tiras expostas a rianodina entre as frequéncias de 0,2
Hz - 1,0 Hz (Fig. 10C). Comparando a situagéo controle dos 3 grupos, pode-se
notar que nas frequéncias de 0,8 Hz, 1,8Hz e 2,0 Hz, o TPT do grupo Digestéo
€ significativamente maior do que o registrado no grupo Pds-absortivo. Nas
frequéncias de 1,0 e 1,2Hz, o TPT da digestdo é maior do que 0s outros dois
grupos estudados (Fig. 10D). Sob o efeito da rianodina, € possivel observar a
diferenca entre os grupos nas frequéncias de 0,2 Hz, 0,6 Hz, 0,8 Hz e no
retorno a frequéncia inicial, onde o TPT do grupo Pos-absortivo € maior que o
registrado nos outros dois grupos (Fig. 10E).

O tempo para a metade do relaxamento (THR) no grupo Jejum
reduziu-se significativamente apos a exposi¢do a rianodina em quase todas as
frequéncias testadas (Fig. 11A). Esta reducdo também esta presente no grupo
Digestédo e Pds-absortivo nas duas frequéncias iniciais 0,2 e 0,4 Hz (Fig. 11B e
C, respectivamente). Ao comparar a situagcdo controle dos 3 grupos, foi
possivel observar que o THR do grupo Digestdo é significativamente menor
que o dos grupos Pds-absortivo e Jejum em grande parte das frequéncias

testadas (Fig. 11D). Apds a utilizacdo da rianodina, os valores de THR se
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igualam entre os 3 grupos, havendo diferenca significativa apenas na
frequéncia de 1,0 Hz, onde o grupo Digestédo é mais elevado do que os demais
(Fig. 11E).

A reducdo na forca de contracdo de todos 0s grupos apos o
blogueio do RS em relacdo a solucdo controle somada ao fato do TPT nédo se
alterar nas duas situagdes, indicam que ha uma alteracdo na velocidade com
que as fibras contraem nas duas situacfes. Na figura 12 estéo ilustrados os
valores de taxa de contracdo comparando a situacao controle com o bloqueio
pela rianodina nos 3 grupos estudados. E possivel verificar que em todos eles,
h& uma significativa redugcéo na velocidade de contracdo em todos 0s grupos e
em todas as frequéncias de estimulacdo (Fig. 12A, B e C). Ao comparar 0s
dados controle dos 3 grupos, néo foi encontrada diferenca entre 0s grupos nem
na frequéncia inicial de 0,2 Hz e nem com o aumento gradual da estimulacdo
(Fig. 12D). Apoés a o bloqueio do RS, a reducédo da velocidade foi a mesma
entre os grupos, ndo sendo observada diferenca entre eles (Fig. 12E).

A velocidade de relaxamento também foi reduzida em todos os
grupos, em todas as frequéncias de estimulacdo, ap0s a utilizacédo da rianodina
(Fig. 13A, B e C). No entanto, ao comparar a situacao controle dos 3 grupos,
pode-se perceber que a velocidade de relaxamento durante a Digestdo é
significativamente maior quando comparada aos grupos Jejum e Pds-absortivo,
em grande parte das frequéncias analisadas (Fig. 13D). ApGs a exposi¢cao ao

farmaco, a velocidade de relaxamento se iguala entre os grupos (Fig. 13E).
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Figura 09. Relacéo forga-frequéncia (% de alteragéo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucao controle (Controle — linha inteira) e com rianodina (Rianodina — linha pontilhada), nos 3
diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestédo (! - Figura B) e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados acima a
comparacao dos 3 grupos em solucdo controle (Figura D) e a comparacao apos o efeito da
droga (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a forca de
contragdo registrada na solugdo controle e ap6s o bloqueio do RS pela exposi¢édo a rianodina
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em
relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solugéo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e apos a exposicao a
rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 10. Valores de TPT (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle — linha inteira) e com rianodina (Rianodina — linha pontilhada), nos 3
diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestéo (! - Figura B) e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados acima a
comparacao dos 3 grupos em solucdo controle (Figura D) e a comparacao apos o efeito da
droga (Figura E). Os valores sédo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a forga de
contracgao registrada na solugdo controle e apés o bloqueio do RS pela exposi¢do a rianodina
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forga em
relacéo ao valor inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e aplds a exposicdo a
rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 11. Valores de THR (% de alteracao) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle — linha inteira) e com rianodina (Rianodina — linha pontilhada), nos 3
diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestéo (U - Figura B) e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados acima a
comparacao dos 3 grupos em solugdo controle (Figura D) e a comparagdo apos o efeito da
droga (Figura E). Os valores séo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a forga de
contragdo registrada na solugdo controle e apés o bloqueio do RS pela exposi¢édo a rianodina
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em
relacao ao valor inicial no mesmo grupo e solugéo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e apds a exposi¢cdo a
rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 12. Valores de Taxa de Contracéo (% de alteracao) de tiras ventriculares de C. durissus
em solucdo controle (Controle — linha inteira) e com rianodina (Rianodina — linha pontilhada),
nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura
A), Digestéo (U - Figura B) e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados acima a
comparacdo dos 3 grupos em solugdo controle (Figura D) e a comparacédo apds o efeito da
droga (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a forca de
contracgdo registrada na solugdo controle e apés o bloqueio do RS pela exposi¢do a rianodina
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em
relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e apds a exposicdo a
rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 13. Valores de Taxa de Relaxamento (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucdo controle (Controle — linha inteira) e com rianodina (Rianodina — linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum
(A - Figura A), Digestéo (1 - Figura B) e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados
acima a comparagdo dos 3 grupos em solugdo controle (Figura D) e a comparacdo apds o
efeito da droga (Figura E). Os valores sdo media £ EPM. O sinal * indica diferenga entre a for¢a
de contracdo registrada na solucdo controle e apés o bloqueio do RS pela exposicdo a
rianodina em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de
forca em relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca
encontrada na geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e apés a
exposi¢ao a rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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11.4.Importancia do trocador Na*/Ca** (NCX) na Ciclagem de
Calcio:

Visando avaliar a importancia do trocador Na‘/Ca?* (NCX) na
ciclagem de célcio para a contragdo do midcito cardiaco de cascavél, a solugéo
fisiologica foi alterada sendo o NaCl substituido por LiCl, na mesma
concentracdo. Com o bloqueio do NCX, hd um aumento na forca de contracéo
do grupo Jejum na frequéncia inicial de 0,2 Hz que, com o aumento na
frequéncia estimulatéria, desaparece e a Fc passa a ser menor do que a
registrada em situacdo controle (Fig. 14A). Nos grupos Digestdo e Pés-
absortivo também foi observada uma reducdo na Fc com 0 aumento na
frequéncia estimulatoria (Fig. 14B e C). Além disso, foi observado que as tiras
ventriculares do grupo Pds-absortivo e Jejum ndo mantiveram a estabilidade de
contragcdo em frequéncias maiores do que 0,8 Hz, enquanto o grupo Digestéo
mostrou-se estavel até 1,0 Hz (Fig. 14A, B e C).

A comparacdo entre 0s 3 grupos em solu¢do controle mostrou
que a capacidade de geracdo de tensdo é maior no grupo Digestdo nas
frequéncias de 0,6 e 0,8 Hz. Em frequéncias maiores, 0s valores se igualam e
ndo é possivel encontrar qualquer diferenca entre os regimes de alimentacéo
(Fig. 14D). ApOGs a exposicao ao litio, o grupo Jejum apresentou Fc maior do
que a registrada no grupo Pos-absortivo na frequéncia inicial de 0,2 Hz. Com o
aumento na frequéncia de estimulagcéo, a queda na geracao de tenséo iguala
os valores entre 0s grupos até o retorno a frequéncia inicial (Fig. 14E).

Com a reducéo na Fc, também foi observado uma reducdo nos
valores de tempo para pico de contracao (Fig. 15). Em todos os 3 grupos foi
possivel observar uma reducdo no TPT ja na frequéncia inicial de 0,2 Hz em
relacdo a situacdo controle, e esta caracteristica se mantém com o aumento
estimulatério (Fig. 15A, B e C). A comparacédo entre os valores de solucéo
controle entre os 3 grupos esta ilustrada na figura 14D, onde € possivel
observar que nas frequéncias de 0,8 Hz, 1,8 Hz e 2,0 Hz, o TPT do grupo
Digestdo € significativamente maior do que o registrado no grupo POs-
absortivo, e nas frequéncias de 1,0 e 1,2 Hz, o TPT da Digestdo € maior do que

os outros dois grupos estudados. Apds o bloqueio do NCX, as diferencas de
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TPT entre os grupos desaparecem e em todas as frequéncias testadas foi
obtido o mesmo TPT para os 3 grupos (Fig.15E).

ApOs o0 bloqueio do trocador, também foram observadas
alteracbes no tempo para a metade do relaxamento da célula (THR). Nas
figuras 16A, B e C, é possivel perceber que nos grupos jejum e digestdo ha um
significativo aumento no THR em solugcdo controle em todas as frequéncias
testadas. No grupo Pdés-absortivo, no entanto, ndo ha qualquer alteracdo em
relacdo aos valores obtidos antes do bloqueio do trocador. Ao comparar a
situacdo controle dos 3 grupos, pode-se observar que o grupo Digestao é
significativamente menor do que o grupo pos absortivo em grande parte das
frequéncias testadas (Fig. 16D). O grupo Jejum, por sua vez, € semelhante a
ambos 0s grupos, mostrando-se maior do que o grupo Digestdo na frequéncia
de 1,0 Hz e durante o retorno a 0,2 Hz (Fig. 16D). Apds o bloqueio do trocador,
a comparacdo entre os 3 regimes alimentares mostra que 0sS grupos Jejum e
Digestdo apresentam valores de THR maiores do que os registrados no grupo
Pds-absortivo de 0,2 Hz - 0,6 Hz (Fig. 16E).

O bloqueio do trocador também resultou em alteragbes na
velocidade de contragdo das tiras. E observado um significativo aumento na
velocidade de contracdo no grupo Jejum nas frequéncias de 0,2 e 0,4 Hz e
essa velocidade reduz significativamente em relacdo a situacdo controle na
frequéncia de 0,8 Hz (Fig. 17A). No grupo Digestdo, também foi possivel
observar um aumento na velocidade de contracdo na frequéncia inicial de 0,2
Hz apls a exposi¢do ao litio no grupo Digestdo. Em frequéncias maiores, a
velocidade diminui consideravelmente em relacdo ao controle (Fig. 17B). No
grupo Pdés-absortivo, ndo foi registrado um aumento na for¢ca de contracdo com
0 bloqueio do trocador. O aumento na estimulacdo causou apenas uma
significativa reducdo da velocidade em relacdo ao controle (Fig. 17C). Ao
comparar os dados controle dos 3 grupos, nao foi encontrada diferenca entre
0s grupos em nenhuma das frequéncias testadas experimentalmente (Fig.
17D). No entanto, apds o bloqueio do trocador, a velocidade de contracdo do
grupo Jejum foi superior aquela registrada no grupo Pds-absortivo na

frequéncia de 0,2 Hz. Em frequéncias maiores a velocidade se iguala entre os
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grupos e nao foi encontrada diferenca entre os regimes de alimentacdo (Fig.
17E).

Ao contrario do que acontece com a taxa de contracdo, a taxa de
relaxamento, apdés a exposicao ao litio, apresentou uma significativa reducao
em todos 0s grupos e em todas as frequéncias testadas (Fig. 18A, B e C). A
figura 18D ilustra a comparagdo dos 3 regimes alimentares em situacao
controle e nela, é possivel notar que a velocidade de relaxamento durante a
Digestéo é significativamente maior quando comparada ao grupo Jejum e P0os-
absortivo, em grande parte das frequéncias analisadas (Fig. 18D). Essa
diferenca desaparece apdés a utilizacdo do litio e bloqueio do trocador, onde
nao foi observada diferenca na velocidade de relaxamento entre os grupos
(Fig. 18E).
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Figura 14. Relacéo forga-frequéncia (% de alteracéo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucao controle (Controle — linha inteira) e com LiCl (Litio — linha pontilhada), nos 3 diferentes
regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestdo (7 -
Figura B) e P4s-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparacéo dos 3
grupos em solucdo controle (Figura D) e a comparacdo apds o efeito da droga (Figura E). Os
valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a for¢a de contracdo registrada na
solugdo controle e apds o blogueio do NCX em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos
indicam a diferenca significativa de forca em relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solugéo.
As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3 regimes de
alimentacéo testados antes e ap0s a exposic¢ao a rianodina. (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 15. Valores de TPT (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle — linha inteira) e com LIClI (Litio — linha pontilhada), nos 3 diferentes regimes
alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestéo (L - Figura B)
e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados acima a comparagéo dos 3 grupos em
solucéo controle (Figura D) e a comparagao apo6s o efeito da droga (Figura E). Os valores sédo
media =+ EPM. O sinal * indica diferenca entre a forca de contracdo registrada na solucdo
controle e apés o bloqueio do NCX em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a
diferenca significativa de forca em relacao ao valor inicial no mesmo grupo e solucéo. As letras
indicam a diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentagéo
testados antes e apds a exposicdo ao litio (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 16. Valores de THR (% de alteracao) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle — linha inteira) e com LIClI (Litio — linha pontilhada), nos 3 diferentes regimes
alimentares testados ao longo dos experimentos Jejum (A - Figura A), Digestédo (U - Figura B)
e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados acima a comparagéo dos 3 grupos em
solucéo controle (Figura D) e a comparagao apo6s o efeito da droga (Figura E). Os valores séo
media =+ EPM. O sinal * indica diferenca entre a forca de contracdo registrada na solucdo
controle e apés o bloqueio do NCX em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a
diferenca significativa de forca em relacao ao valor inicial no mesmo grupo e solucéo. As letras
indicam a diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentagéo
testados antes e apds a exposicdo ao litio (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 17. Valores de Taxa de Contracéo (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus
em solugdo controle (Controle — linha inteira) e com LiCl (Litio — linha pontilhada), nos 3
diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestao (U - Figura B) e Pés-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a
comparagéo dos 3 grupos em solugdo controle (Figura D) e a comparacédo apds o efeito da
droga (Figura E). Os valores sdo media £ EPM. O sinal * indica diferenca entre a forca de
contracao registrada na solucéo controle e apés o bloqueio do NCX em cada grupo alimentar.
Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relacdo ao valor inicial no
mesmo grupo e solucao. As letras indicam a diferenca encontrada na geracao de forca entre os

3 regimes de alimentacdo testados antes e apds exposicdo ao litio (ANOVA TwoWay, SNK,
p<0,05).
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Figura 18. Valores de Taxa de Relaxamento (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucao controle (Controle — linha inteira) e com LIiCl (Litio — linha pontilhada), nos
3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos Jejum (A - Figura A),
Digestao (U - Figura B) e Pés-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a
comparagdo dos 3 grupos em solugdo controle (Figura D) e a comparacdo apds o efeito da
droga (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a forgca de
contracao registrada na solucéo controle e apés o blogueio do NCX em cada grupo alimentar.
Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relacdo ao valor inicial no
mesmo grupo e solucao. As letras indicam a diferenca encontrada na geracao de forca entre os
3 regimes de alimentacdo testados antes e apds a exposicéo ao litio (ANOVA TwoWay, SNK,
p<0,05).



Dissertagdo de Mestrado — Capitulo 2 | 105

11.5. Importancia do Calcio Extracelular:

Para avaliar uma possivel relacdo entre a dependéncia do calcio
extracelular e o regime alimentar e suas consequentes alteracbes metabdlicas,
as tiras ventriculares dos 3 grupos estudados foram submetidas ao aumento
continuo da concentracdo de célcio presente na solugdo fisiologica. Nestas
condicbes, foi observado um aumento na Fc acompanhando o aumento na
concentracdo de calcio. No grupo Pds-absortivo foi observado um aumento
significativo em 4 mM de célcio na solugéo, e esse aumento é maximo em 6
mM. Em concentracfes maiores, a Fc apenas se mantém. No grupo Digestéo,
0 aumento na capacidade de geracdo de tensao foi maior e continuo seguindo
até a concentracdo mais alta de 10 mM. O grupo Jejum, por outro lado,
apresentou 0 mesmo aumento na geracado de tensdo, porém este nédo foi
sustentado em concentracées acima de 6 mM, retornando entdo aos valores
iniciais obtidos na concentracdo controle de 2 mM. Isso demonstra a diferenca
significativa em relagcdo aos outros dois grupos. Em 10 mM de célcio, a Fc
entre 0s 3 grupos passa a ser diferente, sendo que durante a Digestao a Fc é
significativamente maior e durante o Jejum é menor do que 0s demais grupos
(Fig. 19).

O tempo para o pico de forca também se altera com o0 aumento na
concentracdo de calcio na solucéo fisiologica. Os grupos Digestdo e Pos-
absortivo apresentaram uma reducéo no TPT a partir da concentracao de 6 mM
em relacdo ao valor inicial de cada grupo. Esta queda se mantém até a maior
concentracéo testada de 10 mM. No grupo Jejum, por outro lado, esta queda
no tempo para o pico de forca foi mais acentuada e ja foi significativa na
concentracdo de 4 mM. A comparagdo entre 0s 3 grupos, mostrou que o TPT
durante o jejum € menor do que nos outros dois grupos ao longo do aumento
na concentracdo de calcio (Fig. 20). Esta variagdo também esta presente nos
valores de THR dos grupos digestdo e pés-absortivo. Em 4 mM, ha um
aumento no THR destes dois grupos, sendo que com 0 aumento da
concentracéo de calcio o THR do grupo Pds-absortivo se mantém. O valor de
THR no do grupo Digestdo se reduz, retornando ao valor inicial em 6 mM e

continua a ser reduzido em 8 e 10 mM de célcio na solugdo. O grupo Jejum
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ndo apresentou variagdo no THR com o aumento da concentracdo de ions
calcio na solugcédo. Ao comparar 0os 3 grupos, é possivel observar que em 4 mM,
0s grupos digestao e pos-absortivo possuem um THR maior do que o jejum e
em 6 e 8 mM, os grupos jejum e digestdo sdo significativamente menores do
gue o grupo Pds-absortivo. Em 10 mM, os trés grupos séo diferentes entre si
(Fig. 21).

O incremento de célcio também resultou em um significativo
aumento na velocidade de contracdo das tiras nos 3 regimes alimentares
testados. S6 foi observada diferenca entre os grupos na concentracdo de 10
mM, onde a taxa de contracdo do grupo durante a digestdo foi
significativamente maior do que o obtido nos outros dois grupos (Fig. 22). A
velocidade de relaxamento dos trés grupos também acompanhou o aumento
na concentracdo de calcio. Os grupos Jejum e Pds-absortivo apresentaram
aumento na taxa de relaxamento em relacdo ao valor inicial em 4 mM, que se
mantém em 6 mM e depois retorna aos valores iniciais obtidos na concentracao
controle de 2 mM. O grupo Digestao, por outro lado, mantém o aumento na
velocidade com o aumento na concentracdo de ions célcio. Em 6 mM passa a
ser maior do que 0OS outros grupos e assim continua até a concentracao
maxima testada (Fig. 23).

Para testar se estas alteracdes podem perdurar por uma larga
escala de frequéncias de estimulacao, as tiras ventriculares foram submetidas
ao aumento na estimulacdo em solucgédo fisiolégica contendo 10mM de célcio.
Foi observado que a for¢ca de contragéo registrada durante o jejum manteve-se
mais elevada em relacéo a solucéo controle apenas na frequéncia inicial de 0,2
Hz. Em frequéncias maiores, os valores se igualam entre as duas situacoes,
nao sendo registrada qualquer diferenca significativa entre elas (Fig. 24A).
Outra alteracdo observada com o aumento na concentracdo de calcio
extracelular durante o jejum prolongado foi o fato das fibras néo resistirem as
altas frequéncias de estimulacao, visto que apos a frequéncia de 1,0 Hz, as
tiras ndo conseguem acompanhar a frequéncia de estimulacdo e passam a se
contrair de forma irregular. No grupo Digestao, foi observado que o aumento de
calcio extracelular faz com que a forca de contracdo aumente e se mantenha

mais elevada do que registrado no controle em quase todas as frequéncias
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testadas experimentalmente (Fig. 24B). O grupo Pds-absortivo também
apresentou um aumento na Fc, mas assim como no jejum, este sO esta
presente na frequéncia inicial testada de 0,2 Hz. Em frequéncias maiores, 0s
valores se igualam aos valores obtidos em solugédo controle e permanecem
assim em todas as outras frequéncias testadas (Fig. 24C).

A comparacdo entre os 3 grupos em solugéo controle mostrou
que a capacidade de geracdo de tensdo é maior no grupo Digestdo nas
frequéncias de 0,6 e 0,8 Hz comparado aos outros dois grupos. Em frequéncias
maiores e menores que estas, os valores se igualam e nado foi encontrada
qualquer diferenca entre os regimes de alimentacdo (Fig. 24D). ApoOs a
exposicdo a alta concentracdo de calcio extracelular, a comparacdo dos 3
grupos alimentares mostrou que ndo ha qualquer diferenca entre a capacidade
de geracdo de tensdo entre 0s grupos jejum e pds-absortivo em nenhuma das
frequéncias testadas. No entanto, a ciclagem de calcio mostrou-se menos
eficiente durante o jejum prolongado, visto que estas tiras sé contrairam em
frequéncias até 1,0 Hz. A partir da frequéncia de 1,2Hz, a Fc desenvolvida pelo
grupo Digestdo passou a ser significativamente maior quando comparado ao
grupo Pés-absortivo (Fig. 24E).

Apesar da Fc ser mais elevada apenas na frequéncia inicial de 0,2
Hz durante o jejum prolongado, o TPT manteve-se reduzido em todas as
frequéncias testadas quando comparado aos valores obtidos em solucéo
controle (Fig. 25A). Essa reducdo no tempo para o pico de for¢ca também foi
registrado nos grupos digestdo (até a frequéncia de 1,8 Hz; Fig. 25B) e p0s-
absortivo (até 1,4 Hz; Fig. 25C). A comparacao entre os valores TPT dos 3
regimes de alimentacdo em solug&o controle esté ilustrada na figura 25D, onde
€ possivel observar que nas frequéncias de 0,8 Hz, 1,8 Hz e 2,0 Hz, o TPT
registrado durante a digestéo é significativamente maior do que o registrado no
grupo Pos-absortivo. Nas frequéncias de 1,0 e 1,2 Hz, o TPT do grupo
Digestéo foi maior do que os outros dois grupos estudados (Fig. 25D). Apos o
aumento na concentracdo de calcio externo, néo foi observado diferenga entre
os valores de TPT dos 3 grupos alimentares na maior parte das frequéncias
testadas. Apenas nas frequéncias de 1,4 Hz e 1,8 Hz, o TPT do grupo Digestao

foi significativamente maior do que o registrado no Pés-absortivo (Fig. 25E).
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O THR registrado no grupo Jejum foi pouco alterado com o
aumento do calcio externo quando comparado aos valores controle, sendo
maior apenas nas frequéncias de 0,4 Hz e 0,6 Hz (Fig. 26A). No grupo
Digestdo, por outro lado, na maior parte das frequéncias testadas (de 0,2 -
1,6Hz), o THR foi menor do que o registrado durante o controle (Fig. 26B). No
grupo Pds-absortivo, o célcio extracelular ndo causou alteracdo no THR. Os
valores obtidos foram semelhantes ao controle (Fig. 26C). A comparacéo dos 3
grupos em solucao controle mostrou que grupo Digestdo € significativamente
menor do que o grupos pos absortivo em grande parte das frequéncias
testadas (Fig. 26D). O grupo Jejum, por sua vez, é semelhante a ambos os
grupos, mostrando-se maior do que o grupo Digestdo na frequéncia de 1,0 Hz
e durante o retorno a 0,2 Hz (Fig. 26D). Ap0Os a exposi¢do ao calcio 10 mM, a
comparacao dos grupos mostrou que nas frequéncias iniciais de 0,2 e 0,4 Hz,
h& uma significativa diferenca entre os 3 regimes alimentares. A partir de 0,6
Hz, ndo foi registrada diferenca entre os grupos jejum e poés-absortivo.
Contudo, os valores de THR de ambos os grupos sdo significativamente
maiores do que os registrados no grupo Digestéo (Fig. 26E).

A velocidade de contragdo também se eleva ap0s a exposicao
das tiras ao aumento da concentracao de calcio. No grupo Jejum, a velocidade
com que as tiras se contraem foi significativamente maior até a frequéncia de
0,6 Hz quando comparada a situacao controle (Fig. 27A). No grupo Digestéo, a
velocidade de contragcdo se manteve mais elevada em quase todas as
frequéncias testadas durante os experimentos (Fig. 27B). No grupo Poés-
absortivo, a taxa de contragcdo manteve-se mais elevada que o controle apenas
nas duas frequéncias iniciais. Em frequéncias mais altas, os dois grupos se
igualam, ndo sendo registrada diferencga significativa entre eles (Fig. 27C). Ao
comparar os dados controle dos 3 grupos, nao foi encontrada diferenca entre
0S grupos em nenhuma das frequéncias testadas experimentalmente (Fig.
27D). Apls a exposicao as preparacdes de alto célcio foi observado que até a
frequéncia de 1,0 Hz, ndo hé& diferenca significativa entre o0os grupos
alimentares. No entanto, em frequéncias superiores, 0 grupo Digestéao
apresentou uma velocidade de contracdo significativamente maior do que a

registrada no grupo Pds-absortivo (Fig. 27E).
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A velocidade de relaxamento do grupo Jejum apds a exposicao ao
calcio 10 mM manteve-se igual aquela registrada em solug¢édo controle durante
as 3 primeiras frequéncias de estimulacédo. A partir de 0,8 Hz, a velocidade de
relaxamento foi significativamente menor do que a registrada no controle (Fig.
28A). Ao contrario do que foi observado no jejum, o grupo Digestdo apresentou
um aumento na velocidade de relaxamento das fibras musculares quando
comparadas a situacdo controle (Fig. 28B). No grupo Pdés-absortivo, a taxa de
relaxamento foi igual aquela registrada durante o controle até a frequéncia de
0,8 Hz. O aumento na frequéncia de estimulag&o a partir de 1,0 Hz resultou em
uma reducado na velocidade de contragédo quando comparada ao controle (Fig.
28C). A figura 28D ilustra a comparacdo dos 3 regimes alimentares em
situacdo controle. A taxa de relaxamento durante a digestdo foi
significativamente maior do que a registrada nos outros dois grupos a partir da
frequéncia de 0,6 Hz. ApOs a exposicdo ao calcio 10 mM, foi observado que
nao ha diferenca na taxa de relaxamento dos grupos jejum e pds-absortivo
(Fig. 28E). No entanto, a taxa de relaxamento do grupo Digestdo foi
significativamente maior do que a registrada nos demais grupos em todas as
frequéncias de estimulacao testadas experimentalmente (Fig. 28E).
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Figura 19. Alteracdo na for¢a de contragdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de célcio e diferentes regimes de alimentagéo: Jejum (A), Digestao (1)
e Pos-absortivo (0). Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenga
significativa em relagdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os
grupos testados (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 20. Alteracdo no TPT (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracao de célcio e diferentes regimes de alimentacdo: Jejum (A), Digestdo (1) e Pos-
absortivo (0). Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenca significativa

em relacdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os grupos testados
(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 21. Alteragdo no THR (%) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracdo de calcio e diferentes regimes de alimentacdo: Jejum (A), Digestdo () e Pos-
absortivo (0). Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenca significativa

em relacdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os grupos testados
(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 22. Alteracdo no Taxa de Contracdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentragdo de calcio e diferentes regimes de alimentacao: Jejum (A), Digestao (1)
e Pos-absortivo (0). Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenga
significativa em relacdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os
grupos testados (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 23. Alteragdo no Taxa de Relaxamento (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracéo de célcio e diferentes regimes de alimentagéo: Jejum (A), Digestao (1)
e Pés-absortivo (¢0). Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os
grupos testados (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 24. Relacéo forga-frequéncia (% de alteracéo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solugdo controle (Controle — linha inteira) e com 10 mM de Calcio (Célcio 10 mM — linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum
(A - Figura A), Digestéo (U - Figura B) e Pés-absortivo (¢ - Figura C). Também estao ilustrados
acima a comparacéo dos 3 grupos em solucéo controle (Figura D) e a comparagdo o aumento
do célcio extracelular (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre
a forca de contracao registrada na solucéo controle e apés o aumento do calcio em cada grupo
alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relacdo ao valor
inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo de
forca entre os 3 regimes de alimentagéo testados antes e apds o aumento a concentragdo de
calcio (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 25. Valores de TPT (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em solug&o
controle (Controle — linha inteira) e com 10 mM de Calcio (Calcio 10 mM - linha pontilhada), nos
3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestédo (U - Figura B) e Pd¢s-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados acima a
comparacéo dos 3 grupos em solucao controle (Figura D) e a comparagdo o aumento do calcio
extracelular (Figura E). Os valores sdo media = EPM. O sinal * indica diferenca entre a for¢a de
contragdo registrada na solucao controle e apés o aumento do célcio em cada grupo alimentar.
Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relagdo ao valor inicial no
mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracao de forca entre os
3 regimes de alimentacéo testados antes e apds o aumento a concentracdo de célcio (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 26. Valores de THR (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle — linha inteira) e com 10 mM de Calcio (Calcio 10 mM - linha pontilhada), nos
3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestao (U - Figura B) e Pés-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a
comparacéo dos 3 grupos em solucao controle (Figura D) e a comparagdo o aumento do calcio
extracelular (Figura E). Os valores sdo media = EPM. O sinal * indica diferenca entre a for¢a de
contracao registrada na solugdo controle e apés o0 aumento do célcio em cada grupo alimentar.
Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relagdo ao valor inicial no
mesmo grupo e solucao. As letras indicam a diferenca encontrada na geracao de forca entre os
3 regimes de alimentacéo testados antes e apds o aumento a concentracdo de célcio (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 27. Taxa de Contracdo (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucdo controle (Controle — linha inteira) e com 10 mM de Calcio (Célcio 10 mM — linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum
(A - Figura A), Digestéo (L - Figura B) e Pés-absortivo (¢ - Figura C). Também estao ilustrados
acima a comparacédo dos 3 grupos em solucdo controle (Figura D) e a comparag¢éo o aumento
do célcio extracelular (Figura E). Os valores sdo media = EPM. O sinal * indica diferenca entre
a forca de contracao registrada na solugéo controle e apdés o aumento do calcio em cada grupo
alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relacdo ao valor
inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracédo de
forca entre os 3 regimes de alimentagéo testados antes e apds 0 aumento a concentracdo de
célcio (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 28. Taxa de Relaxamento (% de alteragé@o) de tiras ventriculares de C. durissus em
solugédo controle (Controle — linha inteira) e com 10 mM de Calcio (Calcio 10 mM - linha
pontilhada), nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum
(A - Figura A), Digestéo (C - Figura B) e Pés-absortivo (¢ - Figura C). Também estao ilustrados
acima a comparacao dos 3 grupos em solucdo controle (Figura D) e a comparagéo o aumento
do célcio extracelular (Figura E). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre
a forca de contracao registrada na solugéo controle e apdés o aumento do calcio em cada grupo
alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relagdo ao valor
inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracédo de
forca entre os 3 regimes de alimentacéo testados antes e apds o0 aumento a concentragédo de
célcio (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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11.6. Efeito da Adrenalina

Para averiguar a resposta a adrenalina em diferentes regimes de
alimentacdo, as tiras ventriculares dos 3 grupos estudados foram submetidas
ao continuo aumento da concentracdo de adrenalina na solucéo fisiolégica. A
figura 29 ilustra a resposta obtida no teste com os trés grupos alimentares, e é
possivel observar que até a concentracdo de 10° M, ndo houve alteracéo na Fc
de nenhum dos grupos. O aumento na Fc sO foi observado na maior
concentracdo testada de 10° M. Também ndo foi encontrada qualquer
diferenca estatistica entre os diferentes grupos.

Apesar do aumento de cerca de 50% na Fc observado na
concentracdo de 102 M, o TPT das tiras ndo se altera diante das diferentes
concentragcbes. Também nao foi encontrada diferenca entre 0os grupos quanto
aos valores de TPT com o aumento da adrenalina (Fig. 30). Assim como 0s
dados de TPT, o THR nédo apresentou variagdo com o aumento de adrenalina
na solucéo fisioldgica. O grupo Digestéo, em 10®M de adrenalina, apresentou
uma queda no THR e mostrou-se significativamente menor do que 0s outros
dois grupos. Com o aumento de adrenalina nas preparacdes, o THR do grupo
Digestdo volta ao valor inicial e se iguala aos grupos Jejum e Pds-absortivo
(Fig. 31).

A adrenalina também afeta a velocidade com que a tiras contraem
e relaxam. Até a concentracéo de 10 M, as taxa de contracéo e relaxamento
se mantiveram constantes em relagcdo aos valores controle, no entanto, na
concentracdo de 10 M foi registrado um aumento na velocidade de contrac&o,
que € o mesmo para os 3 grupos (Fig. 32). Nesta ultima concentracédo, a
velocidade de relaxamento também aumenta significativamente nos grupos
Jejum e Pds-absortivo. A taxa de relaxamento do grupo Digestao ndo se altera
com o aumento de adrenalina nas preparacdes, mantendo-se constante em
todas as concentracfes testadas experimentalmente. Nao foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos (Fig. 33).

Para testar se as alteragfes decorrentes do estimulo adrenérgico
perduram com o aumento na frequéncia de estimulacao, as tiras expostas as

concentracdes de 10®M e 10° M de adrenalina foram submetidas ao continuo
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aumento da frequéncia estimulatéria e os dados foram comparados com o
obtido em solucao fisiolégica controle. Foi observado que a concentracdo de
10® M de adrenalina ndo causou qualquer alteracdo na Fc dos trés grupos
testados, sendo igual ao controle em todas as frequéncias analisadas (Fig.
34A, B e C). As tiras do grupo Jejum submetidas & concentracdo de 10° M de
adrenalina apresentaram um significativo aumento na forga de contragéo entre
as frequéncias de 0,2 a 0,6 Hz, quando comparadas a situacéo controle (Fig.
34A). No grupo Digestdao este aumento perdura por uma larga escala de
frequéncias estimulatérias, sendo que a partir da frequéncia de 1,8 Hz, a Fc se
iguala a encontrada durante o controle (Fig. 34B). O grupo Pds-absortivo
também mostrou um aumento na Fc que permaneceu até a frequéncia de 0,8
Hz. Em frequéncias maiores, a Fc se iguala ao obtido durante a solucdo
controle (Fig. 34C). A comparacdo entre os 3 grupos em solugao controle
mostrou que a capacidade de geracdo de tensdo € maior no grupo Digestédo
nas frequéncias de 0,6 e 0,8 Hz comparado aos outros dois grupos. Em
frequéncias maiores e menores que estas, os valores se igualam e nao foi
encontrada qualquer diferenca entre os regimes de alimentacdo (Fig. 34D). Na
concentracdo de 10® M, a comparacdo dos grupos ndo mostrou diferenca
significativa na Fc em nenhuma das frequéncias testadas experimentalmente.
Apenas o retorno imediato a 0,2 Hz foi diferente entre os grupos, mostrando
que jejum e digestdo retornam com forca de contracdo maior do que a
encontrada no grupo Poés-absortivo (Fig.34E). Também ndo foi observada
alteracdo significativa entre os grupos na concentracdo de adrenalina de 107
M, mostrando que a resposta a adrenalina € a mesmo para 0s 3 grupos mesmo
com o aumento na estimulacéo (Fig. 34F).

Apesar do significativo aumento na capacidade de geracao de
tensdo, o TPT né&o se altera com o0 aumento da concentracdo de adrenalina ou
com o aumento na frequéncia de contracdo, sendo que em todos 0s grupos, a
resposta de TPT em concentracdes de 10° M e 10° M de adrenalina foi a
mesma registrada em solucgéo fisioldgica controle (Fig. 35A, B e C). Nessa
situacao, o grupo Digestao apresentou um TPT significativamente maior do que
o registrado no grupo Pds-absortivo nas frequéncias de 0,8 Hz, 1,8 Hz e 2,0

Hz. Nas frequéncias de 1,0 e 1,2 Hz o TPT do grupo Digestéo foi maior do que
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0s outros dois grupos estudados (Fig. 35D). A exposicdo a concentracdo de
10® M fez com que os valores de TPT se igualassem entre 0s grupos e nao
havendo diferenca significativa entre eles em nenhuma das frequéncias
testadas (Fig. 35E). Em 10 M, o grupo Pés-absortivo apresentou um TPT mais
elevado comparado aos outros grupos na frequéncia de 0,2 Hz. O aumento na
frequéncia de estimulagéo fez com que os grupos se igualassem entre si até a
frequéncia final de 2,0 Hz (Fig. 35F).

Ao contrario do registrado no TPT, a adrenalina parece exercer
um significativo efeito sobre o tempo para a metade do relaxamento das tiras
ventriculares dos diferentes grupos. No grupo Jejum, foi observado que o THR
durante a concentracdo de 10® M de adrenalina mantem-se estavel em relacéo
ao controle em todas as frequéncias testadas experimentalmente. Durante a
concentracdo de 10° M de adrenalina, ocorre uma significativa reducéo nos
valores de THR em relacdo ao controle entre as frequéncias de 0,6 e 1,4 Hz
(Fig. 36A). Em frequéncias maiores do que estas o THR iguala-se entre os
grupos e nenhuma diferenca foi registrada. No grupo Digestdo foi observado
que na frequéncia inicial de 0,2 Hz, o THR das tiras expostas a 10> M de
adrenalina, foi significativamente maior do que o registrado em tiras expostas a
10® M de adrenalina, na mesma frequéncia de estimulacdo. Com o aumento da
frequéncia, foi observado que em 0,6 Hz, ambas as concentracbes de
adrenalina apresentaram uma reducao do TRH em relacdo a situacéo controle.
Entre 0,8 e 1,2 Hz, o THR das tiras submetidas a preparacdo de adrenalina
10 M passou a ser significativamente menor do que o registrado em solucao
controle(Fig. 36B). Em frequéncias maiores de que 1,4 Hz, o THR se igualou
entre os 3 grupos e nao foi encontrada diferenca significativa. No grupo Poés-
absortivo, ndo foi registrada diferenca entre o grupo controle e o grupo
submetido & preparacdo de 10®M de adrenalina em nenhuma das frequéncias
testadas (Fig. 36C), no entanto, o grupo exposto & solucdo de 103 M de
adrenalina apresentou uma reducdo nos valores de THR quando comparado
ao grupo controle que perdurou entre as frequéncias de 0,4 Hz a 1,0 Hz, sendo
gue em frequéncias maiores do que estas, o THR voltou a se igualar e ndo foi
encontrada diferenca significativa entre os grupos testados (Fig. 36C).A

comparacao dos 3 grupo sem solucao controle mostrou que grupo Digestéo foi
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significativamente menor do que o grupos p6s absortivo em uma larga escala
de frequéncias de estimulacdo (Fig. 36D). O grupo Jejum, por sua vez, foi
semelhante a ambos o0s grupos, mostrando-se maior do que o grupo Digestéo
apenas na frequéncia de 1,0 Hz e durante o retorno a 0,2 Hz (Fig. 36D). As
tiras expostas a 102 M e 10° M de adrenalina, ndo apresentaram qualquer
diferenca de THR entre os grupos (Fig. 36E e F).

A velocidade de contracdo das tiras também foi alterada pela
exposicdo a adrenalina. No entanto, o efeito sé foi significativo nas tiras
expostas a 10°M da droga, sendo que a concentracdo de 10°M n&o resultou
em alteracdo quando comparada ao controle em nenhum dos grupos testados.
No grupo Jejum, a exposicdo a 10 M de adrenalina fez com que a velocidade
de contracdo fosse significativamente maior do que a registrada no grupos
controle nas frequéncias de 0,2 e 0,6 Hz (Fig. 37A). No grupo Digestao, a
exposicdo a alta concentracdo de adrenalina levou ao aumento na velocidade
de contracdo em relacdo ao controle entre as frequéncias de 0,2 a 1,2 Hz,
sendo que em frequéncias maiores, as velocidades de igualam e nao foi
encontrada diferenga significativa (Fig. 37B). O aumento na velocidade de
contragdo também foi observado nas frequéncias iniciais de 0,2 a 0,6 Hz, nas
tiras do grupo Pdés-absortivo, e 0 aumento na frequéncia de estimulacdo fez
com que as taxa de igualassem e nao foi encontrada diferenca entre as
concentracdes da droga e a solucéo controle (Fig. 37C). Ao comparar os dados
controle dos 3 grupos, ndo foi encontrada diferenca entre 0s grupos em
nenhuma das frequéncias testadas experimentalmente (Fig. 37D). A
comparacao dos trés grupos alimentares nas diferentes concentracbes de
adrenalina, também ndo mostrou diferenca entre as taxas de contracdo sendo
que nas duas concentragcfes testadas n&o foi encontrada diferenca entre os
grupos com o aumento na frequéncia de estimulacao (Fig. 37E e F).

A taxa de relaxamento também apresentou alteracdo em
decorréncia da exposicdo a adrenalina. No grupo Jejum, a exposicdo a
adrenalina 10° M levou & um significativo aumento na velocidade de
relaxamento entre as frequéncias de 0,2 e 0,8 Hz quando comparado a
situacdo controle. Nas frequéncias 1,4 e 1,6 Hz as tiras expostas a adrenalina

10® M é que apresentaram aumento na taxa de relaxamento quando
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comparada ao grupos controle (Fig. 38A). No grupo Digestdo, em todas as
frequéncias de estimulacao testadas, as tiras expostas a preparacdo de 10°M
de adrenalina apresentaram um significativo aumento na velocidade de
contracdo quando comparada as concentracbes (Fig. 38B). No grupo Pos-
absortivo, entre as frequéncias de 0,2 e 1,6 Hz, as tiras submetidas a
concentracdo de 10° M de adrenalina, apresentaram uma velocidade de
relaxamento significativamente menor do que a registrada em solugdo controle
(Fig. 38C). A figura 38D ilustra a comparagcao dos 3 regimes alimentares em
situacdo controle. A analise estatistica mostrou que a taxa de relaxamento
durante a digestao foi significativamente maior do que a registrada nos outros
dois grupos entre as frequéncias de 0,6 a 2,0 Hz. Quando submetidas a
concentracdo de 10° M de adrenalina, pode-se perceber que n&o foi
encontrada diferenga significativa entre os grupos em nenhuma frequéncia
testada experimentalmente (Fig. 38E). J4 na concentracdo de 10° M de
adrenalina, foi observado que na frequéncia de 1,0 Hz o grupo Digestédo
apresentou uma velocidade significativamente maior do que a registrada no
grupo Jejum e apods a frequéncia de 1,2 Hz, a taxa de relaxamento do grupo
Digestdo foi significativamente maior do que a registrada nos outros dois
grupos testados (Fig. 38F).
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Figura 29. Alteracdo na forca de contracdo (%) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracdo de adrenalina e diferentes regimes de alimentacdo: Jejum (A), Digestao
(0) e Pds-absortivo (0). Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os
grupos dentro da mesma concentracdo de adrenalina na solucéo fisiol6gica (ANOVA TwoWay,

SNK, p<0,05).
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Figura 30. TPT (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracdo de adrenalina e diferentes regimes de alimentacao: Jejum (A), Digestdo (U) e
Pés-absortivo (0). Os valores sao media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relagcdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os
grupos dentro da mesma concentracdo de adrenalina na solugao fisiologica (ANOVA TwoWay,

SNK, p<0,05).
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Figura 31. THR (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em crescente
concentracdo de adrenalina e diferentes regimes de alimentacdo: Jejum (A), Digestdo (7) e
Pés-absortivo (0). Os valores sdo media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os
grupos dentro da mesma concentracdo de adrenalina na solucéo fisioldgica (ANOVA TwoWay,
SNK, p<0,05).
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Figura 32. Taxa de Contracdo (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracao de adrenalina e diferentes regimes de alimentacao: Jejum (A), Digestao
(7) e Pés-absortivo (0). Os valores sao media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenga
significativa em relacdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os
grupos dentro da mesma concentracdo de adrenalina na solugao fisiologica (ANOVA TwoWay,
SNK, p<0,05).
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Figura 33. Taxa de Relaxamento (% de alteragdo) de tiras ventriculares de C. durissus em
crescente concentracao de adrenalina e diferentes regimes de alimentacao: Jejum (A), Digestao
(7) e Pés-absortivo (0). Os valores sao media + EPM. Os simbolos abertos indicam diferenga
significativa em relagcdo ao valor inicial. As letras indicam a diferenca significativa entre os

grupos dentro da mesma concentracéo de adrenalina na solugao fisiologica (ANOVA TwoWay,
SNK, p<0,05).
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Figura 34. Relacdo forca-frequéncia (% de alteracao) de tiras ventriculares de C. durissus em
solucdo controle (Controle — linha completa), com 10® M de Adrenalina (Adren 10® M —linha
pontilhada pequena) e com 10°M de Adrenalina (Adren 10° M —linha pontilhada grande) nos 3
diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestdo ([ - Figura B) e Pdés-absortivo (0 - Figura C). Também estdo ilustrados acima a
comparacio dos 3 grupos em solucéo controle (Figura D), ap6s & exposicéo a adrenalina 107
M (Figura E) e adrenalina 10° M (Figura F). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica
diferenca entre a forca de contragéo registrada na solucao controle e apds o aumento do célcio
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em
relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solugéo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e os testes com
adrenalina(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 35. Valores TPT (% de alteragéo) de tiras ventriculares de C. durissus em solugéo
controle (Controle — linha completa), com 10°M de Adrenalina (Adren 10® M — linha pontilhada
pequena) e com 10°M de Adrenalina (Adren 10°M — linha pontilhada grande) nos 3 diferentes
regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestdo (7 -
Figura B) e P4s-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparacéo dos 3
grupos em solucdo controle (Figura D), apds a exposicdo a adrenalina 10° M (Figura E) e
adrenalina 10° M (Figura F). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a
forca de contracéo registrada na solugcéo controle e ap6s o aumento do calcio em cada grupo
alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forgca em relagdo ao valor
inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracdo de
forca entre os 3 regimes de alimentacdo testados antes e os testes com adrenalina (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 36. Valores de THR (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus em solucéo
controle (Controle — linha completa), com 10®M de Adrenalina (Adren 10®M — linha pontilhada
pequena) e com 10°M de Adrenalina (Adren 10°M — linha pontilhada grande) nos 3 diferentes
regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A), Digestdo (U -
Figura B) e Pos-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a comparacao dos 3
grupos em solugdo controle (Figura D), apds a exposicdo a adrenalina 10° M (Figura E) e
adrenalina 10° M (Figura F). Os valores sdo media + EPM. O sinal * indica diferenca entre a
forca de contracdo registrada na solugéo controle e apdés o aumento do célcio em cada grupo
alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em relacdo ao valor
inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na geracao de
forca entre os 3 regimes de alimentacao testados antes e os testes com adrenalina (ANOVA
TwoWay, SNK, p<0,05).



Dissertagcdo de Mestrado — Capitulo 2 |129

250 1 Jejum (30°C) A 250 Taxa de Contragdo Controle (%) D
s _ Comparagdo dos Grupos (30°C)
s 200, £ 200
(g A E !%
£150 1T A -4 3 é - é £ 150 R
5] +ab A = _
o b AT 1 A - A
2 100 - % L T é ; ,% 8 100 ﬂ_,fz-”-n—"—"rﬁ_—ﬂ:&iwb
o "]
g A— Controle R z —+=—Pas Absortive Controle = b
£ 50 1 4 Adrenaling 10¢M % 50 - -sDigestdo Controle
A ~Adrenalina 10°M = #—Jejum Confrole
. . ~ o 250 a i -8
250 Digest3o (30°C) B Taxa de Contragao Adrenalina 10.. M (%)
—_ _ Comparagdo dos Grupos (30°C) £
£ 200 - 2 ® 200
=] o
kg g
£ 150 & 150 é
2 £
o 5 w e_. - ; &
o &) Y Cs - YRR Se S -y A .
S 100 - S 100 goo=® $4 Ry W
3 59 | —% Controle % 5o | —+-PodsAbsortivo Adr 10°M
= - - Adrenaling 10°M i - -Digestao Adr 10¢M
—a - Adrenalina 10°*M e~ Jejum Adr 108 M
250 Pés Absortivo (30°C) C 250 1 Taxa de Contracdo Adrenalina 10 M (%)
= Comparacdo dos Grupos (30°C
200 €200 - parag pos(30°C)  f
8 150 - £ 150 -..?%
o = T
@ S j:lh-w X %
£ 100 | S 400 - - %\ gx
o © T
(8] b h=] _ %
3 50 | —+Controle g 50 —+ - Pos Absortivo Adr 103M
g ==+=-=Adrenalina 10%M = —m =Digestao Adr 10 M
d 0 —+ —Adrenalina 10*M 0 & = Jejum Adr 10 M
02040608 1 12141618 2 02 02040608 1 12141618 2 0,2
Frequencia de Estimulacdo (Hz) Frequéncia de Estimulagéo (Hz)

Figura 37. Valores de Taxa de Contracao (% de alteracao) de tiras ventriculares de C. durissus
em solucéo controle (Controle — linha completa), com 10®M de Adrenalina (Adren 10®M - linha
pontilhada pequena) e com 10°M de Adrenalina (Adren 10°M — linha pontilhada grande) nos 3
diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A - Figura A),
Digestao (U - Figura B) e Pés-absortivo (¢ - Figura C). Também estéo ilustrados acima a
comparacéo dos 3 grupos em solugdo controle (Figura D), apds a exposicao a adrenalina 10®
M (Figura E) e adrenalina 10° M (Figura F). Os valores sd&o media + EPM. O sinal * indica
diferenca entre a forca de contracdo registrada na solucao controle e ap6s o0 aumento do célcio
em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenca significativa de forca em
relacdo ao valor inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a diferenca encontrada na
geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacao testados antes e 0s testes com adrenalina
(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 38. Valores de Taxa de Relaxamento (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C.
durissus em solucéo controle (Controle — linha completa), com 10®M de Adrenalina (Adren 107
M — linha pontilhada pequena) e com 10° M de Adrenalina (Adren 10° M — linha pontilhada
grande) nos 3 diferentes regimes alimentares testados ao longo dos experimentos: Jejum (A -
Figura A), Digestdo (U - Figura B) e Pds-absortivo (¢ - Figura C). Também estdo ilustrados
acima a comparacao dos 3 grupos em solucdo controle (Figura D), ap0s a exposicdo a
adrenalina 10° M (Figura E) e adrenalina 10°M (Figura F). Os valores sdo media £+ EPM. O
sinal * indica diferenca entre a forca de contragdo registrada na solugdo controle e apés o
aumento do calcio em cada grupo alimentar. Os simbolos abertos indicam a diferenga
significativa de forca em relac&o ao valor inicial no mesmo grupo e solucdo. As letras indicam a
diferenca encontrada na geracdo de forca entre os 3 regimes de alimentacao testados antes e
os testes com adrenalina (ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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11.7. Tensao Pos Pausa de 5 min

Em preparacao fisiolégica controle, verificou-se que o grupo Pos-
absortivo apresentou uma significativa reducdo na Fc ap0s a pausa de 5
minutos na estimulacdo. A exposicéo ao litio resultou em uma potenciacao da
Fc em relacdo aos valores pré-pausa e pos-pausa em solugdo controle. Em
solucéo contendo rianodina, o grupo Pdos-absortivo mostrou uma significativa
reducdo na Fc em relacdo aos valores pré-pausa, mas nao foi diferente da
reducdo observada apds a pausa de 5 minutos na estimulacdo em solucdo
fisiolégica controle (Fig. 39). No grupo Digestao, foi observado que a pausa de
5 minutos na estimulacdo em solugdo controle levou a uma significativa
reducdo na Fc em relacdo aos valores obtidos pré-pausa. A substituicdo do
sédio pelo litio resultou em um significativo aumento na Fc comparada aos
valores pré-pausa e pos pausa em solucdo controle. Em solugdo contendo
Rianodina, foi encontrada significativa reducédo na Fc em relacdo aos valores
pré-pausa, porém semelhante aquela encontrada em solugéo controle (Fig. 39).
Durante o jejum prolongado, as tiras expostas a pausa estimulatoria em
solucdo controle, foi observada reducdo na Fc em relacdo aos valores pré-
pausa. A exposicao ao litio, assim como nos outros dois grupos, manteve-se
constante em relacdo aos valores pré-pausa, porém significativamente maior
do que os valores pos- pausa em solucao fisiolégica controle. A exposicao a
solugdo contendo Rianodina causou uma reducao significativa na Fc em
relacdo aos valores pré-pausa, no entanto, manteve-se semelhante aos valores
pos-pausa controle (Fig. 39). A comparacao dos 3 regimes alimentares dentro
de uma mesma solucdo mostrou que em todas as preparacdes testadas os 3
grupos responderam da mesma forma, mostrando que o0 regime de
alimentacdo parece ndo alterar o efeito pos-pausa em solugdes contendo litio e
rianodina (Fig. 39).

A pausa estimulatoria também causa modificacbes nos valores de
tempo para o pico de contracdo. Em solucgéo fisiolégica controle foi observado
que ha& um significativo aumento na Fc dos 3 grupos testados em relacdo
quando comparados aos valores prée-pausa. Quando expostas ao litio, as tiras

ventriculares dos grupos poés-absortivo e digestdo mantiveram os valores de
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TPT semelhantes aos valores pré-pausa e nao foi encontrada diferenca
significativa em relacdo ao TPT registrado apds a pausa estimulatéria em
solucéo controle. No grupo Jejum, a exposicao ao litio manteve o TPT estavel
em relacdo aos valores pré-pausa, porem foi significativamente menor do que o
registrado em solugédo controle apés a pausa de 5 minutos. Em solucdo
contendo Rianodina, o grupo Pds-absortivo apresentou um aumento no TPT
em relacdo ao valor pré-pausa, no entanto ndo foi encontrada diferenca em
relacdo ao pos-pausa em solucéo controle. Nos outros dois grupos nédo foram
registradas alterac6es no TPT em relacdo aos valores pré-pausa ou pds-pausa
controle. A comparacado dos 3 grupos dentro de uma mesma preparagéo
fisiolégica mostrou que em solucao controle, o TPT registrado no grupo Jejum
foi significativamente maior do que o registrado nos outros dois grupos. Nas
demais preparacdes ndo foram encontradas diferenga entre os grupos testados
(Fig. 40).

O THR do grupo Pdés-absortivo, em solucéo fisiolégica controle,
manteve-se igual aos valores obtidos antes da pausa estimulatéria. . Na
substituicdo do sédio pelo litio, 0 THR deste grupo foi significativamente maior
do que os valores obtidos pré-pausa e pds-pausa controle. Por fim, quando
expostas a rianodina, as tiras apresentaram valores de THR semelhantes ao
controle pos-pausa e pré-pausa (Fig. 41). No grupo Digestado foi observado
que, em solucéo fisioldgica controle, ocorreu uma significativa reducao no THR
em relacdo aos valores pré-pausa. Quando submetido a solugédo contendo litio,
0 grupo Digestao apresentou um aumento significativo no THR em relagcéo aos
valores pré-pausa e poOs-pausa em solucdo controle. Ja a exposicdo a
rianodina, levou a uma significativa reducdo no THR em relacdo aos valores
pré-pausa e pés-pausa controle e pés-pausa litio (Fig. 41). No grupo submetido
ao jejum prolongado, observou-se que a pausa estimulatéria de 5 minutos néo
causou alteracdes no THR em relacdo aos valore pré-pausa. O bloqueio do
NCX causado pela exposicdo ao litio levou a um significativo aumento no
tempo para metade do relaxamento em relacdo aos valores pré-pausa e pos-
pausa controle. A exposi¢cao a rianodina, assim como observado em solucéo
controle, ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle pés-

pausa controle ou pré-pausa (Fig. 41).
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A comparacdo dos trés grupos dentro da mesma preparagéo
fisiologica indica que em solucdo controle, ndo ha diferenca significativa entre
0s regimes de alimentacéo testados. A resposta ao litio mostrou que o aumento
no THR & mais significativo no grupo Digestdo do que o encontrado nos outros
dois grupos. E em solugcdo de rianodina, o THR do grupo Digestdo foi
significativamente menor do que o0s grupos jejum e pos-absortivo (Fig. 41).

A taxa de contracdo também foi afetada pela pausa estimulatéria.
Em todos os grupos foi observada uma reducdo na velocidade de contracdo
apos a pausa estimulatoria de 5 minutos em relagdo aos valores pré-pausa
(Fig. 42). Na solucdo contendo litio, os trés grupos apresentaram um
significativo aumento na taxa de contracdo quando comparados aos valores
obtidos pré-pausa e pds-pausa em solucao controle (Fig. 42). A reducdo na
taxa de contracdo, tal como observada em solugdo controle, também esté
presente nas tiras expostas a rianodina, sendo que em todos 0S grupos
apresentaram uma taxa de contracao significativamente menor do que o obtido
pré-pausa, porém semelhantes aos valores pods-pausa em solucdo controle
(Fig. 42). A comparagao entre os resultados obtidos nos 3 grupos dentro de
uma mesma solugdo, mostrou que nado houve diferenca de velocidade de
contracdo em solugdo fisiolégica controle ou contendo rianodina. Ja em
solucéo contendo litio, o grupo submetido ao jejum prolongado apresentou uma
velocidade de contracdo significativamente menor do que a observada pelos
outros dois grupos na mesma solucéo (Fig. 42).

A taxa de relaxamento em solucao controle apresentou a mesma
resposta nos trés grupos apds a pausa estimulatoria. Foi registrada uma
significativa reducéo na velocidade de relaxamento apds a pausa de 5 minutos
na estimulacéo, e esta reducao foi a mesma para os trés grupos, nao sendo
encontrada diferenga significativa entre eles (Fig. 43). A velocidade de
relaxamento também foi semelhante aos valores pré-pausa na solucdo
contendo litio, nos trés grupos alimentares. No grupo Pos-absortivo e Jejum, foi
registrada uma taxa de contracdo significativamente maior do que os valores
pés-pausa em solugdo controle, no entanto, ndo foi encontrada diferenca entre
os 3 grupos na mesma preparacao (Fig. 43). Em preparacdes contendo

rianodina, todos os 3 grupos apresentaram uma significativa reducdo em
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relacdo aos valores pré-pausa, no entanto, ndo ha diferenca entre os pés-
pausa rianodina e pos-pausa controle e nem diferenca significativa entre os

trés grupos em mesma solucéo de rianodina (Fig. 43).
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Figura 39. Forga de Contracdo (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas
a preparacao controle, litio e rianodina apds pausa de 5 minutos na estimulagcdo, nos 3
diferentes regimes de alimentacdo: pds-absortivo (preto), pico de SDA (cinza escuro) e jejum
(cinza claro). Os valores sao media + EPM. A linha pontilhada representa os valores de forca de
contracao das tiras em solucdo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a
diferenca entre o valor pds-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As
letras mailsculas indicam a diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solucdes
fisiolégicas. As letras mindsculas indicam a diferenca entre os grupos em mesma solucdo
fisiolégica. A auséncia de simbolos indica que néo foi registrada diferenca entre os pontos
(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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Figura 40. TPT (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a preparacao
controle, litio e rianodina apés pausa de 5 minutos na estimulacdo, nos 3 diferentes regimes de
alimentacdo: Pds-absortivo (preto), Digestdo (cinza escuro) e Jejum (cinza claro). Os valores
sdo media = EPM. A linha pontilhada representa os valores de forca de contracédo das tiras em
solugéo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferencga entre o valor
pés-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras mailsculas
indicam a diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solugdes fisiol6gicas. As letras
mindsculas indicam a diferen¢a entre os grupos em mesma solucéo fisioldgica. A auséncia de
simbolos indica que ndo foi registrada diferenga entre os pontos (ANOVA TwoWay, SNK,
p<0,05).
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Figura 41. THR (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a preparagao
controle, litio e rianodina apos pausa de 5 minutos na estimulacdo, nos 3 diferentes regimes de
alimentagéo: Pds-absortivo (preto), Digestédo (cinza escuro) e Jejum (cinza claro). Os valores
sdo media £ EPM. A linha pontilhada representa os valores de forca de contracédo das tiras em
solugéo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca entre o valor
pbs-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As letras mailsculas
indicam a diferenga entre os valores pos-pausa nas diferentes solugdes fisioldgicas. As letras
mindsculas indicam a diferenca entre os grupos em mesma solucéo fisiol6gica. A auséncia de
simbolos indica que néo foi registrada diferengca entre os pontos (ANOVA TwoWay, SNK,
p<0,05).
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Figura 42. Taxa de Contracéo (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus expostas a
preparacao controle, litio e rianodina apds pausa de 5 minutos na estimulacéo, nos 3 diferentes
regimes de alimentacdo: Pés-absortivo (preto), Digestéo (cinza escuro) e Jejum (cinza claro).
Os valores sdo media + EPM. A linha pontilhada representa os valores de forca de contragcédo
das tiras em solucéo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a diferenca
entre o valor pds-pausa registrado em cada grupo em relagdo ao valor pré-pausa. As letras
maiulsculas indicam a diferenca entre os valores pds-pausa nas diferentes solugdes fisiologicas.
As letras minlsculas indicam a diferenca entre 0os grupos em mesma solucéo fisiolégica. A
auséncia de simbolos indica que nao foi registrada diferenca entre os pontos (ANOVA TwoWay,
SNK, p<0,05).
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Figura 43. Taxa de Relaxamento (% de alteracdo) de tiras ventriculares de C. durissus
expostas a preparacdo controle, litio e rianodina apés pausa de 5 minutos na estimulacao, nos
3 diferentes regimes de alimentacdo: Pds-absortivo (preto), Digestdo (cinza escuro) e Jejum
(cinza claro). Os valores sao media + EPM. A linha pontilhada representa os valores de forca de
contracao das tiras em solucdo controle antes da pausa estimulatéria. Os simbolos * indicam a
diferenca entre o valor pds-pausa registrado em cada grupo em relacdo ao valor pré-pausa. As
letras mailsculas indicam a diferenca entre os valores pés-pausa nas diferentes solucdes
fisiolégicas. As letras mindsculas indicam a diferenca entre os grupos em mesma solucdo
fisiolégica. A auséncia de simbolos indica que néo foi registrada diferenca entre os pontos
(ANOVA TwoWay, SNK, p<0,05).
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12. DISCUSSAO

12.1. Hipertrofia Cardiaca

Apesar da hipertrofia do miocardio ser um assunto amplamente
estudado em mamiferos como um processo que acontece como forma
compensatoéria ou como consequéncia do aumento na sobrecarga no coragao,
e, apesar de ter sido observada em P. molurus por Andersen et al. (2005), este
nao foi observado em cascaveéis sul-americanas durante o pico de digestao.
Nestes animais, aparentemente, o aumento metabdlico de cerca de 5 vezes na
taxa metabdlica padréo apds a ingestdo de presas correspondentes a 30% da
massa corpOrea do animais (ANDRADE, 1997) nao € suficiente para
desencadear um processo de hipertrofia do miocardio. J4 as pitons
alimentadas com presas de mesma propor¢do corporea (30%) apresentaram
um aumento metabdlico de 15 vezes da taxa metabdlica padrdo (SECOR &
DIAMOND, 1997a; 1997b; OTT, 2007).

E possivel que o aumento metabdlico registrado em cascavel ndo
seja suficiente para desencadear a hipertrofia cardiaca registrada em pitons, ou
mesmo, que o0 tempo para que haja toda a reestruturagdo necessaria para
hipertrofia seja insuficiente até o pico de digestao, visto que em pitons o pico
de digestdo ocorre 48h apOs a ingestdo do alimento enquanto em cascaveis
acontece apos 34 h. Dessa forma, é possivel que a hipertrofia ainda nao esteja
concluida quando o metabolismo atinge o pico em cascavéis, e por isso, nao foi
registrado aumento significativo. Também é possivel que um processo tdo
complexo como o de hipertrofia ventricular seja um ajuste desnecessario para a
espécie, visto que ndo ha reducéo da capacidade contratil diante dos extremos
metabdlicos (jejum e digestao) impostos experimentalmente.

Em situacdo oposta a de digestdo e aumento metabdlico, os
animais expostos ao jejum prolongado também ndo apresentaram qualquer
alteracdo na massa ventricular ou atrial. Isto sugere que, apesar da significativa
redugcdo na massa corporea do animal (até 30%), o coracdo permanece
preservado durante todo o processo e a propor¢do massa do coragdo por

massa corpOrea € mantida constante.
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12.2. Fungao Cardiaca durante a Digestao

A diferenca na forga de contragéo registrada entre apice e base
descrita no capitulo 1 em animais durante o periodo pds-absortivo permanece
nos animais durante o pico de digestdo. E possivel notar nos resultados que a
forca de contracdo gerada no apice ventricular do grupo Digestdo é
significativamente menor do que a registrada em tiras proximas a base no
mesmo grupo. Também € observado que ndo ha alteracdo entre 0s grupos
digestdo e pos-absortivo em qualquer das regides do ventriculo. Estes dados
reforcam a ideia de que esta diferenca na capacidade de geracao de tenséo se
deve a orientacdo das fibras e que isso ndo € alterado em func¢éo da demanda
metabdlica a qual o animal é submetido.

Assim como observado em animais no periodo Pds-absortivo, o0
comportamento das tiras de apice e base ventricular € o mesmo quando
normalizados em porcentagem. A comparacgao dos dados percentuais dos dois
grupos (Pdés-absortivo e Digestdo) em solucéo fisiologica controle mostra que a
forca de contracdo no grupo Digestdo € significativamente maior do que a
registrada no Pds-absortivo nas frequéncias de 0,6 e 0,8 Hz e a velocidade de
relaxamento € maior no grupo Digestdo em praticamente todas as frequéncias
de estimulagcado testadas durante o experimento. Estes dados sugerem que a
ciclagem de calcio € mais eficiente durante a Digestdo se comparada ao
regime Pds-absortivo, e que a célula apresenta melhor desempenho na retirada
de calcio livre no citosol.

O bloqueio do RS pela exposicdo a rianodina causou uma queda
na forca de contracdo de cerca de 40% na frequéncia inicial, semelhante
aguela registrada no grupo Pds-absortivo. No entanto, com o aumento na
frequéncia de estimulacdo, a forca de contracdo aumenta nas frequéncias de
1,0 e 1,2 Hz, apresentando um valor significativamente maior do que o
registrado no grupo Pds-absortivo nas mesmas frequéncias. Isso pode ser um
indicativo de que, durante o pico de digestdo, a ceélula aumenta a sua
capacidade de utilizar o calcio proveniente do meio extracelular para que o
bombeamento cardiaco ndo seja prejudicado em altas frequéncias de

contracdo e com menor disponibilidade de calcio.
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Além da maior capacidade de utilizar célcio do meio extracelular,
a ciclagem de calcio também parece ser alterada durante o pico de digestdo. O
bloqueio do NCX por meio da exposicao das tiras ventriculares a uma solucdo
contendo litio levou a uma reducéao significativa na forca de contracédo a partir
da frequéncia de 0,6 Hz quando comparados aos valores obtidos em solug&o
controle. Na frequéncia inicial de 0,2 Hz, ndo foi observada a reducao na forga
de contracdo de 20% registrada no grupo Pds-absortivo. Isso pode ser um
indicativo de que nesta condicao fisiologica, a SERCA esta funcionando mais
rapidamente do que o NCX na retirada de calcio livre do citosol. Dessa forma,
guando o NCX é bloqueado, mais calcio é armazenado no RS.

Outra importante alteracdo em relacdo ao grupo Pés-absortivo foi
a frequéncia maxima suportada pelas fibras ventriculares. No grupo Poés-
absortivo foi observado que a frequéncia maxima atingida pelas tiras quando o
NCX estava bloqueado foi de 0,8 Hz, no entanto, as tiras do grupo Digestao
apresentaram capacidade de se contrair em frequéncias de até 1,0 Hz. Este
fato reforca a hipotese de que, durante a digestdo e com aumento na
disponibilidade de ATP, o bombeamento ativo para a retirada de calcio livre no
citosol é otimizado quando comparado aos animais em regime pos-absortivo.

A ideia de que durante a digestdo ha um aumento na capacidade
de utilizacédo do calcio extracelular € confirmada pelo experimento onde as tiras
foram expostas as crescentes concentracdes de calcio. Foi observado que a
forca de contracdo durante a digestdo € significativamente maior do que a
registrada no grupo Pds-absortivo na concentragdo mais alta de 10 mM de
calcio. Além disso, a velocidade de contracdo também é maior nesta
concentracdo e a velocidade de relaxamento é significativamente maior do que
a registrada nos animais em periodo pds-absortivo a partir da concentracéo de
6 mM. Este também é outro indicativo de que a ciclagem de calcio é melhorada
durante a digestédo, visando suprir o aumento na demanda metabodlica.

Ao serem submetidas ao crescente aumento na frequéncia de
estimulacao, as tiras ventriculares dos animais no pico de digestdo e expostas
a alta concentracdo de calcio (10 mM), apresentaram um aumento na forca de
contracdo de cerca de 80% e este perdurou por praticamente todas as

frequéncias de estimulacdo testadas experimentalmente. Nos animais do grupo
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Pds-absortivo foi registrado um aumento na forca de contragdo apenas na
frequéncia inicial de 0,2 Hz, sendo que em frequéncias maiores a forca se
iguala aquela obtida em solucéo controle. Este aumento na forca de contracao
em altas concentracbes de calcio, somado com os resultados obtidos nos
testes de rianodina e litio reforcam ainda mais a hipotese de que a ciclagem de
calcio é melhorada durante a digestao, e ainda acrescentam a hip6tese de que,
nestes animais, o nivel de calcio circulante no sangue e disponivel para a
contracao do midcito cardiaco é aumentado.

A exposicdo & adrenalina 10™ M levou a um significativo aumento
na for¢ca de contragéo em relagdo aos valores obtidos em solug&o controle e
este aumento permaneceu durante uma larga escala de frequéncias de
estimulacdo. Além disso, foi também registrado um significativo aumento na
velocidade de relaxamento das tiras quando comparadas aos dados obtidos
em solucdo controle ou aos dados do grupo Pds-absortivo exposto a mesma
condicdo. A estimulacdo adrenérgica leva a um aumento no influxo de célcio e
melhora na ciclagem e retirada de calcio do citosol (TIBBITS et al., 1992;
SHIELS & FARRELL, 1997), no entanto, o aumento na velocidade de
relaxamento durante o pico de digestdo também sugere uma melhora na
capacidade de ciclagem de calcio durante situagdes como esta.

Andersen et al. (2005) mostraram que em P. molurus durante o
pico de digestéo (48 horas ap0s a ingestédo do alimento) ocorre um aumento de
40% na massa ventricular e que esta hipertrofia € resultado de um aumento na
sintese de proteinas contrateis. Isso ofereceria uma vantagem funcional de
aumento na forca de contracdo ventricular diante de um aumento metabdlico
de até 40 vezes em relacdo a taxa metabdlica padrdo. Como observado e
discutido no topico acima, ndo foi encontrada hipertrofia ventricular ou mesmo
atrial em cascavéis durante o pico de digestdo. No entanto, se a ciclagem de
calcio é melhorada em funcdo do bombeamento ativo de célcio, se ha um
aumento na capacidade de utilizacdo do célcio extracelular e se a
concentracdo de calcio circulante no sangue for maior durante o pico de
digestdo, entdo torna-se dispensavel o aumento do aparato contratil e da
massa ventricular para suprir o aumento metabdlico. Entretanto, tal hipétese

nao descarta a ocorréncia de um possivel remodelamento na expressao de
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proteinas envolvidas no manejo de calcio, como canais idnicos, bombas e
trocadores, nas diferentes condigbes experimentais.

Apesar das evidéncias observadas nestes resultados, ainda séo
necessarios testes para a confirmacéo desta hipotese. Nao existe na literatura
qualguer dado acerca da concentracdo de calcio circulante no sangue de
répteis durante a digestéo. Isso dificulta a confirmacdo da hipétese lancada de
que ocorre um aumento na quantidade de célcio livre na circulacdo destes
animais e torna necessaria a realizacdo desta investigacdo. Aléem disso, é
necessario investigar se had de fato um aumento na atividade da SERCA
durante a digestdo para investigar se ha um aumento na capacidade de
ciclagem de célcio e se isso é proveniente do aumento na atividade da Ca*'-
ATPase ou do NCX. Isso pode ser testado por meio de analises moleculares ou
pela técnica de patch-clamp para averiguar a contribuicdo de cada um destes

componentes na ciclagem de calcio.
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12.3. Fungao Cardiaca durante o Jejum

Os experimentos com 0s animais em jejum foram realizados
quando os animais perderam 30% da massa corporea inicial ou quando
completaram 1 ano de privacdo alimentar. Assumiu-se 30% de reducdo de
massa como limite, pois foi visto que, até essa marca, 0s animais ainda se
encontram na fase dois do jejum. Apds esta perda de peso, caracterizaria o
inicio da fase 3 e, portanto, preponderancia de protedlise e possivel
comprometimento do muasculo cardiaco (Leite, dados ainda ndo publicados).
Os animais que nao apresentaram tamanha reducdo de massa foram
submetidos ao experimento apds 1 ano de privagdo alimentar pois assumiu-se
que seria tempo suficiente para que possiveis ajustes relacionados ao regime
alimentar ja teriam ocorrido neste periodo, mesmo que a reducdo da massa
corpdrea nao tivesse sido tdo grande. A diferenca na perda de massa corporea
deve-se ao fato de que animais de mesma espécie e mesma necessidade
metabdlica podem utilizar combustiveis fisioloégicos diferentes a fim de suprir a
demanda energética (MCCUE, 2010).

Os experimentos in vitro mostraram que a diferenca entre apice e
base encontrada nos animais bem nutridos apresentados no Capitulo 1 se
mantém durante a privagdo de alimento. Em todas as frequéncias de
estimulacdo testadas, as tiras proximas a base ventricular desenvolveram
maior capacidade de geracdo de tensdo do que as tiras préximas ao apice.
Entretanto, ndo ha diferenca na geracao de forca entre os animais em jejum e
0s animais poés-absortivo, mostrando que mesmo apés um longo periodo em
privacdo de alimento, o coracdo permanece integro na sua capacidade de
bombeamento e geracdo de forca. Os parametros de tempo de contracdo e
relaxamento também nado foram diferentes entre os animais controle e em
jejum, no entanto, a velocidade maxima do ciclo de contracdo e relaxamento
em tiras proximas ao apice aparentemente é afetado pelo regime de
alimentacdo e foi significativamente menor nos animais em jejum quando
comparados aos animais controle em todas as frequéncias testadas.

A velocidade maxima de contracdo e relaxamento é calculada
pela tangente de inclinacdo da forca de contracdo em funcéo de tempo. Dessa

forma, as contracGes podem apresentar 0 mesmo tempo para o pico e mesmo
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tempo para o relaxamento, porém derivadas de forca em funcdo do tempo
diferentes entre si. Isso pode se dar pela alteragdo na orientacdo das fibras
proximas ao apice ventricular em alteracfes alimentares como digestdo ou
jejum, ndo afetando o desempenho das tiras, porém alterando a velocidade de
conclusédo do ciclo contrétil. No entanto, assim como observado em animais no
periodo pds-absortivo, 0 comportamento das tiras de apice e base ventricular é
0 mesmo quando normalizados em porcentagem, ndo havendo diferenca em
funcdo do regime de alimentacéao.

Outra alteragdo observada nos resultados foi a reducdo da
capacidade de contracdo em altas frequéncias de estimulacdo apos a privagao
alimentar. Apesar da manutencéo da forca de contracdo e dos parametros de
tempo, as tiras dos animais submetidos ao jejum prolongado suportaram
frequéncias de estimulacdo até 1,6 Hz enquanto os animais controle
suportaram estimulagbes de até 2,0 Hz. O mau funcionamento das tiras
ventriculares em altas frequéncias de estimulacdo sugere que a ciclagem de
calcio fica prejudicada durante a privacéo alimentar. Esta alteracdo pode estar
ligada a um ajuste no suporte enzimatico, que afetaria retirada de célcio do
citosol durante altas frequéncias de estimulacdo. No entanto, ndo ha na
literatura artigos que investiguem a frequéncia cardiaca de animais nestas
condicbes, e, portanto ndo é possivel afirmar que isto seria uma desvantagem
fisiologica para estes individuos in vivo. No entanto, trabalhos recentes e ainda
nao publicados do INCT em Fisiologia Comparada mostram que cascavéis
submetidas a mesma condic&o de jejum replicada neste trabalho, sdo capazes
de aumentar a taxa metabdlica em até 3 vezes durante exercicio forcado ou
espontaneo (CLEO LEITE, dados ainda ndo publicados). Este significativo
aumento metabdlico deve vir acompanhado de um ajuste na frequéncia
cardiaca e uma alteracdo na ciclagem de célcio em altas frequéncias de
estimulacdo pode ser um fator limitante nestes animais.

A hipétese de que a ciclagem de calcio é alterada durante o jejum
é refor¢cada no teste de funcionalidade do reticulo sarcoplasmético. Os animais
submetidos ao jejum apresentaram uma queda significativa (cerca de 20%) na
forca de contracdo em relacéo ao obtido em solucéo fisioldgica controle, porém

esta queda foi significativamente menor do que queda a registrada no grupo
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controle (cerca de 40%) ap0Os o bloqueio dos canais de rianodina (Fig. 9). Esta
diferenca sugere que, durante o jejum, menos célcio é armazenado dentro do
reticulo sarcoplasmatico. Isso pode se dar em funcédo da baixa quantidade de
ATP disponivel para o bombeamento ativo de célcio via SERCA. Apesar da
reducdo do estoque de calcio dentro do RS, ndo ha reducdo na forca de
contracdo desenvolvida durante o Jejum quando comparada ao Pds-absortivo
em solucdo fisiolégica controle, levantando a hipotese de que o calcio
disponivel para a contracdo se mantém estavel mesmo durante a privacédo
alimentar.

O ion calcio pode entrar na célula por 4 vias: (1) Canais lentos de
calcio presentes na sarcolema, (2) Reticulo Sarcoplasmatico (RS), (3) trocador
Na*/Ca* (NCX) e (4) Mitocondria. A liberacdo de célcio para a contracdo do
miocito ndo depende da producdo e consumo de ATP, porém o bombeamento
de calcio para fora do citosol pode depender. A retirada de calcio pode ser feita
também por 4 vias: (1) Enzima Ca®’ATPase sarcolemal, (2) Ca**ATPase
presente no RS (SERCA), (3) NCX e (4) transportador “uniporter” mitocondrial.
Das 4 vias de retirada de célcio apresentadas, as duas Ca**ATPase consomem
ATP. Para um animal com deficiéncia de energia como em privacdo alimentar,
e com baixa producdo de ATP, restam duas saidas prioritarias: o NCX e o
transportador mitocondrial.

Quando as tiras ventriculares dos animais submetidos ao jejum
prolongado foram expostas a solucdo onde o sddio foi substituido por litio
(bloqueio do NCX), foi observada uma potenciagcéo na forca de contragdo na
frequéncia inicial de 0,2 Hz, enquanto no grupo Pos-absortivo foi observado
apenas uma reducdo de cerca de 20% na forca de contracdo. Com o NCX
blogueado e com menor quantidade de calcio disponivel para contracédo
armazenado no RS, este diferencial de célcio ativador pode ser proveniente do
meio externo, via canais-L ou de um reservatorio interno, via mitocondria. A
ideia de um aumento do armazenamento de calcio dentro da mitocondria &
reforcada se forem consideradas as opc¢des de relaxamento em um quadro de
baixa disponibilidade de ATP, e, portanto, baixo bombeamento via Ca®'-
ATPase e NCX bloqueado pelo litio. A opcao de retirada de célcio do citosol

passaria a se concentrar no transportador uniporter mitocondrial, sugerindo
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que, para manter o coragdo integro na sua capacidade contratil durante o
periodo de privagdo alimentar, a mitocondria passa a funcionar como
importante armazenador e fornecedor de calcio para a contragao ventricular em
cascaveis.

Na literatura, existem trabalhos que mostram a importante
participacdo da mitocbndria na manutencdo da homeostase de calcio celular
diante de situacdes fisiologicas normais, mas a maioria dos trabalhos
publicados referem-se a midcitos ventriculares de mamiferos (JEAN-
QUARTIER et al.,, 2012). Contudo, ha escassez de trabalhos envolvendo o
estudo acerca da importancia das mitocondrias na ciclagem de calcio do
midcitos cardiacos de vertebrados basais. Dessa forma, a comparacao de
informacdes entre grupos deve ser feita com cuidado em funcdo da diferenca
funcional entre os midcitos. Isso dificulta a analise da hipbtese apresentada
acima de que durante uma situacdo adversa e com reducdo de ATP a
mitocondria serviria como um importante reservatorio intracelular de calcio.

Em mamiferos, a mitocondria tem um papel pequeno na ciclagem
de calcio. O calcio proveniente do meio extracelular via canais-L € importante,
porém insuficiente para manter a contracdo ventricular. No entanto, € o
principal responsavel pela ativagdo dos canais de rianodina e liberacdo do
calcio armazenado no interior do reticulo sarcoplasmatico. O NCX funciona
apenas como um bombeador de calcio do meio intra para o extracelular, e
assim como a mitocondria, ndo fornece quantidades significativas de célcio
para a contragdo (BERS, 2002). A retirada de calcio se da principalmente via
SERCA e via NCX, sendo que a Ca?*ATPase sarcolemal e o transportador
uniporter mitocondrial constituem o chamado sistema lento de ciclagem de
calcio e apresentam pouca influéncia para o relaxamento (BASSANI &
BASSANI, 2002).

Em humanos com insuficiéncia cardiaca ha uma reducdo da
captagdo de calcio pela SERCA e um aumento da atividade do NCX (STUDER
et al, 1994; FLESCH et al, 1996; HASENFUSS, 1998). De forma direta, a
SERCA é capaz de transportar 2 ions célcio livres no citosol para o RS por
cada molécula de ATP consumida. O NCX ndo consome ATP diretamente para

o seu funcionamento, no entanto ele depende do funcionamento da bomba de
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Na’-K* que bombeia 3Na" para fora e 2K* para dentro, via ATPase. O NCX
trabalha colocando 1 fon Ca*" para fora e 3 fons Na* para dentro da célula.
Dessa forma, segundo BERS (2000), o NCX consume mais energia para a
retirada de calcio livre do citosol (1ATP/Ca*") que a SERCA (1ATP/ 2 Ca®").
Essa é outra evidencia de que em cascavéis submetidas ao jejum prolongado,
a retirada de calcio deficiente via Ca®*ATPase reticular ndo é compensada via
NCX, indicando que o célcio deve ser armazenado em um reservado
intracelular.

Porém, pelo fato do transportador uniporter da mitocdndria ser
considerado mais lento do que os demais e seguindo a teoria de que a
mitocondria funciona como armazenador de célcio em midcitos cardiacos de
cascavéis em jejum, é de se esperar que a velocidade de relaxamento seja
menor do que a registrada no grupo controle (BERS, 2000). E possivel
perceber nos dados apresentados de teste de rianodina que a velocidade de
relaxamento dos animais em jejum é igual aquela registrada no grupo controle
assim como o registrado no teste de bloqueio do NCX. Como mostrado no
capitulo 1, o NCX funciona como o principal bombeador de calcio citosélico
para o meio externo e € mais rapido do que a SERCA. Entretanto, durante o
jejum, foi observada uma deficiéncia no bombeamento de célcio para o RS e
uma menor dependéncia do calcio reticular para a contracdo do miocito. Isso
sugere que a SERCA trabalha menos pela deficiéncia na producédo de ATP. No
entanto, o bombeamento de célcio via NCX também é indiretamente custoso e
nao parece ser alterado para compensar o menor funcionamento da SERCA
durante a privacao de alimento. Como néo ha alteracédo na taxa de relaxamento
com o bloqueio dos canais de rianodina, pode-se supor que ha uma
modificacdo no transportador uniporter mitocondrial para suprir essa disfuncéo
e, assim, manter estavel a fungcdo cardiaca. No entanto, essa compensacao
durante a privacao de alimento, se existente, sO é observada até a frequéncia
de 1,6 Hz, sendo que em frequéncias maiores as tiras comecam a apresentar
deficiéncia na ciclagem de calcio e falta de estabilidade nas contracdes.

Com o aumento do célcio extracelular pela adicdo crescente de
calcio na solucéo fisiologica, foi observado um significativo aumento na forca

de contracdo dos animais submetidos ao jejum prolongado. No entanto, este
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aumento foi significativo apenas na frequéncia inicial de 0,2 Hz, sendo que em
frequéncias de estimulacdo maiores do que esta, a forgca de contragdo se
igualou aos valores controle. Também foi observado que a partir da frequéncia
de 1,0 Hz, as tiras ndo foram mais capazes de contrair regularmente, o que
indica que com o aumento da disponibilidade de calcio, o transportador
uniporter mitocondrial ndo consegue suprir a deficiéncia de bombeamento via
Ca’*-ATPase, e as tiras passam a apresentar deficiéncia na ciclagem de célcio
em frequéncias menores do que o normal (1,6 Hz).

Ao serem expostas a adrenalina, as tiras ventriculares dos
animais em jejum apresentaram um aumento na forca de contragcdo na
concentracdo de 10 M, que se manteve entre as frequéncias de 0,2 e 0,6 Hz.
A concentracdo de 10® M de adrenalina ndo resultou em aumento na forca de
contracdo das fibras. No entanto, assim como na concentragdo mais alta,
causou uma otimizacdo na ciclagem de célcio, fazendo com que as tiras
resistissem a frequéncias de estimulacéo de até 2,0 Hz, como registrado para o
grupo Pdés-absortivo. Isso se da em funcéo da adrenalina aumentar o influxo de
calcio pelos canais de membrana e aumentar o nimero de transportadores pra
a retirada de calcio. Dessa forma, a célula apresenta maior facilidade de retirar
calcio do citosol, sem consumo de ATP, mesmo que haja mais célcio entrando
na célula para a contracao (TIBBITS et al., 1992; SHIELS & FARRELL, 1997).

Os testes realizados averiguando a funcdo cardiaca apos uma
pausa de 5 minutos na estimulagéo reforcam as ideias apresentadas acima.
ApoOs a pausa na estimulacdo foi observada uma significativa redugéo na forca
de contracdo semelhante a registrada no grupo Pdés-absortivo. Ao serem
expostas a rianodina, as tiras ventriculares dos animais submetidos ao jejum
também apresentaram reducdo de forca, no entanto, essa reducdo nédo foi
maior do que a registrada em solugcdo controle, indicando uma baixa
dependéncia do célcio proveniente do RS para a contracdo ventricular. O
bloqueio com o litio leva a um aumento médio de cerca de 130% na Fc, porém
o desvio padrao elevado ndo permite que haja diferenga significativa em
relacdo aos dados pré-pausa.

Com base em todos os dados apresentados e na discussao

acima, pode-se dizer que apos um longo periodo em privacdo alimentar,
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cascaveis sul-americanas sdo capazes de manter a integridade do coragéo a
fim de suprir a demanda metabdlica durante todo este periodo. Entretanto, a
ciclagem de calcio parece ser alterada em funcédo da baixa disponibilidade de
ATP. Foi observado que animais em jejum apresentam menor dependéncia do
calcio armazenado no reticulo sarcoplasmatico do que os animais bem nutridos
(pGs-absortivo e digestdo). Como alternativa para manter a for¢ca de contragédo
inalterada, o calcio que deixa de ser bombeado para o0 RS via SERCA,
podendo ser armazenado na mitocondria. Esta ideia foi reforcada pelo teste de
bloqueio do NCX, onde foi observada uma potenciacao na forca de contracdo
apenas nos animais em jejum, indicando novamente que o calcio é
armazenado em um reservatorio intracelular.

No entanto, ainda € necesséria a confirmacéo desta hipétese por
meio do blogueio do transportador “uniporter” mitocondrial ou por meio da
técnica de patch-clamp para medir exatamente a contribuicdo de cada um
destes componentes na ciclagem de calcio em cascavéis submetidas a logos

periodos em privacéo alimentar.
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13. SUMARIO

Com base nos resultados apresentados anteriormente, pdde-se
verificar que nao ocorre hipertrofia ventricular durante o pico de digestdo de
cascavéis sul-americana, Crotalus durissus terrificus, bem como nao foi
registrada atrofia ventricular ap6s o jejum prolongado (1 ano ou 30% de
reducdo na massa corporea). Nos 3 regimes de alimentacdo testados
experimentalmente, a massa relativa do ventriculo se manteve constante em
relacdo ao controle (pés-absortivo, 30 dias apoOs alimentacdo) diante dos
extremos metabdlicos (digestdo e jejum). Isso contraria a hip6tese de que o
aumento na demanda metabdlica em funcdo da digestdo geraria uma
sobrecarga no sistema contratil resultando em hipertrofia e que isso levaria a
um aumento na fung&o contratil.

A visdo oposta era esperada durante o jejum prolongado. Sabe-se
que a privacdo de alimento por um longo periodo de tempo resulta em
protedlise, e era esperado que o coracao, sendo um musculo, sofresse reducao
da massa pela mobilizacédo de proteina e, consequentemente, uma reducédo da
sua capacidade contratil. Ao contrario do registrado em mamiferos, nao foi
observada alteracdo na massa relativa do ventriculo, e também foi observado
gque o coragdo permanece integro na sua capacidade contratil, mesmo apos a
privacdo alimentar. No entanto, para manter a integridade cardiaca e a funcao
contratil constante durante os extremos metabdlicos, os diferentes grupos
utilizam recursos diferentes.

E possivel concluir que durante o pico de digestdo, ha um
aumento na capacidade de bombeamento e ciclagem de calcio, provavelmente
pelo aumento na atividade da enzima Ca®’-ATPase. Durante um aumento
metabdlico que pode chegar a até 5 vezes a taxa metabdlica padréo (para
presas de 30% da massa corporea), a disponibilidade e consumo de ATP
aumentam significativamente, e ¢é possivel perceber nos resultados
apresentados a maior capacidade de retirar calcio livre no citosol durante a
digestdo. Esta caracteristica somada ao aumento de célcio extracelular
disponivel para a contracdo levou a um significativo aumento na forca de

contracdo que perdurou por praticamente todas as frequéncias de estimulacéo
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testadas. Tais resultados sugerem a necessidade de realizacédo de testes que
mensurem a quantidade de célcio circulante no sangue durante o pico de
digestdo bem como de experimentos utilizando a técnica de patch-clamp para
averiguar o grau de participacdo da SERCA na retirada de calcio livre no
citosol. Se ambas as hipoteses forem confirmadas, entdo ndo seria necesséria
a ocorréncia de hipertrofia ventricular para suprir 0 aumento na demanda
metabdlica, mas apenas o aumento da concentracdo de calcio circulante no
sangue para a interacado actino-miosinica e a resultante melhora na funcéo
contrétil.

Em situacdo oposta, como no jejum prolongado, também néo foi
registrada reducéo da funcdo cardiaca, mostrando que mesmo ap6s um longo
periodo de privacdo alimentar, o coracdo permanece integro na sua funcao
contratil. No entanto, os recursos utilizados para que esta seja mantida séo
bastante diferentes da situacao controle e durante o pico de digestdo. Com a
baixa disponibilidade de ATP, foi observado nos dados apresentados que ha
uma deficiéncia na ciclagem de calcio em altas frequéncias de estimulacdo e
que ha uma menor dependéncia do calcio proveniente do RS para a contragdo
muscular. Com base nisso, € provavel gue as mitocéndrias passem a funcionar
como importantes fornecedoras de calcio para a contracdo em periodos de
baixar disponibilidade de energia. Porém, como um transportador mais lento, a
mitocondria ndo consegue suprir a retirada de calcio em altas frequéncias de
estimulacado e as contragOes das tiras ficam irregulares acima de 1,6 Hz.

Para a confirmacdo dessa hipdtese ainda € necesséario que se
faca novos experimentos para testar a participacdo de cada componente
celular na ciclagem de calcio apés um longo periodo de privagéo alimentar por
meio da técnica de patch-clamp ou pelo bloqueio do transportador uniporter
mitocondrial. Também seria interessante a realizacdo de testes bioquimicos e
moleculares que mostrassem o funcionamento da SERCA e o consumo de

ATP dos midcitos durante o jejum.
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14. CONCLUSOES
Com base nos resultados apresentados anteriormente, pode-se
concluir que:

1- N&o ocorre alteragdo na massa relativa do ventriculo em decorréncia da
alimentacgao ou do jejum prolongado.

2- A diferenca na geracao de tensdo de tiras proximas a base ventricular em
relacdo as tiras do apice se mantém nos 3 regimes de alimentacéo (Fc na
base é 3 vezes maior do que no apice ventricular), ndo havendo diferenca
entre 0S grupos experimentais.

3- O aumento na frequéncia de estimulacdo causa um decréscimo na forca de
contracdo semelhante nos 3 grupos experimentais.

4- O RS é funcional e responséavel pelo fornecimento de uma significativa
porcentagem de Ca®" para a contracdo do midcito. No entanto, a
participacdo do RS no grupo Jejum foi menor do que nos grupos Pos-
absortivo e Digestéo.

5- A adrenalina aumenta a Fc em funcdo do aumento da disponibilidade de
ions Ca®*, e no grupo Digestédo, este aumento permanece por uma escala
de frequéncias estimulatorias maior do que nos demais grupos.

6- A mitocondria pode ter uma importante participacdo na ciclagem de calcio
nos animais submetidos ao jejum prolongado, como armazenadora e
fornecedora de calcio para a contragdo do midcito.

7- Durante a Digestdo hd uma maior capacidade de utilizagdo do célcio

extracelular para aumento na forca de contragcdo em relacdo aos outros

dois grupos testados.
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