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RESUMO

Considerando a auséncia de estudos acerca da funcao cardiaca de sexos distintos de anfibios
anuros nativos, o presente estudo se propds a comparar a frequéncia cardiaca basal (fh) e a
importancia e participagdo das principais proteinas envolvidas no acoplamento excitacéo-
contragdo de cada género sexual da espécie Rhinella icterica: o trocador Na*/Ca?* (NCX), a
Ca?" ATPase do reticulo sarcoplasmético (SERCA) e sua proteina assessoria fosfolambano
(PLB), e a proteina de membrana Na*/K*ATPase. Ademais, foi determinada a taxa metabolica
padrdo dos animais com o intuito de avaliar se as caracteristicas cardiacas estdo relacionadas
ao nivel metabdlico de cada sexo nessa espécie. Para tanto, foram realizados experimentos in
vitro com tiras cardiacas ventriculares tratadas com rianodina, que resultou em uma reducéo
significativa da forca de contracdo, indicando uma relevante particiacdo do reticulo
sarcoplasméatico em ambos sexos de R. icterica, porém mais evidente nos machos. O
tratamento com LiCl demonstrou uma maior dependéncia das fémeas no que diz respeito ao
papel do NCX como fonte de calcio para a contracdo, e ainda maior nos mecanismos de
relaxamento. O protocolo com ouabaina demonstrou uma importancia significativa da Na*/K*
ATPase em ambos sexos, especialmente nos mecanismos de relaxamento. Corroborando estes
resultados, a expressédo da SERCA e de PLB foi mais elevada nos machos, e 0 NCX obteve
maior expressdo nas fémeas. A taxa metabdlica padrdo dos machos também foi maior que a
das fémeas, o que indica uma possivel relacdo entre a taxa metabolica de cada sexo e a sua
funcdo cardiaca adaptada a cada metabolismo nesta espécie. A funcdo cardiaca, portanto,
varia de acordo com o sexo em R. icterica, 0 que representa um dado inédito na fisiologia

comparada de anfibios anuros.

Palavras-chave: sapos-cururu, reticulo sarcoplasmatico, funcéo cardiaca,



ABSTRACT

Considering the absence of studies on the cardiac function of distinct sexes of native anuran
amphibians, the present study proposed to compare the basal heart rate (fh) and the
importance and participation of the main proteins involved in the excitation-contraction
coupling of each sex in Rhinella icterica species: the Na*/Ca?" exchanger (NCX), the
sarcoplasmic reticulum Ca®* ATPase (SERCA), its advisory protein phospholamban (PLB),
and the Na */K* ATPase membrane protein. In addition, the analysis of the basal metabolic
rate of the animals verified if the cardiac characteristics are related to the metabolic level of
each sex in this species. For this, in vitro experiments with ventricular cardiac strips treated
with rianodine were performed, which demonstrated a significant reduction of the contraction
force, indicating a relevant partitioning of the sarcoplasmic reticulum in both genera of this
species, but more evident in males. LiCl treatment demonstrated a greater dependence of
females on the role of NCX as a source of calcium for contraction, and even more on
relaxation mechanisms. The ouabain protocol demonstrated a significant importance of Na
*IK* ATPase in both sexes, especially in the relaxation mechanisms. Corroborating these
results, the expression of SERCA and PLB was higher in males, and NCX showed higher
expression in females. The analyzes of basal metabolic rate of males also revealed higher
values, which indicates a possible relationship between the metabolic rate of each sexual
gender and their cardiac function adapted to each metabolism in this species. Cardiac
function, therefore, varies according to sex in R. icterica, which represents an unprecedented

finding in the comparative physiology of anuran amphibians.

Keywords: Cururu toads, sarcoplasmic reticulum, cardiac function
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1.  INTRODUCAO

1.1. Contextualizacao e Justificativa

Os anfibios apresentam algumas caracteristicas que se distinguem ndo somente
entre as espécies, mas também entre machos e fémeas dentro de uma mesma espécie
(HOPKINS, 2007). Dentre essas peculiaridades de sexo destacam-se os tamanhos corpéreos,
comportamento, ecologia, nivel de atividade, além de peculiaridades anatdmicas, hormonais e
metabolicas, 0 que faz com que a demanda imposta sobre algumas funcdes bioldgicas, em
especial a funcdo cardiaca, possa ser bastante variavel entre os sexos (LILLYWHITE;
ZIPPEL; FARRELL, 1999; HOPKINS, 2007).

Nesse contexto, limitados sé&o os estudos que se dedicaram a elucidar os
mecanismos contrateis e a fisiologia cardiaca de anfibios anuros, ndo havendo até o momento
quaisquer comparacdes entre 0os sexos neste sentido (MORAD; ORKAND, 1971; PAGE;
NIEDERGERKE, 1972; PELSTER et al., 1993). Dentre 0 que se sabe, embora muitos
mecanismos cardiacos sejam comuns a todos 0s vertebrados, é possivel observar nos anfibios,
e em algumas espécies de peixes e répteis, algumas caracteristicas em seus miocitos que 0s
distinguem dos demais grupos no que diz respeito a modulacdo dos ions importantes a
contraco cardiaca (FORBES; SPERELAKIS, 1971; MUNOZ-CHAPULI; HAMLETT, 1996;
LILLYWHITE; ZIPPEL; FARRELL, 1999). O sistema de tdbulos-T em anfibios, em outros
vertebrados basais, e também nas aves é considerado rudimentar, sendo ausente (KEEN;
FARREL, 1992; MOLLER-NIELSEN; GESSER, 1992; DRIEDZIC; GESSER, 1994a;
TIBBITS; XU; SEDARAT, 2002). O diametro dos midcitos dos anfibios é bastante reduzido
quando comparado ao dos mamiferos (PAGE; NIEDERGERKE, 1972; BOSSEN; SOMMER,
1984; BRANDT et al., 1998; TIBBITS; XU; SEDARAT, 2002). Adicionalmente, as
miofibrilas geralmente se concentram nas regides mais periféricas dos midcitos, o que reduz a
distdncia de difusdo dos ions no interior da celula (PEACHEY, 1965; PAGE;
NIEDERGERKE, 1972; BOSSEN; SOMMER, 1984; BRANDT et al., 1998; TIBBITS; XU;
SEDARAT, 2002). Todas essas caracteristicas levaram a sugestdo de que o reticulo
sarcoplasmatico (RS — organela que estoca e libera calcio dentro do midcito) ndo teria um
papel de grande relevancia na contratilidade cardiaca dos anfibios (NIEDERGERKE, 1963;
PEACHEY, 1965; FORBES; SPERELAKIS, 1971; KAVALER, 1974; TIJSKENS;
MEISSNER; FRANZINI-ARMSTRONG, 2003).

De fato, os primeiros trabalhos que investigaram o papel do RS na contragdo

cardiaca de algumas espécies de anfibios ndo indicaram grande participacéo desta organela no
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acoplamento excitacdo-contracdo, a qual passou a ser considerada rudimentar, ou até mesmo
ausente no tecido cardiaco dos anfibios em geral (NIEDERGERKE, 1963; KAVALER, 1974;
ANDERSON; HIRSCH; KAVALER, 1977; NIEDERGERKE; PAGE, 1981; BOSSEN;
SOMMER, 1984; TUNSTALL; CHAPMANT, 1994; TIJSSKENS; MEISSNER; FRANZINI-
ARMSTRONG, 2003), (FORBES; SPERELAKIS, 1971). No entanto, todos esses trabalhos
foram realizados com espécies tipicamente europeias ou norte-americanas, adaptadas ao frio
intenso do inverno temperado e dotadas de um metabolismo baixo (ST-PIERRE; BRAND;
BOUTILIER, 2000; ULTSCH; REESE; STEWART, 2004). Tais caracteristicas geralmente
requerem uma demanda cardiaca relativamente menor, o que explicaria o papel reduzido do
RS na contratilidade cardiaca daquelas espécies(BUCHER; RYAN; BARTHOLOMEW,
1982; TAIGEN; POUGH, 1983, 1985).

Em contrapartida, estudos posteriores com Euphlyctis hexadactylus, espécie
tipica de ambientes tropicais e de metabolismo relativamente mais elevado (ALAM et al.,
2008), observaram uma forte dependéncia do RS no que diz respeito as fontes de célcio para
0s mecanismos cardiacos dessa espécie (SUBRAMANI; VIJAYANAND; THARION, 2002;
SUBRAMANI et al., 2005). O que sugere uma possivel correlacdo entre a taxa metabdlica e a
participacdo do reticulo sarcoplasméatico no acoplamento E-C de algumas espécies de
anfibios.

Nesse sentido, considerando o ambiente tropical brasileiro como provedor de
constantes variagcdes diarias e sazonais de temperatura, além de amplas condi¢fes climaticas,
¢ valido assumir que algumas espécies nativas de anuros neotropicais possam apresentar
demandas metabdlicas mais elevadas e, como consequéncia, possam vir a apresentar
adaptacOes cardiacas adequadas a este ambiente. Ademais, todos estes estudos acerca da
fisiologia cardiaca dos anfibios foram conduzidos indiscriminadamente com machos e
fémeas, de modo que até o momento ndao ha comparacbes entre 0s sexos. ASSim,
considerando-se a argumentacgdo precedente e a auséncia de estudos fisiolégicos comparados
com sexos distintos de anuros brasileiras, o objetivo do presente estudo consistiu em avaliar e
comparar 0s niveis metabolicos e a funcdo cardiaca de machos e fémeas de Rhinella icterica.
A escolha por essa espécie deve-se a sua ampla distribuigdo territorial, além de possuir uma
populacéo estavel na natureza.

Para tanto, foram feitas anélises da taxa metabolica padrdo, da frequéncia
cardiaca basal, experimentos de contratilidade cardiaca in vitro e da expressdo de proteinas

cardiacas.



Este estudo representa uma fonte inédita do conhecimento da fisiologia
cardiaca comparada entre sexos distintos de uma mesma espécie de anuro. Além disso, 0
estudo e o conhecimento de espécies nativas é imprescindivel quando se objetiva utilizar
ferramentas efetivamente preditivas e Uteis para a protecdo e monitoramento dos ambientes
(TOLEDO; BATISTA, 2012; VERDADE et al., 2012). Aprofundando-se o conhecimento
fisiologico acerca da fauna brasileira poderdo ser elaboradas propostas mais adequadas e
eficazes para o monitoramento e a protecdo dos organismos em seus ambientes.
Adicionalmente, os estudos fisiologicos permitem identificar possiveis estratégias adaptativas
e/ou evolutivas determinantes para a historia natural e a sobrevivéncia dos anfibios nos

ambientes tropicais.

1.2.  Aespécie de estudo: Rhinella icterica

A familia dos Bufonidae possui atualmente cerca 600 espécies de anfibios
anuros catalogados pelo mundo (FROST, 2017). De interesse especial para esta pesquisa,
destaca-se a Rhinella icterica (Spix, 1824), ou o “Sapo Cururu Amarelo”, como popularmente
conhecido. Devido a sua toleréncia a diversos habitats, essa espécie apresenta uma ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo em regifes de Mata Atlantica, na América do Sul, desde a
porcdo leste do Paraguai. Argentina, e Brasil (desde o Rio grande Sul até o sul da Bahia e de
Goias) (SILVANO et al., 2010; SABAGH; CARVALHO-E-SILVA; ROCHA, 2012; FROST,
2017).

De hébitos bastante variados, os cururus podem ser encontradas desde florestas
até mesmo em areas abertas de cerrado. Suas desovas ocorrem em riachos, correntes ou pogas,
gue podem ser permanentes, ou temporéarias (SILVANO et al., 2010). Bastante adaptada aos
ambientes antropicos, essa espécie pode ser encontrada atualmente até mesmo nas cidades,
préximas a regides de cdrregos ou lagoas (SILVANO et al., 2010).

As fémeas sdo maiores e possuem uma coloracdo de fundo amarelo claro, com
manchas bastante escuras (marrom a preto) nas regifes dorsal, ventral, e nas patas (Figura 3A,
e 3B). Os machos, por sua vez, sdo relativamente menores, e possuem uma coloragdo
amarelada (as vezes, um pouco esverdeada), com manchas mais escuras nas pernas (Figura
3C e 3D) (KWET; DI-BERNARDO; MANEYRO, 2006; ARANTES et al., 2015).

Outro critério utilizado para a identificacdo desta espécie sdo os padrBes de
canto, cujas caracteristicas sdo Unicas da espéecie (FORTI, 2009). Para uma identificacdo mais

detalhada, caracteristicas morfologicas especificas podem ser avaliadas, como por exemplo, a
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presenca das glandulas paratoides subtriangulares bem desenvolvidas, a relacdo entre o
didmetro do timpano e do olho geralmente € maior que 0.4, e a auséncia de glandulas tibiais
(KWET; DI-BERNARDO; MANEYRO, 2006).

Tendo em vista sua ampla distribuicdo, a tolerancia a diversos habitats, e uma
populacdo grande e estavel (SILVANO et al., 2010), essa espécie pode atuar como um 6timo
modelo neotropical e um bioindicador para estudos de monitoramento ambiental. Entretanto,
até o momento, a grande maioria dos trabalhos realizados com R. icterica consistem
essencialmente em dados de distribuicdo da espécie (LIMA et al., 2010; CERON; LUCAS,
2017), habitos alimentares (SABAGH; CARVALHO-E-SILVA, 2008; FORTI, 2009;
SABAGH; CARVALHO-E-SILVA; ROCHA, 2012; SOLE et al., 2017) ou sobre a estrutura
das comunidades de seus parasitas (YODER; COGGINS, 2007; PINHAO, R;
WUNDERLICH, A.C.; ANJOS, L.A.; SILVA, 2009; DOS SANTOS; AMATO; BORGES-
MARTINS, 2013). Assim, escassos sdo o0s estudos acerca da sua biologia e fisiologia, o que

faz ainda mais necessaria a realizagdo de novos estudos neste sentido.

FIGURA 3 - Morfologia dorsal e lateral de machos e fémeas de R. icterica.

A - Vista dorsal de uma fémea de R. icterica. B — Vista lateral de uma fémea de R. icterica. C - Vista dorsal de
um macho que R. icterica. D — Vista lateral de um macho que R. icterica. Notar padrdes de coloracdo bastante

distintos.



1.3. O coracao dos anfibios

A classe Amphibia inclui todos os anfibios modernos e abrange atualmente 7.728
espécies identificadas (FROST, 2017). Divididos em 3 grandes ordens, os anfibios sdo
classificados em Caudata, que compreende as salamandras e tritbes (717 sp.); Gymnophiona, que
inclui as cecilias e cobras cegas (207 sp.); e Anura, a ordem mais numerosa, com 6.807 espécies, e
que € representada pelos sapos, rés e pererecas (FROST, 2017). De grande importancia ambiental
e ecologica, os anuros apresentam uma enorme variedade de adaptacdes fisiologicas, dentre as
quais destaca-se a funcao cardiaca, que sera tratada ao longo desta tese.

Os anfibios divergiram significativamente durante o periodo Carbonifero por
volta de 350 milhdes de anos atras (SCHOCH, 2014), e demonstram muitas similaridades em
sua estrutura cardiaca com os peixes pulmonados (BURGGREN; FARRELL; LILLYWHITE,
2011). Nos anfibios mais basais, como por exemplo as salamandras ndo pulmonadas (ex:
Familia Plethodontidae, Ordem Caudata), o atrio é parcialmente separado. Na maioria das
outras espécies e em todos os anuros, o atrio é completamente septado, resultando na
evolucdo de um coragdo com trés camaras definidas (dois atrios e um ventriculo), que recebe
sangue dos pulmdes e da circulacdo venosa sisttmica (BURGGREN; FARRELL;
LILLYWHITE, 2011).

De modo semelhante aos peixes pulmonados, as regifes correspondentes ao
seio venoso, ao cone arterioso e as veias pulmonares sdo as mesmas, e ndo existe um septo
interventricular (HOLMES, 1975). O ventriculo Unico é composto de um tecido miocérdico
trabeculado com cristas internas (BURGGREN; FARRELL; LILLYWHITE, 2011; BETTEX;
PRETRE; CHASSOT, 2014). Essas cristas sdo responsaveis por reduzir a mistura do sangue
oxigenado com o venoso, e auxiliam no direcionamento do fluxo de sangue para o circuito
pulmonar ou sistémico (BETTEX; PRETRE; CHASSOT, 2014).

O sangue ejetado do coracdo passa através das valvulas de cuUspides
semilunares em direcdo ao cone arterioso que contém uma valvula espiral relativamente
complexa. Essa valvula espiral (de modo semelhante ao que ocorre nos peixes dipnoicos)
separam as correntes de sangue oxigenado ou desoxigenado ao longo do cone arterioso, o qual
termina com outro grupo de valvulas de cuspides semilunares. Dessa forma, o sangue
desoxigenado é carreado preferencialmente pelas artérias que transportam sangue para 0S
pulmbes (e pele, no caso dos anuros), enquanto o sangue oxigenado é canalizado
preferencialmente para as artérias sistémicas (FARRELL; COLUMBIA, 2001; BURGGREN;
FARRELL; LILLYWHITE, 2011). A figura 1 apresenta a anatomia padrdo do coracéo de um
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anfibio anuro. Apds o periodo de metamorfose, os anfibios em sua fase adulta ndo mais
apresentam branquias, portanto, os arcos aorticos se separam em capilares para a troca dos
gases (HOLMES, 1975; BURGGREN; FARRELL; LILLYWHITE, 2011). A aorta ventral é
dividida internamente em duas vias principais. Uma via contendo 0s vasos sanguineos que
partem da artéria pulmonar, a qual surge do sexto arco aortico, e todos 0s outros vasos
sanguineos sistémicos que sdo desviados para 0s outros arcos. A segunda via é composta pelo
arco aortico, cuja origem provém de outros arcos que se modificaram atraves da evolucao
resultando na juncdo das aortas ventral e dorsal pelo quarto arco aortico (HOLMES, 1975).

Os pulmdes dos anfibios ndo sdo capazes de suprir todo o requerimento de
oxigénio do organismo, dessa forma, outros caminhos para aquisi¢cdo de oxigénio também sdo
necessarios (WITHERS et al., 2014). As artérias pulmonares dos anuros representam uma
dessas vias alternativas, desviando 25% do débito cardiaco para a pele por meio de capilares.
Por possuir uma pele bastante delgada e altamente vascularizada, o oxigénio se difunde
através da pele, alcancando as vias sanguineas (BURGGREN; MOALLF, 1984). Ao longo do
retorno pulmonar, este sangue entdo é 96% saturado com oxigénio (JORGENSEN, 2000;
WITHERS et al., 2014). Apesar dos anuros possuirem tal habilidade de respirar pela pele, a
maior parte da respiragdo ocorre atraves dos pulmdes (JORGENSEN, 2000). Outras vias
alternativas ocorrem em espécies que necessitam de adaptacdes fisioldgicas especificas, como
0S anuros que estivam, ou aqueles que mergulham, entre outros (BURGGREN; MOALLF,
1984).

FIGURA 1 - Morfologia funcional do coracédo de um anfibio anuro.

Arco carotido Arco sistémico

para a carédtida e Arco pulmocutaneo

0s arcos sistémicos
para o arco

X pulmocutineo
Cone arterioso

Atrio

Atrio direito esquerdo

Valvula

Ventriculo espiral

Imagem adaptada de BURGGREN; FARRELL; LILLYWHITE, 2011.



Apos reconhecer todo este conjunto de caracteristicas cardiacas téo refinadas e
especificas, é valido ressaltar um aspecto que em 1980 foi levantado por JOHANSEN;
BURGGREN (1980). Estes autores enfatizam que os anfibios ¢ demais vertebrados “basais”
ndo deveriam ser classificados como “inferiores”, mas sim organismos altamente adaptados
com sistemas apropriados para desempenhar os melhores padrbes de interagdo com o seu

ambiente.

1.4.  Morfofisiologia dos midcitos ventriculares de anfibios

Os anfibios apresentam uma ampla variedade de especializa¢cbes ao ambiente
em que vivem, e requerem determinadas caracteristicas, como por exemplo a umidade, pH,
oxigenacéo, salinidade, bem como diferentes requerimentos na alimentacdo, na temperatura,
dentre outros (HOPKINS, 2007). Uma vez submetidos a variagdes no ambiente, os anfibios
sdo capazes de desenvolver diversas estratégias fisiologicas e bioquimicas que envolvem
adaptacOes ecoldgicas, estilos de vida, e peculiaridades anatémicas (CAREY; ALEXANDER,
2003). Essa elevada variabilidade influencia a demanda imposta ao coracdo desses animais,
implicando, consequentemente, em uma grande diversidade morfolégica e de adaptagdes
fisiolégicas em sua funcdo cardiaca (LILLYWHITE; ZIPPEL; FARRELL, 1999;
BURGGREN; FARRELL; LILLYWHITE, 2011).

Embora os mecanismos envolvidos na interacdo entre as principais proteinas da
contracdo cardiaca (actina e miosina) sejam similares entre os vertebrados (BERS, 2001,
SHIELS; GALLI, 2014), os anfibios apresentam algumas distin¢cGes anatdmicas e estruturais
em seus midcitos, além de diferencas fisiologicas quanto a funcionalidade dos canais
envolvidos na contratilidade cardiaca, especialmente no que diz respeito a origem do Ca?* a
ser utilizado (STALEY; BENSON, 1968; FORBES; SPERELAKIS, 1971; TIBBITS;
HOVEMADSEN; BERS, 1991).

Em comparacdo com os mamiferos, os midcitos (células que compdem o tecido
cardiaco) possuem um didmetro reduzido (1 a 12.5 um) (Figura 2) (BARR; DEWEY;
BERGER, 1965; PAGE; NIEDERGERKE, 1972; BOSSEN; SOMMER, 1984; KEEN;
FARREL, 1992; COLOMO et al., 1997; BRANDT et al., 1998; TIBBITS; XU; SEDARAT,
2002). Essa caracteristica é de grande importancia, pois uma vez reduzida a distancia de
difusdo dos ions, mais réapido se torna o influxo e o efluxo idnico (HUANG, 1967
SOMMER; JOHNSON, 1970).



Além disso, os midcitos dos mamiferos possuem invaginagdes da membrana
que se chamam (tGbulos transversos ou tubulos- T). Essas estruturas sdo especializadas na
rapida transferéncia dos sinais elétricos da superficie das células para o seu interior, 0 que
permite uma contracdo quase que simultdnea de todas as miofibrilas (FORBES;
SPERELAKIS, 1971). Nos anfibios, por sua vez, o sistema de tObulos- T é bastante
rudimentar, sendo ausente (FORBES; SPERELAKIS, 1971; PAGE; NIEDERGERKE, 1972;
KEEN; FARREL, 1992), o que corrobora a importancia de um diametro reduzido em seus
miocitos. Quanto a a disposicdo das miofibrilas, nos anfibios os arranjos se concentram nas
regides mais periféricas dos midcitos, justapostas a face interna da sarcolema, (HUANG,
1967; TIBBITS; XU; SEDARAT, 2002).

FIGURA 2 - Fotomicrografia eletronica de midcitos isolados de anfibios

= =

25 um —104L

A - Fotomicrografia do midcito isolado de Pelophylax ridibundus (Pallas, 1771). B - Fotomicrografia do miécito
isolado de Lithobates pipiens. Aumento: 12.000 vezes. (Fontes: BARR; DEWEY; BERGER, 1965; COLOMO et
al., 1997).



Todas estas caracteristicas concentram adaptaces extremamente importantes
no que diz respeito a reduzir as distancias e facilitar a difusdo, especialmente dos ions calcio
que sdo requeridos durante a contracdo cardiaca. No caso dos mamiferos, existe uma organela
especializada conhecida como reticulo sarcoplasmatico (RS) que fica responsavel pela
modulacdo do Ca?* intracelular, liberando e estocando Ca?* para ser utilizado pela célula
(BURGGREN; FARRELL,; LILLYWHITE, 2011; SHIELS; GALLI, 2014). Para os anfibios,
esta organela a principio ndo demonstrou um papel muito significativo em espécies de
ambiente temperado passando, portanto, a ser considerada como uma organela rudimentar nos
anfibios em geral (NIEDERGERKE, 1963; KAVALER, 1974; BOSSEN; SOMMER, 1984;
TUNSTALL; CHAPMANT, 1994; TIJSKENS; MEISSNER; FRANZINI-ARMSTRONG,
2003).

Analises de microscopia eletrdnica realizadas em tecido ventricular de Rana
pipiens demonstraram a presenca de um reticulo sarcoplasmatico esparso, e composto de duas
regides continuas e distintas, que foram denominadas de por¢des tubular e terminal (PAGE;
NIEDERGERKE, 1972; BOSSEN; SOMMER, 1984). A maior por¢do do RS tubular
circunda as miofibrilas ao nivel da linha Z. O restante da porcdo tubular fica orientada
paralelamente as miofibrilas, nas por¢es mais periféricas (BOSSEN; SOMMER, 1984). Os
ramos do RS tubular que ficam na regido subsarcolemal dos midcitos terminam em estruturas
planas semelhantes a sacos, e sdo chamados de RS terminal (BOSSEN; SOMMER, 1984).0
didametro da porcdo tubular do RS varia entre 35 e 60 nm.

Contudo, todos os estudos acima citados foram realizados em centros de
pesquisa europeus, sendo desenvolvidos exclusivamente com um nimero reduzido de
espécies, de ambiente temperado, o que pode gerar conclusdes genéricas. De fato, mais
recentemente pesquisas realizadas com espécies dotadas de um metabolismo mais elevado e
provenientes de habitats tropicais observaram grande funcionalidade do RS como fonte de
calcio intracelular (SUBRAMANI; VIJAYANAND; THARION, 2002; SUBRAMANI et al.,
2005). Essas pesquisas abriram novos horizontes no que diz respeito aos estudos de fisiologia
cardiaca comparada. Sendo assim, faz-se necessaria a realizagdo de mais estudos a fim de se
determinar se outras espécies tambem apresentam adaptacdes cardiacas proporcionais as

demandas metabdlicas e ambientais a elas impostas.



1.5. O acoplamento excitacédo-contracao (acoplamento E-C) e o relaxamento cardiaco

em anfibios

O acoplamento E-C compreende o conjunto de eventos que ocorrem desde a
excitacdo da membrana do midcito até o desencadeamento da contragdo (BERS, 2001). Assim
como nos demais vertebrados, nos anfibios o acoplamento E-C se inicia com um potencial de
acao que despolariza a sarcolema (MORAD; ORKAND, 1971). A despolarizacdo da
membrana promove a abertura de canais de Ca?* voltagem-dependentes do tipo “L” (canais-
L, lentos), os quais permitem o influxo principal de célcio a ser alocado diretamente nas
miofibrilas (STALEY; BENSON, 1968; MORAD; GOLDMAN; TRENTHAM, 1983). Esses
canais também sdo conhecidos como receptores de dihidropiridinas devido a afinidade por
esses compostos, e sao caracterizados pelo tempo relativamente longo que levam para se abrir
e fechar, sendo responsaveis pelo platé caracteristico dos potenciais de a¢do da musculatura
cardiaca. (BERS, 2001). Além dos canais- L, o trocador Na*/Ca®** (NCX) atuando em seu
modo reverso também apresenta uma importante participacdo no influxo de calcio
extracelular, no entanto em menor extensdo do que os canais- L (SHUBA et al., 1998;
CIFUENTES; VERGARA; HIDALGO, 2000). A principio, supondo-se que os anfibios em
geral ndo apresentavam um RS funcional, esse influxo de célcio através da sarcolema, (via
canais- L em sua maior parte, mas também via NCX) era considerado como a fonte exclusiva
de calcio a ser utilizado na contracdo cardiaca destes animais (ANDERSON; HIRSCH;
KAVALER, 1977; FABIATO; FABIATO, 1978; MORAD; GOLDMAN; TRENTHAM,
1983).

Embora até o momento ndo haja estudos que descrevam as vias de célcio
envolvidas na contratilidade cardiaca das espécies de anfibios que apresentam um reticulo
sarcoplasmatico  funcional (SUBRAMANI; VIJAYANAND; THARION, 2002;
SUBRAMANI et al., 2005), supde-se que os mecanismos de ativacdo do acoplamento E-C
nesta espécies possam ser semelhantes aos dos outros vertebrados basais que também
apresentam um reticulo funcional, como por exemplo alguns peixes de alta atividade
metabolica (SHIELS et al., 1999; SHIELS; FARRELL, 2000; RIVAROLI; RANTIN;
KALININ, 2006). Nessas especies, a ativacdo do acoplamento E-C ocorre como resposta a
um aumento na concentracgdo citosdlica de Ca?* (TIBBITS; HOVEMADSEN; BERS, 1991).
Esse aumento depende da mobilizacdo deste ion através dos canais- L, do trocador NCX (em
seu modo reverso), e também das reservas intracelulares do RS (HOVE-MADSEN, 1992).
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Em espécies como o atum (Thunnus spp), o pacu (Piaractus mesopotamicus) e o curimbata
(Prochilodus lineatus) o RS pode atuar inclusive como a principal fonte de Ca?* para a
contracdo (SHIELS et al.,, 1999; SHIELS; FARRELL, 2000; ANELLI et al., 2004,
RIVAROLI; RANTIN; KALININ, 2006)."

Com relagdo ao relaxamento cardiaco, nos vertebrados, sabe-se que é
necessaria uma redugdo da concentracdo intracelular de Ca®* até que se atinjam os niveis
diastolicos (BERS, 2001) Para a maior parte dos vertebrados basais 0 Ca?* é removido do
citoplasma através da bomba de Ca?* sarcolemal, mas principalmente pelo NCX (TIBBITS;
HOVEMADSEN; BERS, 1991; DRIEDZIC; GESSER, 1994a; XUE et al., 1999). Nos
anfibios em especial, estudos demonstram que o efluxo de calcio também ocorre através da
sarcolema (STALEY; BENSON, 1968; FABIATO; FABIATO, 1978), sendo o0 NCX o
principal mecanismo observado em tecidos atriais (GOTO et al., 1972; ROULET et al., 1979;
HARTZELL, 1984). Dessa forma, durante o ciclo cardiaco dessas espécies de anfibios, o0 RS
também ndo apresenta uma participacdo significativa nos mecanismos de relaxamento
(FABIATO; FABIATO, 1978). Contudo, tais informacdes também sdo baseadas
prioritariamente na literatura referente as espécies de ambientes temperados, tornando
imprescindivel a obten¢do de um conhecimento pormenorizado do acoplamento E-C cardiaco
de anfibios neotropicais numa tentativa de verificar a validade destes argumentos para esses
animais. Os anfibios que apresentem um RS funcional supostamente irdo depender da
atividade da Ca?*-ATPase do RS (SERCA) para o estoque de Ca?* dentro do RS (FABIATO;
FABIATO, 1978). Cabe salientar ainda que todos os estudos acerca dos mecanismos
envolvidos no acoplamento E-C dos anfibios foram realizados somente em espécimes
machos, ou em machos e fémeas sem distingui-los, fazendo-se necessaria uma nova

abordagem que leve em consideracdo possiveis diferencas fisiologicas entre 0s sexos.

1.6. O eletrocardiograma e a frequéncia cardiaca dos anfibios anuros

Em 1885, Willem Einthoven, um médico e fisiologista holandés, publicava seu
artigo mais cléssico “A forma do eletrocardiograma humano”. Nessa obra, o fisiologista
descreveu seus métodos matematicos e derivacbes que deram origem ao primeiro
galvandmetro de corda, que seria 0 primeiro mecanismo para aquisicdo de registros
eletrocardiograficos (EINTHOVEN, 1885). Tal técnica era baseada no principio de que o0s

liquidos corpo6reos atuam como bons condutores, sendo assim, o eletrocardiograma seria
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capaz de registrar as variacdes dos potenciais de acdo elétricos na superficie do corpo
(EINTHOVEN, 1885).

O eletrocardiograma representa ndo somente um dos mecanismos mais antigos,
mas continua sendo até hoje um dos métodos mais utilizados em procedimentos laboratoriais
cardiovasculares (FISCH, 2000). Amplamente utilizada na medicina, essa técnica trouxe
inimeros avangos no que diz respeito aos estudos sobre a cardiologia humana e ao
desenvolvimento de terapias e tratamentos para cardiopatias (FISCH, 2000).

Além da medicina, o eletrocardiograma tambem possui diversas aplicacdes em
areas biologicas, veterinarias, fisiologicas e ecologicas (AUBRET; TORT; BLANVILLAIN,
2013). Nestas areas em especial, a determinacdo da frequéncia cardiaca dos animais é de
grande relevancia uma vez que pode trazer informacdes, diretas ou indiretas, de diversas
funcBes biologicas, como por exemplo o nivel metabolico do organismo, os estados de salde,
etc. (AUBRET; TORT; BLANVILLAIN, 2013).

Apesar de sua ampla utilizacdo em pesquisas bioldgicas, no caso dos anfibios
em especial, os estudos envolvendo o eletrocardiograma e a descri¢do da frequéncia cardiaca
destes animais ainda sdo bastante limitados (MULLEN, 1974; KIBLER et al., 2017). Tal
limitacdo decorre das dificuldades em adaptar a metodologia aos diferentes tamanhos dos
animais, e dos desafios para se obter registros sem interferéncias que possam mascarar
resultados reais (KIBLER et al., 2017).

Os primeiros registros de eletrocardiografias obtidas em anfibios anuros datam
de 1960, utilizando um sistema semelhante ao desenvolvido por Einthoven, porém com
maltiplos eletrodos inseridos de forma subcuténea, e realizado em Xenopus laevis (FURMAN,
1960). Anos depois, 0 mesmo método foi adaptado para Rana esculenta, (atual Phelophylax
esculenta) na tentativa de utilizar somente um eletrodo subcutdneo, o que acabou gerando
registros com uma quantidade significativa de ruidos (FRANCAZ; AUPY, 1969). Somente
em 1974 surgiram as primeiras descri¢des do método de “trés pontos”, que vem sendo
utilizado até os dias atuais (MULLEN, 1974). Ao utilizar espécimes pertencentes as familias
Bufonidae e Leptodactylidae, animais de maior tamanho corporeo e facil manuseio, além de
uma nova derivagdo que incluia trés pontos em forma triangular (semelhante & proposta para
0s humanos), essa nova forma de procedimento tornou possivel a obtencdo de bons registros
que permitiram a observacdo dos componentes do eletrocardiograma (MULLEN, 1974).

Desde entdo, as metodologias que seguiram mantiveram esses protocolos basicos, adaptando-
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0s as devidas espécies e aos objetivos de suas pesquisas (LIU et al., 2000; CHAPOVETSKY;
KATZ, 2003; SHEMAROVA et al., 2009; KIBLER et al., 2017).

No entanto, todas essas metodologias sdo baseadas em procedimentos bastante
invasivos, uma vez que a insercdo de eletrodos subcutaneos pode gerar diversos efeitos de
estresse nos animais, causando respostas adrenérgicas que podem alterar a frequéncia basal
dos animais (WASSERSUG; PAUL; FEDER, 1981). A propria utilizagdo de anestésicos e
outros produtos farmacologicos durante os procedimentos cirdrgicos para a insercao e
acomodacdo dos eletrodos também pode causar alteracfes nos resultados (WILLIAMS et al.,
2017). Além disso, os estadgios de recuperacdo pds cirurgia devem ser extremamente
cautelosos, pois quaisquer respostas inflamatorias ou infecciosas podem gerar complicacGes
nos experimentos (MACHIN, 1999; STEVENS, 2011; WILLIAMS et al., 2017). Por fim, o
préprio mal posicionamento dos eletrodos na pele podem causar incbmodo ou dor nos
animais, também gerando estimulos estresse-induzidos que podem alterar os resultados do
eletrocardiograma.

Nesse sentido, com o objetivo de criar novas adaptacdes que possam reduzir 0s
impactos e tornar os procedimentos menos invasivos, o presente estudo prop6s-se a adaptar as
metodologias de eletrocardiograma para anfibios ja existentes, através da utilizacdo de
eletrodos externos que excluem a necessidade de procedimentos cirlirgicos e anestésicos. E
importante salientar o fato de que todos os trabalhos supracitados foram realizados somente
com machos ou com ambos sexos sem distingdo. Dessa forma, torna-se necessaria também
uma comparacdo mais criteriosa de ambos sexos a fim de se determinar se existem diferencas
entre as caracteristicas cardiacas entre eles. O estudo eletrofisiol6gico em sexos distintos de
anfibios anuros possui grande relevancia para o entendimento da organizacdo estrutural
cardiaca especifica destes animais, bem como os padrdes evolutivos e adaptativos da funcéo

cardiaca as diferentes demandas que podem ser impostas a cada género sexual.
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2.

2.1.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral analisar e comparar a funcao

cardiaca de machos e fémeas do sapo cururu, Rhinella icterica, e verificar se existe alguma

relagdo entre a funcionalidade cardiaca e a taxa metabdlica de cada sexo.

2.2.

Objetivos especificos:

Analisar e comparar a frequéncia cardiaca basal de machos e fémeas de R. icterica por
meio de de uma técnica de eletrocardiograma pouco invasiva;

Analisar comparativamente os componentes do eletrocardiograma (ondas P, T e B;
complexo QRS, Segmento S-T, e intervalos P-R e Q-T).

Analisar e comparar a taxa metabolica padrdo de machos e fémeas de R. icterica.
Determinar e comparar a funcionalidade do reticulo sarcoplasméatico em machos e
fémeas de R. icterica por meio de de protocolos in vitro de contratilidade cardiaca com
utilizacdo de rianodina: forca de contracdo e parametros tempo-dependentes;
Determinar e comparar funcionalidade e importancia do trocador NCX em em machos e
fémeas de R. icterica por meio de protocolos in vitro de contratilidade cardiaca com
utilizacdo de LiCl: forca de contracdo, e parametros tempo-dependentes;

Determinar e comparar funcionalidade e importancia da Na*/K* ATPase em machos e
fémeas de R. icterica por meio de protocolos in vitro de contratilidade cardiaca com
utilizacdo de Ouabaina: forca de contracdo, e parametros tempo-dependentes;

Analisar e comparar 0s niveis de expressdo das proteinas cardiacas: SERCA, PLB e
NCX

14



3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Obtencéo dos animais e manutengao

Quarenta espécimes de Rhinella icterica (20 machos e 20 fémeas) foram
coletados em seu habitat natural (SISBIO Protocolo 18566-1), nos arredores do Sitio da
familia Salinas (DMM: -23.918155, -47.470454). A identificacdo da espécie e distincao entre
os sexos foram baseadas em critérios morfologicos e taxonémicos (KWET; DI-BERNARDO;
MANEYRO, 2006), além dos padrdes de vocalizacdo (FORTI, 2009). As coletas foram
realizadas nos meses de janeiro a dezembro, em 3 anos consecutivos (2015 a 2017). Esses
meses correspondem ao periodo reprodutivo no qual os bufonideos se encontram ativos e
podem ser devidamente encontrados (FORTI, 2009; DOS SANTOS; AMATO; BORGES-
MARTINS, 2013). Apds as coletas, 20 animais (10 fémeas e 10 machos) foram transportados
ao Laboratorio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da UFSCar, Campus Séo Carlos, para as analises in vivo e para as analises
moleculares. A outra metade dos animais foi destinada ao Laboratorio de Fisiologia da
Conservacao da UFSCar (Campus Sorocaba). Nestes laboratorios, 0s animais permaneceram
por 15 dias para a recuperacdo do estresse decorrente do transporte e para aclimatacdo as
condigdes laboratoriais.

Em laboratério, os individuos foram mantidos em recipientes plasticos opacos
de (37 cm comprimento x 27 cm largura X 32 cm altura) contendo 50 ml de agua declorinada
para manter a umidade. A agua dos aquarios foi trocada diariamente e os recipientes foram
mantidos sob fotoperiodo natural (~ 12h claro: 12h escuro). A alimentacdo foi realizada
diariamente, sendo fornecidas 2 larvas (aproximadamente 0,5 g) de tenébrio gigante
(Zophobas morio) entre as 18 e 19 horas, periodo natural de regime alimentar de R. icterica
(MCWILLIAMS, 2008; SABAGH; CARVALHO-E-SILVA, 2008; DOS SANTOS;
AMATO; BORGES-MARTINS, 2013). Todos os procedimentos foram aprovados de acordo
com o Conselho de Etica em experimentacdo animal vigente (Anexo 1: CEUA n°
4225240315).
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3.2. Determinacdo da frequéncia cardiaca basal in vivo

Para a determinacéo da frequéncia cardiaca basal in vivo, 0s protocolos usuais que
se baseiam na insercdo subcutanea de eletrodos (TAYLOR et al., 2012; KIBLER et al., 2017)
foram modificados e adaptados com a finalidade de reduzir o estresse de manuseio, bem como
quaisquer procedimentos cirurgicos que pudessem interferir nas respostas cardiacas. Para
tanto, adotou-se o mesmo principio no qual se baseia o eletrocardiograma convencional
realizado em humanos: a utilizacdo de um metal altamente condutor que consiga captar 0s
impulsos elétricos que sdo propagados desde o coragdo até a superficie externa do corpo, e um
sistema de aquisicdo que consiga filtrar os sinais adequadamente. Sendo assim, para a
confeccdo dos eletrodos foram utilizadas duas placas de cobre (7 x 2 cm). A vantagem em se
utilizar o cobre consiste na sua maior resisténcia a corrosdo e 6tima condutancia elétrica
(SOWMIYA; JAYANTHI, 2014).
Os eletrodos de cobre foram posicionados em uma camara circular com tampa
(14 cm diametro x 15.5 cm altura): a primeira placa representando o eletrodo positivo,
posicionada a direita e a segunda placa posicionada a esquerda, representando o eletrodo
negativo. Ambas placas foram ligadas a fios os quais foram conectados a um pré-amplificador
(PowerLab — ADlInstruments Modelo: ML224). Um terceiro eletrodo de referéncia foi
deixado fora da camara (Figura 4).

FIGURA 4 - Montagem do sistema de aquisicdo do Eletrocardiograma
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N- Eletrodo negativo; P - eletrodo positivo; R - Eletrodo de referéncia; A - amplificador.

Os animais foram posicionados dentro da cdmara de modo que os eletrodos
permanecessem em contato com a regido ventral do organismo, proximos a dire¢cdo do
coracdo. A camara foi fechada mantendo espacos nas bordas laterais (1 cm) e dois canais

superiores para fluxo livre de ar (Figura 5).

FIGURA 5 — Posicionamento do anfibio na camara experimental.

Seta vermelha: posicionamento do animal na cAmara; Setas amarelas: canais para fluxo de ar; Seta verde: borda

lateral aberta para permitir fluxo de ar.

Os animais permaneceram dentro das camaras durante 6 horas para
aclimatacdo, em seguida os registros de ECG foram obtidos ininterruptamente por 24 horas
para obtencdo da frequéncia cardiaca basal (fh — em repouso). E valido ressaltar que os
processos digestorios elevam o metabolismo base do animal (ANDRADE et al., 2005;
TAYLOR et al., 2012). Por essa razdo, a alimentacdo foi cessada 3 dias antes do inicio das
aquisices (TAYLOR et al., 2012). Durante o periodo de aquisicdo dos dados os animais
permaneceram em temperatura constante (25 °C) e sob ciclo de iluminagdo natural (12h
claro/escuro). Os registros foram gravados e os sinais amplificados e filtrados por um
processador digital (ML 136 Animal Bio Amp, ADInstruments) conectado ao sistema de

aquisicdo e de analise de dados Power Lab (Figura 6).
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A frequéncia cardiaca basal dos animais foi determinada pela contagem do
namero de complexos QRS obtidos nos registros de ECG, sendo expressa em batimentos por
minuto (bpm). A anélise eletrocardiografica foi realizada através dos valores de duracdo e
amplitude das ondas P, T e do complexo QRS, além da duracdo do segmento S-T e dos
intervalos P-R, R-R e Q-T. As analises eletrocardiograficas foram realizadas de acordo as
predefini¢cdes resumidas na figura 7 (ABEDIN; CONNER, 2008; KHAN, 2008).

FIGURA 6: Sistema completo de aquisi¢ao do eletrocardiograma

C - camara contendo o animal; P - pré-amplificador; A - amplificador e filtro.

FIGURA 7 - Componentes bésicos do eletrocardiograma
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Marcacdo vermelha: duragdo da onda P (corresponde a despolarizagdo atrial); Marcagdo rosa: amplitude da onda
P (voltagem da onda P); Marcacgdo roxa: intervalo P-R (corresponde ao o tempo de conducéo atrioventricular);
Marcacdo azul: duracdo do complexo QRS (corresponde a despolarizacdo ventricular); Marcacdo cinza:
amplitude do complexo QRS (voltagem do complexo QRS); Marcacdo amarela: duragdo do intervalo Q-T
(Corresponde a sistole elétrica total ventricular); Marcacdo laranja: duracdo do segmento S-T (corresponde a fase
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inicial da repolarizacdo ventricular e representa a fase de platd do potencial de acdo ventricular); Marcagdo
verde: duragdo da onda T (representa a repolarizacdo ventricular); Marcacdo marrom: amplitude da onda T
(corresponde a voltagem no pico da onda T).

Ao final dos registros eletrocardiograficos o0s animais retornaram aos
recipientes de manutencdo para recuperacdo do stress do manuseio e da experimentacao,
permanecendo em reaclimatacdo por 7 dias, para posterior utilizacdo nos ensaios de taxa

metabolica.

3.3. Determinacédo da taxa metabdlica padrao

A alimentacdo dos animais foi interrompida 5 dias antes do inicio do protocolo
experimental. Cada animal foi colocado em uma camara circular (aproximadamente 14 cm
diametro x 155 cm didmetro). Essas camaras foram as mesmas utilizadas no

eletrocardiograma, porém sem a montagem dos eletrodos (Figura 8).

FIGURA 8 — Camara respirométrica

A taxa metabolica padrédo (TMB: ml O2/g/h) foi aferida nos animais em estado
de repouso, através de medidas de consumo de oxigénio realizadas durante um total de 142
horas em temperatura constante de 25°C, durante 24 horas de registro. O consumo de O foi
obtido utilizando um sistema de respirometria fechada intermitente controlada por software
(Sable Systems) no qual a taxa de consumo de O foi calculada a partir da queda na
concentragdo de oxigénio durante 10 minutos de registro em cada cdmara, separadamente,

uma por vez. Quando o sistema esta fechado, o ar € bombeado em um circuito que envolve a
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camara respirométrica e o analisador de O (Sable Systems PA-10). A taxa metabodlica é
calculada pela queda na concentracdo de O, que é registrada na frequéncia de 1 amostra por
segundo. Todas as camaras foram mantidas dentro de uma estufa climatizada (BOD Eletrolab
— EL 202/2) para controlar a temperatura e o fotoperiodo. Para as analises, o decaimento de
O durante o periodo de leitura foi considerado valido para céalculos quando linear (r? > 0,7).

A figura 9 resume os equipamentos utilizados nestes experimentos.

FIGURA 9 - Set experimental de respirometria de fluxo fechado.

A - Sistema de respirometria. 1. Software de aquisi¢do; 2: Camaras respirométricas; 3: analisador de Og; 4:
Cémara climatizadora (BOD); 5: bomba de ar. B: Disposicdo das camaras respirométricas na BOD. Notar a
existéncia de duas canulas, uma que insere ar na cmara e outra que o retira.

3.4. Eutanasia e coleta das amostras

Os mesmos animais utilizados para as analises in vivo (frequéncia cardiaca
basal e taxa metabdlica padrdo) foram posteriormente eutanasiados (n= 20) via imersdo em
benzocaina (20g/ I) para absorcao transdérmica e consequente depressdo do sistema nervoso
central (CLOSE et al., 1997; MACHIN, 1999; STEVENS, 2011; AMERICAN
VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2013). Estes animais foram utilizados
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posteriormente para a obtencdo do tecido cardiaco ventricular para as analises moleculares.
Para as andlises in vitro, outros 20 individuos (10 machos e 10 fémeas) foram eutanasiados
por espinhalamento e destruicdo cerebral, a fim de evitar interferéncias dos anestésicos sobre
as andlises (MACHIN, 1999; AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION,
2013). Apds a eutanasia, foi realizada uma incisdo na regido abdominal para exposi¢do do
coracdo e retirada do tecido ventricular. Todos os procedimentos de anestesia e eutanasia
deste trabalho foram aprovados pelo COBEA (CEUA — Comissdo de Etica no Uso de
Animais UFSCar — Aprovacao N° 4225240315), e visam evitar o sofrimento do animal, bem
como quaisquer interferéncias sobre os parametros a serem analisados (O’ROURKE, 2007;
STEVENS, 2011). Apos a retirada dos tecidos ventriculares, os anfibios nativos foram fixados
em formol 10%, e catalogados para posterior deposito no museu de Zoologia da UNICAMP
(IB - Campinas/SP).

3.5. Determinacio da fung¢ao cardiaca “in vitro”.

3.5.1. Preparacao das Tiras Ventriculares

Todos os protocolos in vitro foram desenvolvidos baseando-se na metodologia
desenvolvida por COSTA et al., 2008 para tiras ventriculares de ré-touro, Lithobates
catesbeianus (Shaw, 1802). Apds a eutanasia dos animais, o coracao foi removido e dissecado
para remocdo do tecido atrial. Em seguida, tiras ventriculares (n = 10; ~ 3 mm de largura;
massa = 3.7 £ 0.2 mg) de cada grupo experimental foram preparadas através de cortes
transversais do ventriculo. Tais medidas das tiras sdo importantes para garantir que sejam
finas o suficiente para garantir uma difusdo adequada de oxigénio do meio externo até o seu
interior, evitando hipdxia das fibras mais internas e, por conseguinte, alteracdes em suas
tensdes isométricas (SHIELS; VORNANEN; FARRELL, 2002). O tecido do éapice do
ventriculo foi desprezado com a finalidade de precaver a ocorréncia de contracdes
espontaneas durante os experimentos. Todos os procedimentos de preparacdo das tiras
ventriculares foram realizados com as mesmas imersas em solucdo fisiologica gelada
adaptada para anfibios com a seguinte composic¢do (em mM): 115 NaCl, 5 KCI, 30 NaHCOs,
0,94 MgSO0s, 2,5 CaCly, e 5 glicose.

As extremidades das tiras foram cuidadosamente presas a duas argolas
metalicas e transferidas para cubetas termostatizadas (25 °C) contendo 20 ml de solucéo

fisiolégica de anfibios e borbulhamento constante de gas carbogénio. A mistura carbogénica
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(2% CO2 e 98% O; Sdo Carlos Gases®) visa manter a solucéo fisiolégica em um pH em torno de
7,4 a 25 -C. Uma vez dentro das cubetas, uma extremidade da tira foi conectada, por meio de
uma das argolas metalicas, a um gancho da parte terminal de um eletrodo de estimulagdo de
platina. A argola da outra extremidade foi atada a uma linha cirdrgica nao eléstica que, por
sua vez, foi fixada em um transdutor de forca isométrica (AVS, Solucdo Integrada Ltda,

Brasil). A figura 10 mostra o esquema detalhado dessa preparacao.

FIGURA 10 - Preparagéo das tiras ventriculares no set experimental

Preparagdo das tiras ventriculares para aquisi¢cdo dos dados in vitro; A — 1) Linha cirdrgica da preparagdo da tira
ventricular acoplada ao transdutor de forca. 2) Outra extremidade da preparacdo presa ao gancho imerso em
solucdo fisioldgica. 3) Eletrodo de platina responsavel pela transmissdo dos impulsos elétricos. 4) Detalhe da tira
ventricular imersa em solugdo fisiolégica. B - Foto representativa do transdutor de forca.

Os eletrodos de estimulacdo de platina foram conectados a estimuladores (AVS
100C4, Solucéo Integrada Ltda., Brasil), os quais geravam impulsos elétricos quadrados com
8 ms de duracdo e uma voltagem 50% superior aquela necessaria para que se que atinja 0
limiar da resposta contratil (~80 V). Os transdutores de forga isométrica foram conectados a
um amplificador (AECAD 04, AVS, Solucéo Integrada Ltda., Brasil), o qual enviava os sinais
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a um computador para o registro das tensfes isométricas por meio de um software de
aquisicdo e tratamento de dados (AQCAD AVS, Solucdo Integrada, Ltda, Brasil). A figura 11

resume as imagens deste conjunto de equipamentos.

FIGURA 11 — Set experimental de aquisigéo in vitro.

1: set experimental contendo as cubetas; 2: Estimulador elétrico; 3: amplificador de forca; 4: sistema
informatizado de aquisicéo e
tratamento dos dados. 5: banho termostatizado.

As preparacBes foram estiradas até que se obtivesse uma relacdo constante
entre 0 comprimento da preparagédo e a forca de contracdo desenvolvida. Este procedimento
segue a lei de Frank-Starling que determina que a forga de contragdo cardiaca estd
diretamente relacionada ao grau de estiramento da fibra miocardica (ALLEN; KENTISH,
1985). Apo6s um periodo de estabilizacdo (40 minutos a frequéncia de estimulacdo de 0,2 Hz -
12 bpm), os seguintes protocolos experimentais foram realizados:

3.5.2. Protocolos Experimentais

3.5.2.1. Aumento da frequéncia de estimulacéo (relacédo forca-frequéncia)

Este protocolo foi realizado com o objetivo de determinar a capacidade do

miocardio dos anfibios em manter o acoplamento E-C frente a incrementos da frequéncia de
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estimulacdo. A frequéncia de estimulacdo foi elevada gradativamente, em incrementos de 0,2
Hz, partindo da frequéncia inicial de 0.2 Hz, até atingir a frequéncia maxima na qual as tiras
ainda eram capazes de se contrair regularmente. Essa relacédo forca-frequéncia permite avaliar
0 desenvolvimento da forca isométrica de contracdo do miocardio desde frequéncias
subfisiologicas até supra-fisiologicas. Foram consideradas frequéncias maximas de
estimulacdo aquelas nas quais 80% das tiras ventriculares ainda foram capazes de se contrair
regularmente. Partindo destes registros, os parametros analisados foram: forca de contracédo
(FC: mN/mm?), tempo para o pico de tensdo (TPT: ms) e tempo para 50% do relaxamento
(THR: ms). A figura 12 demonstra um registro das contracbes de R. icterica onde foi
realizado este protocolo.

FIGURA 12 — Registro das contracdes ventriculares in vitro de Rhinella icterica
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Registro das contragdes isométricas desenvolvidas pela tira ventricular de um espécime fémea de Rhinella
icterica, submetida a incrementos na frequéncia de estimulagdo (de 0.2 Hz a 1.2 Hz).

3.5.2.2. Adicdo de Rianodina

Com a finalidade de verificar a presenca e a importancia funcional do reticulo
sarcoplasmatico (RS) de forma comparada nos machos e fémeas de R. icterica, apos a
estabilizacdo das tiras ventriculares (n = 10), as cubetas receberam 10 uM de rianodina
(C2sH3sNOg - Sigma). Passados 30 minutos os protocolos experimentais acima descritos
(topico 3.6.2.2) foram repetidos. A rianodina € um alcaloide isolado da planta Ryania
speciosa (JONES, 1979) que se liga especifica e irreversivelmente aos canais de liberagdo de

Ca?* do RS. Quando utilizada em concentragdes micromolares (10 a 300 uM), provoca uma
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diminuicdo da conduténcia desses canais, blogqueando-os e inibindo a fungédo do RS como
fornecedor de Ca?* (CORONADO et al., 1994).

3.5.2.3. Substituicao da solucéo fisioldgica convencional pela solugdo com LiCl

A fim de comparar a importancia funcional do trocador NCX entre 0os machos
e fémeas de R. icterica, ap0s a estabilizacdo das tiras ventriculares (n = 10), a solucéo
fisiolégica convencional utilizada nas analises do grupo controle foi substituida por uma
solucdo fisioldgica de mesma composi¢do, porém sendo o NaCl substituido por LiCl nas
mesmas proporges (115 mM) (SMITH; ALLEN, 1988). Em seguida, os protocolos
experimentais do item 3.6.2.2 foram repetidos. O litio € reconhecido como um composto
bloqueador dos trocadores NCX. O Litio se liga ao trocador mas ndo é carreado para 0 meio
intracelular, de modo que o funcionamento do NCX fica bloqueado (SMITH; ALLEN, 1988;
MONTEIRO et al., 2016)

3.5.2.4. Adicao de Ouabaina

A importancia funcional da Na'/K* ATPase na contratilidade miocardica de
machos e fémeas de R. icterica foi analisada ap6s a adi¢do de ouabaina (3.42 mM) na solucéo
fisioldgica das cubetas (resultado numa concentragdo final na cubeta de ~ 1.71 x 10 ° M)
(BAKER, 1947; PRA; ROSSINI; SEGRE, 1970). Apds um periodo de 15 minutos decorridos
da adicdo da ouabaina, os protocolos experimentais do item 3.6.2.2 foram repetidos. A
ouabaina é um glicosideo cardiaco reconhecido por inibir especificamente a acdo da Na'K*
ATPase (OCAMPO; ORREGO, 1981; LIU et al., 2000).

3.5.3. Andlise dos resultados in vitro

Todos os protocolos experimentais foram aplicados para o grupo dos machos e
0 grupo das fémeas, em todos os tratamentos (rianodina, litio e ouabaina) e tiveram um n
minimo de 10 para as analises estatisticas. Os registros foram analisados pelo software
ANCAD (Solucéo Integrada Ltda., Brasil). Ao término de cada tratamento, a por¢ao contratil
das tiras ventriculares foi mensurada com o auxilio de um paquimetro. Em seguida as tiras

foram retiradas das argolas metalicas e levemente secas em papel de filtro para a
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determinacdo do peso Umido da por¢do da tira responsavel pelas contracfes isométricas
registradas. Essas medidas foram posteriormente utilizadas no célculo da area de secéo
transversal (CSA — “cross-sectional area” - mm?), assumindo-se a densidade muscular de 1,06
g.cm (LAYLAND; KENTISH, 1999).

Partindo destes dados, a forca de contracdo de cada tira ventricular (FC -
mN.mm2) foi calculada pela diferenca entre os valores do pico da tensdo isométrica e da
tensdo de repouso (RT — “resting tension” - mN.mm2) dividida pela CSA da respectiva tira.
Os parametros tempo-dependentes também foram analisados em todos os protocolos
experimentais e expressos em valores absolutos como TPT (“time to peak tension” — ms) €
THR (“time to half relaxation” — ms). A figura 13 apresenta a foto de um registro, e um

resumo das variaveis analisadas em cada protocolo.

13 — Registro da aquisi¢&o in vitro e os segmentos analisados
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A- Registro das tiras ventriculares B - Variaveis analisadas - FC: forca de contragdo isométrica; TPT - tempo
para o pico de tensdo; THR - tempo para 50 % do relaxamento.
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3.6. Western blotting

Amostras de ventriculos cardiacos de R. icterica (n = 18: 9 machos e 9 fémeas)
foram separados para as analises de expressdo e quantificacdo das seguintes proteinas
cardiacas: Ca?* ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), fosfolambano (PLB) e
trocador Na*/Ca?* (NCX). Os procedimentos de western blotting foram realizados de acordo
com (BOCALINI et al., 2012) e (MONTEIRO et al., 2016). Os ventriculos congelados (-80
°C) foram inicialmente homogeneizados em tampédo hiperosmético gelado (250 mM
Sacarose, 50 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.4) e centrifugados a 10.000 g por 40 minutos (4°
C). O sobrenadante foi novamente centrifugado (Beckman Coulter-X Ultracentrifuge), desta
vez a 100.000 g por 60 minutes a 4° C. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em 150 ul de
tampdo Tris-EDTA (50 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.4). Por fim, o método de BRADFORD,
1976 foi realizado (Quick Start Bradford Protein Assay — Bio-Rad, USA) para a quantificacdo
das proteinas nas amostras.

Apbés a quantificacdo, 100 pg de proteinas foram submetidas a um
procedimento de eletroforese em tampédo de corrida SDS, com gel de acrilamida a 8% para
NCX e SERCA, e 12% para PLB. Em seguida, as proteinas foram transferidas do gel para
membranas de PVDF em um sistema de transferéncia com tampdo (Bio-Rad). Apo6s a
transferéncia, as membranas foram bloqueadas em solugdo de leite em p6 (Molico) a 5%
diluido em tampdo Tris adicionado a 0.1% Tween-20, onde permaneceu por 90 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram lavadas em tampdo de lavagem e
incubadas com seus respectivos anticorpos por 12h a 4° C: anti-NCX1 rabbit policlonal (0.5
ug ml, sc-32881, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA), anti-SERCAZ rabbit policlonal
(1.0 ug ml1, ab91032, Abcam Plc, Cambridge, UK), e anti- PLB rato monoclonal (0.15 ug
ml 1, 05-205, Millipore Corporation, Billerica, MA). As membranas foram novamente
lavadas em tampdo de lavagem, e novamente incubadas, por 2 horas em temperatura
ambiente, com seus respectivos anticorpos secundarios: goat anti-rabbit 1gG (0.2 ug ml/, sc-
2034, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA), e goat anti-mouse IgG (0.34 ug ml 1,
AP308A, Millipore Corporation, Billerica, MA). Por fim, as membranas foram lavadas e os
imunocomplexos foram detectados através de um kit de substrato conjugado de fosfatase
alcalina (Bio-Rad, CA, USA).

Para a quantificacdo dos niveis de expressdo proteica as membranas foram

escaneadas e a densidade optica das bandas foram analisadas através do software Imagel
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(ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004). Os resultados foram expressos em unidade
arbitrérias de densidade optica (U.A.) e normalizados pelas expressdo de actina das amostras
(0.5ug mlt, sc-1616, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA).

3.7. Analises Estatisticas

Os valores foram expressos em formato de média = E.P.M (erro padrdo da

média). As diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia foram consideradas
significativas. A fim de comparar 0s grupos experimentais (machos e fémeas) no que diz
respeito aos dados obtidos nos experimentos in vivo (frequéncia cardiaca basal e taxa
metabolica padrdo) e aos experimentos moleculares (nivel de expressdo proteica), utilizou-se
0 Teste-T de Student ndo-pareado.
Para os dados obtidos nos experimentos in vitro, as comparagdes entre cada tratamento e seu
respectivo grupo controle (rianodina, ouabaina e cloreto de litio), bem como o efeito de cada
tratamento sobre cada grupo experimental (machos e fémeas) nas diferentes frequéncias de
estimulacdo (0.2 a 1.4 Hz), utilizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA) One-Way,
complementada pelo teste de Dunnett de comparagGes multiplas (GraphPad Instat v. 3.0,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

4. RESULTADOS

4.1.  Eletrocardiograma: do desenvolvimento da técnica aos registros

A utilizacdo dos eletrodos de cobre foi bastante efetiva uma vez que a sua alta
condutividade permitiu a aquisicdo de registros com alto grau de detalhamento. Além disso, a
utilizacdo de um ambiente ndo aquoso preveniu a formacdo de regides com oxidacdo dos
eletrodos, como frequentemente ocorre em meios aquosos e outros metais.

Um dos desafios enfrentados durante a elaboragdo deste protocolo foi a
adequacdo das camaras de contencdo dos animais, visto que a frequente movimentagdo dos
mesmos dentro das camaras gerava grandes ruidos nos registros. Nesse sentido, a fim de criar
um ambiente mais adequado, porém ainda comodo para 0s animais, gazes umedecidas foram
inseridas nas laterais da camara. A adicdo das gazes limitou brevemente o espaco de

movimentacdo do animal, mantendo-o na posi¢do Otima para a propagagdo dos impulsos
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cardiacos pelos eletrodos. Além disso, a criagdo de um ambiente mais Umido resultou em uma
aparente melhor adaptacdo e manutencéo dos anfibios durante o periodo dos registros.

No momento da aquisi¢cdo dos dados, os registros receberam alguns filtros para
eliminar os sinais advindos de ruidos ou de outras regides teciduais (filtro passa-alto de 1 Hz,
filtro de entalhe 60Hz, e filtro passa-baixo de 75Hz). Em seguida, o software Labchart 7
(ADInstruments) foi utilizado para a andlise das aquisi¢cGes. A anélise dos dados permitiu
observar que embora o0 coracao dos cururus (bem como o de todos os demais anfibios) possua
somente um ventriculo, o seu eletrocardiograma (ECG) parece bastante similar, e compartilha
propriedades analogas com o ECG do ser humano, apresentando todos 0s seus componentes
padrdes: onda P, complexo QRS e onda T, e um componente adicional, a onda B (no grupo

dos machos) (Figura 14).

FIGURA 14 - Imagem comparativa entre o ECG padréo de humano e de um

individuo macho do anfibio Rhinella icterica

A Homo sapiens

B Rhinellaicterica

R
T
y M
Qls
B

A - Registro eletrocardiografico padrdo de humano (AVANCINI A; FAVARETTO, 1997); B - Registro
eletrocardiografico de um individuo macho de sapo Cururu, R. icterica.

Ao comparar 0s registros obtidos para os machos e para as fémeas de R.
icterica foi possivel verificar que os componentes do ECG também sdo semelhantes entre os
sexos (Figura 15). No entanto, o ECG das fémeas ndo apresentou o registro das ondas “B”.
Adicionalmente, a duracdo da onda P, dos segmentos Q-T, S-T e a propria duracdo da onda T

foi mais longa no grupo das fémeas. Os demais componentes do ECG nédo apresentaram
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diferengas significativas entre os grupos. O resumo dos valores médios obtidos para cada
segmento do ECG para o grupo dos machos e das fémeas pode ser observados na tabela 1.

FIGURA 15 - Registros eletrocardiograficos: morfologia e magnitude do ECG de
Rhinella icterica.
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A - Registro eletrocardiografico de um espécime macho de Rhinella icterica a 25 °C, aliado & sua variag¢do
da frequéncia cardiaca (bpm) ao longo do tempo. B - Registro eletrocardiografico de um espécime fémea de
Rhinella icterica a 25 °C, aliado a sua variacao da frequéncia cardiaca (bpm) ao longo do tempo.

TABELA 1 - Resumo dos valores médios obtidos para os segmentos padrao do
eletrocardiograma de machos e fémeas de R. icterica

Componente Machos Fémeas
Duracéo P (s) 0.098 + 0.010 0.130 +£0.009 *
Amplitude P (mV) 0.017 +0.003 0.017 + 0.005
Intervalo P-R (s) 0.348 £ 0.009 0.345+0.012
Duragéo QRS (s) 0.041 +0.008 0.033 +0.011
Amplitude QRS (mV) 0.099 + 0.013 0.091 +0.013
Duracéao Q-T (s) 0.675 + 0.009 0.853 +0.024 *
Duracédo S-T () 0.643 £ 0.014 0.804 +0.016 *
Duracao T (s) 0.134 £0.012 0.201 +£0.007 *
Amplitude T (mV) 0.050 + 0.008 0.051 £ 0.010

Os asteriscos (*) denotam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Por fim, ao comparar as frequéncias cardiacas basais entre o grupo dos machos
e das fémeas foi possivel observar que a frequéncia cardiaca padrdo media (f4 = batimentos
.mint; bpm; n = 10) obtida para os individuos machos de R. icterica apresentou-se mais
elevada (39.2 + 0.4 bpm/ ou 0.65Hz) do que a média dos valores das fémeas (24.0 + 0.6 bpm/

ou 0.38 Hz; p < 0,05). Esta comparacéo esta representada na figura 16

FIGURA 16: Valores médios da frequéncia cardiaca padréao de R. icterica

45.0 1 O machos

40.0 - ® fémeas
35.0 ~
30.0 - -
25.0 A
20.0 ~ 39.2
15.0 A

10.0 A

Frequéncia cardiaca basal
(bpm)

5.0 A1

0.0 -

O asterisco (*) denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

4.2. Taxa metabdlica padréo

Com relacdo aos procedimentos e técnicas adaptadas para a obtencdo dos
valores de consumo de O2 dos anfibios, a utilizacdo de camaras de tamanhos adequado aos
animais foi de grande relevancia, uma vez que permitia que o animal se movesse dentro dela,
evitando o stress em excesso que um compartimento apertado poderia trazer.

A analise comparada dos registros de consumo de O> (ml O2/g/h) dos grupos
demonstra que os individuos machos de R. icterica desempenham uma taxa metabolica mais
elevada, uma vez que o seu consumo médio de oxigénio apresentou valores mais elevados
(0.048 + 0.002 ml O2/g/h) do que o grupo das fémeas (0.012 + 0.001 ml O2/g/h). Este padréo
elevado de consumo de oxigénio apresentado pelos machos se manteve durante todo o
periodo dos registros (24h), havendo um pico mais aparente no periodo compreendido entre

as 19h e as 24h da noite. No caso das fémeas, o consumo ao longo do tempo foi mais
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constante, ndo havendo picos aparentes durante o registro. A representacdo grafica do
consumo médio de O, de ambos sexos de R. icterica pode ser observada na figura 17.

FIGURA 17: Gréfico da taxa metabolica padrdo desempenhada por machos e fémeas de
R. icterica durante 24 horas de registro a 25 °C.
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Os pontos representam os valores da taxa metab6lica padrdo obtidos a cada 60 minutos de registro, para cada
individuo integrante do grupo dos machos (M1 a M10) e das fémeas (F1 a F9).

4.3. Efeitos da rianodina, e a expressdo de SERCA e PLB

4.3.1. Efeitos da rianodina

Os valores médios da FC (mN/ mm?) desenvolvida pelas tiras ventriculares de
machos e fémeas de R. icterica, antes (grupo “Ctrl”, n = 10) e ap0s a adi¢éo de rianodina (10
uM, grupo “Rian”, n = 10), em resposta a aumentos sucessivos na frequéncia de estimulagéo
(0.2 a 1.4 Hz) estao resumidos na figura 18A. A comparacao dos efeitos da rianodina entre 0s
sexos pode ser observada na figura 18B, a qual apresenta os valores de FC normalizados para
0s machos e fémeas (os valores estdo apresentados como uma porcentagem da FC
desenvolvida pelos seus respectivos controles).

A rianodina manteve a relacdo forca-frequéncia positiva (isto é, a forca de

contracdo aumenta & medida que a frequéncia de estimulacéo é elevada), a qual ja havia sido
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observada em seus grupos controle, nas fémeas (Figura 18A, marcadores pretos) e nos
machos (Figura 18A, marcadores cinzas). Entretanto, a rianodina gerou uma reducéo
significativa (P < 0.05) nos valores de forca de contracdo, quando comparados aos valores
observados em seus controles, em todas as frequéncias de estimulacdo, e em ambos sexos de
R. icterica. Adicionalmente, a frequéncia de estimulacdo méaxima na qual as tiras ventriculares
ainda foram capazes de contrair regularmente foi de 1,2 Hz para ambos sexos, em ambos
tratamentos (controle e rianodina). Comparativamente, a rianodina causou uma reducdo mais

evidente nos valores de FC dos individuos machos, em todas as frequéncias (Figura 18B).

FIGURA 18 - Efeitos da rianodina sobre a forca de contracao de tiras ventriculares de

R. icterica.
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulacdo sobre a forca de contragdo (FC) desenvolvida por tiras
ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica nos
tratamentos controle (Ctrl) e ap6s a adi¢do de rianodina (Rian). Os pontos representam os valores médios de FC
+ E.P.M. B - Efeito comparado da rianodina sobre a for¢a de contracdo das fémeas (marcadores pretos, n = 10) e
dos machos (marcadores cinzas, n = 10). As barras representam a forca de contracdo desenvolvida nos
tratamentos com rianodina como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os asteriscos
denotam diferenga significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Rian em “A”), e entre machos e fémeas em “B”. Os
pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras brancas em “B” representam diferengas
significativas com relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulacdo inicial (0.2 Hz). As setas
representam as frequéncias basais observadas in vivo.
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Os valores médios de TPT (ms) desenvolvidos pelas tiras ventriculares de
machos e fémeas de R. icterica submetidas a tratamentos controle (grupo “Ctrl”, n = 10) e
apos a adi¢do de rianodina (Rian, n = 10), em resposta a aumentos sucessivos na frequéncia
de estimulacdo (0.2 a 1.4 Hz) estdo resumidos na figura 19A. A comparacdo dos efeitos da
rianodina entre ambos sexos pode ser observada na figura 19B, a qual apresenta os valores de
FC normalizados para os machos e fémeas (os valores estdo apresentados como uma
porcentagem da FC desenvolvida pelos seus respectivos controles).

A andlise dos graficos demonstra que a rianodina causou um prolongamento no
tempo de contracdo, elevando os valores de TPT (P > 0.05) de ambos sexos de R. icterica, em
todas as frequéncias de estimulacdo. Este efeito foi mais evidente nos machos, como pode ser

observado na figura 19B, também em todas as frequéncias de estimulacéo.

FIGURA 19 - Efeitos da rianodina sobre o tempo para o pico de tensdo em tiras
ventriculares de R. icterica
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulacdo sobre o tempo para o pico de tensdo (TPT) desenvolvido
por tiras ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica
nos tratamentos controle (Ctrl) e apés a adigdo de rianodina (Rian). Os pontos representam os valores médios de
TPT + E.P.M. B - Efeito comparado da rianodina sobre o tempo para o pico de tensdo das fémeas (marcadores
pretos, n = 10) e dos machos (marcadores cinzas, n = 10). As barras representam o TPT desenvolvido nos
tratamentos com rianodina como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os asteriscos
denotam diferenca significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Rian em “A”), e entre machos e fémeas em “B”. Os
pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras em “B” representam diferengas significativas com
relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulacdo inicial (0.2 Hz). As setas representam as frequéncias
basais observadas in vivo.
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No que diz respeito ao relaxamento cardiaco também foi observado um
aumento nos valores de tempo para 50% do relaxamento (THR) em resposta a rianodina em
ambos sexos de R. icterica (figura 20A), em toda a faixa de estimulacdo. Tal prolongamento
do tempo de relaxamento foi mais evidente no grupo dos machos, até a frequéncia de 1 Hz

(faixa que ainda inclui as frequéncias observadas in vivo) (figura 20B).

FIGURA 20 - Efeitos da rianodina sobre o tempo para 50% do relaxamento em tiras
ventriculares de R. icterica
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulagdo sobre o tempo para 50% do relaxamento (THR)
desenvolvido por tiras ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10)
de R. icterica nos tratamentos controle (Ctrl) e ap6s a adi¢do de rianodina (Rian). Os pontos representam os
valores médios de THR + E.P.M. B - Efeito comparado da rianodina sobre o tempo para 50% do relaxamento
das fémeas (marcadores pretos, n = 10) e dos machos (marcadores cinzas, n = 10). As barras representam o THR
desenvolvido nos tratamentos com rianodina como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os
asteriscos denotam diferenga significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Rian em “A”), e entre machos e fémeas em “B”.
Os pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras em “B” representam diferengas significativas
com relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulacdo inicial (0.2 Hz). As setas representam as
frequéncias basais observadas in vivo.

4.3.2. Expressao das proteinas do reticulo sarcoplasmético: SERCA e PLB

As membranas de western blotting referentes a expressdo das proteinas

SERCA, Actina e PLB nos tecidos cardiacos ventriculares de machos e fémeas de R. icterica
podem ser observadas na figura 21. A analise dos niveis de expressdo (valores normalizados
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com os niveis enddgenos da actina de cada amostra, e apresentados em unidades arbitrérias de
densidade optica — U.A) das proteinas SERCA e PLB, e as suas respectivas bandas de western
blotting para os machos (n=9) e para as fémeas (n=9) de R. icterica podem ser observados na
figura 22 (A: SERCA; B: PLB). A expressdo da SERCA foi maior nos machos (0.93 + 0.03
U.A)) do que nas fémeas (0.71 + 0.04 U.A.). Em concordéancia com tais resultados, a
expressdo de PLB também foi mais elevada nos machos (0.90 + 0.06 U.A.) do que nas fémeas
(0.67 £ 0.04 U.A)).

Figura 21 - Membranas de western blotting e a expressédo das proteinas: SERCA, PLB e

Actina.
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A - Expressdo da SERCA em tecido cardiaco ventricular de Rato Wistar, Rattus novergicus (R), machos (M) e
fémeas (F) do sapo Cururu, R. icterica. B - Expressdo da Actina em tecido cardiaco ventricular de Rato Wistar,
Rattus novergicus (R), machos (M) e fémeas (F) do sapo Cururu, R. icterica (mesmas amostras de “A”). C:
Expressdo de PLB em tecido cardiaco ventricular de Rato Wistar, Rattus novergicus (R), machos (M) e fémeas
(F) do sapo Cururu, R. icterica. D: Expressdo da Actina em tecido cardiaco ventricular de Rato Wistar, Rattus
novergicus (R), machos (M) e fémeas (F) do sapo Cururu, R. icterica (mesmas amostras de “C”).
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Figura 22 - Niveis de expressdo das proteinas SERCA e PLB.
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Nivel de expressdo da SERCA (U.A.) em tecido cardiaco ventricular de machos (barra cinza; n = 9) e sua
respectiva banda representativa juntamente a banda de actina endégena (M) e de fémeas (barra preta; n = 9) e sua
respectiva banda representativa juntamente a banda de actina endégena (F) de sapos Cururus, R. icterica. Os

asteriscos denotam diferenca significativa entre machos e fémeas (P < 0.05).

4.4. Efeitos do LiCl, e a expressao de NCX:

4.4.1. Efeitos do LiCl.

Os valores médios da FC (mN . mm) desenvolvida pelas tiras ventriculares de
machos e fémeas de R. icterica, antes (grupo “Ctrl”, n = 10) e ap0ds a substitui¢do da solucéo
fisiologica pela solucdo contendo LiCl (grupo “Li”, n = 10), em resposta a aumentos
sucessivos na frequéncia de estimulacdo (0.2 a 1.4 Hz) estdo resumidos na figura 23A. A
comparacdo dos efeitos do LiCl entre os sexos pode ser observada na figura 23B, a qual
apresenta os valores de FC normalizados para os machos e fémeas (os valores estdo
apresentados como uma porcentagem da FC desenvolvida pelos seus respectivos controles).
Na presenca de Li ClI, as tiras ventriculares dos machos de R. icterica (23A, marcadores

cinzas) sofreram uma reducdo na forga de contracdo (P < 0.05) na faixa de frequéncia entre
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0.4 e 1.4 Hz, enquanto que para as fémeas (Fig. 23A, marcadores pretos) esta reducdo se
estendeu por todas as frequéncias de estimulacdo (0.2 a 1.4 Hz). Além disso, a forca
frequéncia que era positiva nos tratamentos controle de ambos grupos passou a ser negativa
em resposta ao tratamento com o litio, isto é, & medida que a frequéncia de estimulagéo
aumentou, a FC se reduziu. A comparacdo entre os efeitos do LiCl sobre os machos e as
fémeas (figura 23B) demonstrou que a reducdo do inotropismo em resposta ao LiCl foi mais

evidente no grupo das fémeas, em todas as frequéncias de estimulacéo.

FIGURA 23 - Efeitos do LiCl sobre a forca de contragéo de tiras ventriculares de R.

icterica
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulagdo sobre a forga de contracdo (FC) desenvolvida por tiras
ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica nos
tratamentos controle (Ctrl) e ap6s a substituicdo da solugdo fisioldgica convencional por outra contendo LiCl
(Li). Os pontos representam os valores médios de FC + E.P.M. B - Efeito comparado do LiCl sobre a forga de
contracdo das fémeas (marcadores pretos, n = 10) e dos machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica. As
barras representam a forca de contracdo desenvolvida nos tratamentos com LiCl como uma porcentagem dos
seus respectivos controles (% Ctrl). Os asteriscos denotam diferenca significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Li em
“A”), e entre machos e fémeas em “B”. Os pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras
brancas em “B” representam diferengas significativas com relagdo ao valor observado na frequéncia de
estimulacdo inicial (0.2 Hz). As setas representam as frequéncias basais observadas in vivo.

Os valores médios de TPT (ms) desenvolvidos pelas tiras ventriculares de
machos e fémeas de R. icterica submetidas a tratamentos controle (grupo “Ctrl”, n = 10) e

apos a substituicdo da solucéo fisioldgica convencional por outra solucéo contendo LiCl (Li, n
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= 10), em resposta a aumentos sucessivos na frequéncia de estimulacdo (0.2 a 1.4 Hz), estdo
resumidos na figura 24A. A comparacdo dos efeitos da rianodina entre ambos sexos pode ser
observada na figura 24B, a qual apresenta os valores de FC normalizados para 0s machos e
fémeas (os valores estdo apresentados como uma porcentagem da FC desenvolvida pelos seus
respectivos controles).

A andlise destes graficos demonstra que os valores de TPT desenvolvidos pelas
tiras ventriculares das fémeas em resposta ao LiCl foram mais elevados dos que os valores
observados no grupo controle (P < 0.05), em todas as frequéncias de estimulacdo (Fig. 24A,
marcadores pretos). Este prolongamento dos tempos de contragdo também foi observado no
grupo dos machos (Fig. 24A, marcadores cinzas), mas somente nas frequéncias de 0.2 a 0.6
Hz (P < 0.05). Tal elevacdo dos valores de TPT foi mais evidente no grupo das fémeas
(Figura 24B).

Tal efeito de aumento em resposta ao LiCl foi ainda mais evidente nos
parametros de relaxamento cardiaco, como pode ser observado pelo elevado THR
desenvolvido pelas fémeas em todas as frequéncias de estimulacdo (Fig. 25A, marcadores
circulares pretos), e pelos machos na faixa de 0.2 a 0.8 Hz (Fig. 25A, marcadores circulares
cinzas). A comparagédo entre os efeitos do LiCl entre machos e fémeas demonstra um maior
atraso no relaxamento cardiaco das fémeas, na faixa de frequéncia de 0.2 a 1.0 Hz, como pode
ser observado na figura 25B.
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FIGURA 24 - Efeitos do LiCl sobre o tempo para o pico de tenséo de tiras ventriculares
de R. ictérica
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulagdo sobre o tempo para o pico de tensdo (TPT) desenvolvido
por tiras ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica
nos tratamentos controle (Ctrl) e em solugdo fisioldgica com LiCl (Li). Os pontos representam os valores médios
de TPT + E.P.M. B - Efeito comparado da rianodina sobre o tempo para o pico de tensdo das fémeas
(marcadores pretos, n = 10) e dos machos (marcadores cinzas, n = 10). As barras representam o TPT
desenvolvido nos tratamentos com LiCl como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os
asteriscos denotam diferenca significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Li em “A”), e entre machos e fémeas em “B”.
Os pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras em “B” representam diferengas significativas
com relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulacdo inicial (0.2 Hz). As setas representam as

frequéncias basais observadas in vivo.
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FIGURA 25 - Efeitos do LiCl sobre o tempo para 50% do relaxamento em tiras
ventriculares de R. icterica
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulagdo sobre o tempo para 50% do relaxamento (THR)
desenvolvido por tiras ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10)
de R. icterica nos tratamentos controle (Ctrl) e em solugdo fisioldgica contendo LiCl (Li). Os pontos representam
os valores médios de THR + E.P.M. B - Efeito comparado do LiCl sobre o tempo para 50% do relaxamento das
fémeas (marcadores pretos, n = 10) e dos machos (marcadores cinzas, n = 10). As barras representam o THR
desenvolvido nos tratamentos com LiCl como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os
asteriscos denotam diferenca significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Li em “A”), e entre machos e fémeas em “B”.
Os pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras em “B” representam diferengas significativas
com relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulacdo inicial (0.2 Hz). As setas representam as
frequéncias basais observadas in vivo.

4.4.2. Expressédo do trocador Na*/Ca2* (NCX):

As membranas de western blotting referentes a expressao do trocador NCX nos
tecidos cardiacos ventriculares de machos e fémeas de R. icterica podem ser observadas na
figura 26. A analise dos niveis de expressdo (valores normalizados com o0s niveis enddgenos
da actina de cada amostra, e apresentados em unidades arbitrarias de densidade Optica — U.A)
do NCX e as suas respectivas bandas de western blotting para os machos (n= 9) e para as

fémeas (n= 9) podem ser observados na figura 27. Tais andlises demonstraram que a
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expressao do NCX foi mais elevada nas fémeas (0.98 + 0.03 A.U.) do que nos machos (0.64 +

0.05A.U.).

FIGURA 26 - Membranas de expressédo do trocador NCX.
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A - Expressdo do NCX em tecido cardiaco ventricular de Rato Wistar, Rattus novergicus (R), fémeas (F) e
machos (M) do sapo Cururu, R. icterica. B - Expressdo da Actina em tecido cardiaco ventricular de Rato Wistar,
Rattus novergicus (R), fémeas (F) e machos (M) do sapo Cururu, R. icterica (mesmas amostras de “A”).

FIGURA 27 - Niveis de expressdo do NCX em R. icterica.

1.2
1.0
0.8

0.6

NCX (A.U.)

0.4 NCX (40 kDa)

0.2
Actin (43 kDa)

0.0

Nivel de expressdo do NCX (U.A.) em tecido cardiaco ventricular de machos (barra cinza; n = 9) e sua
respectiva banda representativa juntamente a banda de actina enddgena (M) e de fémeas (barra em preto; n=9) e
sua respectiva banda representativa juntamente a banda de actina enddgena (F) de sapos Cururus, R. icterica. Os
asteriscos denotam diferenca significativa entre machos e fémeas (P < 0.05).

45. Efeitos da ouabaina.

Os valores médios da FC (mN . mm2) desenvolvida pelas tiras ventriculares de

machos e fémeas de R. icterica, antes (grupo “Ctrl”, n = 10) e ap6s a adi¢do de ouabaina
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(grupo “Ouab”, n = 10), em resposta a aumentos sucessivos na frequéncia de estimulagéo (0.2
a 1.4 Hz) estdo resumidos na figura 28A. A comparacdo dos efeitos da ouabaina entre os
sexos pode ser observada na figura 28B, a qual apresenta os valores de FC normalizados para
0s machos e fémeas (os valores estdo apresentados como uma porcentagem da FC
desenvolvida pelos seus respectivos controles).

A adicao de ouabaina causou uma elevagédo na forca de contracdo desenvolvida
pelas tiras ventriculares do grupo das fémeas (P < 0.05) na faixa de frequéncia de 0.2 a 1.0 Hz
(Figura 28A, marcadores pretos). Este efeito de aumento da FC também foi observado para 0s
machos (Figura 28A, marcadores cinzas) na faixa de frequéncia de 0.2 a 0.8. Curiosamente, a
relagdo forca-frequéncia de ambos grupos (machos e fémeas) se tornou negativa em resposta
ao tratamento com ouabaina (ou seja, & medida que a frequéncia de estimulacdo aumentou, a
forca de contracdo se reduziu). Além disso, a ouabaina parece atuar de maneira semelhante
entre 0s grupos, uma vez que ndo houve diferencas significativas entre o grupo dos machos e

das fémeas (Figura 28B).

FIGURA 28 - Efeitos da ouabaina sobre a forca de contracéo de tiras ventriculares de R.
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulacio sobre a forga de contracdo (FC) desenvolvida por tiras
ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica nos
tratamentos controle (Ctrl) e ap6s a adicdo de ouabaina (Ouab). Os pontos representam os valores médios de FC
+ E.P.M. B - Efeito comparado da ouabaina sobre a for¢a de contracdo das fémeas (marcadores pretos, n = 10) e
dos machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica. As barras representam a forca de contracdo desenvolvida
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nos tratamentos com ouabaina como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os asteriscos
denotam diferenca significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Ouab em “A”), e entre machos e fémeas em “B”. Os
pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras brancas em “B” representam diferengas
significativas com relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulacdo inicial (0.2 Hz). As setas
representam as frequéncias basais observadas in vivo.

Além dos efeitos de aumento no inotropismo, a ouabaina causou uma reducao
nos valores de TPT (P < 0.05) no grupo das fémeas (Figura 29A, marcadores pretos) e dos
machos (Figura 29A, marcadores cinzas) em toda a faixa das frequéncias de estimulagéo. Este
efeito foi proporcionalmente semelhante (P > 0.05) entre os machos e as fémeas (figura 28B),

como pode ser visto no grafico de comparacéo dos sexos.

FIGURA 29 - Efeitos da ouabaina sobre o tempo para o pico de tensédo em tiras
ventriculares de R. icterica
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulacio sobre o tempo para o pico de tensdo (TPT) desenvolvido
por tiras ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10) de R. icterica
nos tratamentos controle (Ctrl) e apds a adicdo de ouabaina (Ouab). Os pontos representam os valores médios de
TPT + E.P.M. B - Efeito comparado da rianodina sobre o tempo para o pico de tensdo das fémeas (marcadores
pretos, n = 10) e dos machos (marcadores cinzas, n = 10). As barras representam o TPT desenvolvido nos
tratamentos com ouabaina como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os asteriscos
denotam diferenca significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Ouab em “A”), e entre machos e fémeas em “B”. Os
pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras em “B” representam diferengas significativas com
relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulacéo inicial (0.2 Hz). As setas representam as frequéncias
basais observadas in vivo.
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Por outro lado, com relagdo ao relaxamento cardiaco, houve um atraso nos
valores de tempo de relaxamento, como demonstrado pelo aumento dos valores de THR em
ambos sexos (Figura 30A). Este atraso foi mais evidente no grupo das fémeas, nas frequéncias
de 0.2 a 0.6 Hz (Fig. 30B).

FIGURA 30 - Efeitos da ouabaina sobre o tempo para 50% do relaxamento em tiras

ventriculares de R. icterica
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A - Efeitos de aumentos na frequéncia de estimulagdo sobre o tempo para 50% do relaxamento (THR)
desenvolvido por tiras ventriculares de fémeas (marcadores pretos, n = 10) e machos (marcadores cinzas, n = 10)
de R. icterica nos tratamentos controle (Ctrl) e apés a adi¢do de ouabaina (Rian). Os pontos representam os
valores médios de THR + E.P.M. B - Efeito comparado da rianodina sobre o tempo para 50% do relaxamento
das fémeas (marcadores pretos, n = 10) e dos machos (marcadores cinzas, n = 10). As barras representam o THR
desenvolvido nos tratamentos com ouabaina como uma porcentagem dos seus respectivos controles (% Ctrl). Os
asteriscos denotam diferenga significativa (p < 0.05) entre Ctrl e Ouab em “A”), e entre machos e fémeas em
“B”. Os pontos preenchidos em branco em “A”, e as barras com listras em “B” representam diferencas
significativas com relacdo ao valor observado na frequéncia de estimulagdo inicial (0.2 Hz). As setas
representam as frequéncias basais observadas in vivo.
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5. Discussao

5.1.1. EGC em anfibios: desenvolvimento e execu¢do da nova técnica

Os primeiros experimentos de determinacgdo da frequéncia cardiaca em anfibios
consistiam na insercdo de eletrodos subcutdneos para a obtencdo dos registros
eletrocardiograficos (MULLEN, 1974; WASSERSUG; PAUL; FEDER, 1981; BURGGREN;
FEDER; PINDER, 1983; FEDER, 1983; CHAPOVETSKY; KATZ, 2003; LIU; LI, 2005;
SHEMAROVA et al.,, 2009). Mais recentemente, outras técnicas foram desenvolvidas,
envolvendo a canulacdo de artérias para uma aquisicao indireta da frequéncia cardiaca dos
animais (TAYLOR et al., 2014; ZENA; GARGAGLIONI; BUCEGO, 2015). No entanto, tais
técnicas podem causar respostas adrenérgicas stress-induzidas nos animais, além de alteragdes
fisiologicas em virtude dos procedimentos anestésicos, prejudicando a obtencdo real dos
dados basais da frequéncia cardiaca (WASSERSUG; PAUL; FEDER, 1981; GUENETTE;
GIROUX; VACHON, 2013; WILLIAMS et al., 2017).

Tentativas de otimizar estes sistemas ja foram descritas para peixes, pequenos
répteis e anfibios, no entanto algumas caracteristicas destes protocolos ainda podem gerar
efeitos sobre os resultados (ALTIMIRAS, 2000; AUBRET; TORT; BLANVILLAIN, 2013;
GERMER et al., 2015). Em um estudo realizado com peixes, utilizaram malhas metélicas
além do principio de condutividade da agua, de modo que as varia¢fes dos sinais elétricos dos
tecidos dos peixes podiam ser detectados sem a necessidade de implantar eletrodos
cirurgicamente (ALTIMIRAS, 2000). Mais recentemente, um sistema wireless foi adaptado
para pequenos anfibios e répteis, utilizando uma malha de tecido contendo sensores
espalhados (AUBRET; TORT; BLANVILLAIN, 2013). Embora esta técnica ndo requeira a
insercdo cirurgica de eletrodos, os animais ainda necessitam de anestesia para contencao dos
mesmos durante as medicBes, 0 que pode gerar efeitos sobre os parametros fisioldgicos
(WILLIAMS et al., 2017). Até que em 2015 um trabalho realizado com pequenos lagartos
adaptou os eletrodos de maneira que os mesmos formassem “coleiras circulares”, as quais
permaneceriam ao redor do pescoco e do abdémen do animal (GERMER et al., 2015). Tais
adaptacdes foram de grande relevancia uma vez que o posicionamento externo dos eletrodos
tornava o procedimento menos invasivo, além de ndo requerer anestesia dos animais. No
entanto, ao manter os eletrodos atados ao corpo do animal os préprios autores observaram que

havia um certo incbmodo nos mesmo, o que ainda poderia gerar respostas estresse-induzidas
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(GERMER et al., 2015). Sendo assim, baseando-se em todas essas adaptacOes, 0 presente
trabalho propds um novo método, simples e de fécil delineamento, através da utilizagdo de
eletrodos externos compostos de cobre. Levando em conta a propria condutividade dos
liquidos corporais, o contato direto dos eletrodos com a pele da regido ventral dos animais
permite que os impulsos bioelétricos gerados no coracdo dos anfibios se propague e atinja os
eletrodos. Por essa razdo, foi possivel adquirir registros que, uma vez devidamente tratados

pelos filtros adequados, deram origem a boas imagens eletrocardiograficas.

5.1.2. Analise dos registros eletrocardiogréaficos

Escassas sdo as andlises e descriches eletrocardiograficas realizadas em
anfibios anuros (MULLEN, 1974; AUBRET; TORT; BLANVILLAIN, 2013; KIBLER et al.,
2017), sendo que até o momento ndo existem registros de comparagao entre 0S Sex0s para
nenhuma espécie. Dessa forma, o presente estudo representa uma fonte inédita no que diz
respeito a descricdo das caracteristicas do eletrocardiograma e da frequéncia cardiaca de sexos
distintos de anfibios anuros. Embora os registros de ambos sexos de R. icterica compartilhem
0S mesmos componentes basicos e a mesma morfologia do ECG, algumas peculiaridades
intraespecificas puderam ser observadas em determinados segmentos dos registros, o que
pode estar diretamente relacionado com a fisiologia adaptativa de cada género sexual.

A principio, o tempo de duracdo da onda P foi mais longo no grupo das
fémeas. 1sso pode estar relacionado com dois fatores principais: a eficiéncia da ativacdo das
células do tecido marcapasso, e a velocidade de conducgdo do potencial elétrico pelo tecido
atrial (JU; ALLEN, 2000). O disparo espontaneo regular do coracdo dos anfibios surge em
regides especializadas conhecidas como tecido marcapasso, que se situam nos seios venosos
(JU; ALLEN, 1998). A origem do potencial de acdo do marcapasso nos anfibios depende
essencialmente da atuagdo de canais lentos de Ca®* e de trocadores NCX; além da possivel
atuacdo do reticulo sarcoplasmatico, dependendo da espécie (JU; ALLEN, 1998, 2000;
SHEMAROVA et al., 2009). Desta regido o estimulo é propagado para todo o atrio e o
conjunto desses eventos gera a onda P no eletrocardiograma (MULLEN, 1974; JU; ALLEN,
2000). Logo, havendo alguma diferenca na funcionalidade destes canais entre 0os machos e
fémeas, o tempo de despolarizagdo atrial pode refletir no eletrocardiograma, resultando em
tempos de duracdo da onda P distintos. Embora ndo existam dados acerca da expressdo dessas

proteinas no tecido marcapasso de anfibios, especialmente no que diz respeito as distin¢es
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sexuais, a andlise de expressdo da SERCA no tecido ventricular de machos de R. icterica
deste trabalho demonstrou que o reticulo sarcoplaméatico dos machos é mais eficiente (como
sera demonstrado nos proximos topicos). Caso isso se repita no tecido atrial, podem haver
diferencas nos tempos de geracdo e/ou conducdo do potencial de acdo entre 0s sexos, 0 que
explicaria a diferenca observada nos valores de duracdo da onda P.

Outro fator que pode causar diferengas nos disparos dos potenciais de agdo no

marcapasso é a estimulacdo adrenérgica pela modulacdo dos canais idnicos localizados na
superficie dos midcitos (JU; ALLEN, 1999). Levando em consideracdo que as respostas
adrenérgicas também podem ser distintas entre 0s sexos, as respostas ibnicas de geracao e
conducdo do potencial de acdo no marcapasso também o serdo, 0 que concorda com 0S
resultados deste trabalho no que diz respeito a duracdo da onda P.
Embora essas diferencas tenham sido observadas quanto a duracdo da onda P, ndo houve
diferengas entre os grupos quanto a sua amplitude. Isso demonstra que apesar das possiveis
diferengas envolvidas na geracdo dos estimulos pelo marcapasso e sua conducgdo pelo atrio;
ambos sexos de R. icterica foram capazes de produzir potenciais bioelétricos de mesma
amplitude (voltagens semelhantes). Em outras palavras, durante este primeiro momento do
ECG as caracteristicas elétricas sdo semelhantes para ambos sexos desta espécie.

O componente seguinte do ECG consiste no intervalo P-R, que corresponde ao
tempo de conducdo atrioventricular (ABEDIN; CONNER, 2008). Se comparados com 0s
ECGs de mamiferos, este intervalo nos anfibios é relativamente mais longo
(CHAPOVETSKY; KATZ, 2003). Isso ocorre pois nos mamiferos a conducédo do atrio para o
ventriculo ocorre através do nodo atrioventricular e seu sistema de células de His-Purkinje
(CHAPOVETSKY; KATZ, 2003). No caso dos anfibios o intervalo mais longo desta fase
sugere gque a velocidade de conducdo seja reduzida, uma vez que ndo possuem um sistema
especializado de conducdo (como o dos mamiferos). Ademais, ao analisar este intervalo nos
ECGs ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos. Assim, o tempo de
conducdo deste segmento é similar entre 0os machos e fémeas de R. icterica.

A segunda onda presente no ECG de R. icterica consiste no complexo QRS.
Este componente representa o campo elétrico integrado que é criado pelas células cardiacas
excitadas durante a despolarizagdo ventricular (CHAPOVETSKY; KATZ, 2003). A
amplitude e a duracdo deste segmento dependem do numero de células diretamente ativas
durante o processo de excitagdo celular (CHAPOVETSKY; KATZ, 2003). Assim,

considerando-se que ndo houve diferenca entre a duragdo dos complexos QRS dos grupos
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experimentais, tampouco entre as suas amplitudes, é valido considerar que a magnitude de
celulas ventriculares ativas, bem como a intensidade dos impulsos bioelétricos por elas
geradas seja semelhante para ambos sexos de R. icterica.

No entanto, a analise do segmento seguinte permitiu observar que o tempo de
duracédo do intervalo Q-T foi mais longo no grupo das fémeas. Isso indica que os eventos
necessarios para que ocorra a despolarizacdo e a posterior repolarizacdo do ventriculo
ocorrem de forma mais lenta no coracdo das fémeas. Estudos realizados com outras espécies
de bufonideos, Bufo viridis e Bufo regularis (cujos nomes atuais sdo Bufotes viridis e
Sclerophrys regularis), observaram que a velocidade de condugéo determina os tempos de
excitacdo e relaxamento do ventriculo. Dessa forma, a medida que a velocidade de conducao
diminui, a atividade ventricular dura mais tempo (CHAPOVETSKY; KATZ, 2003). Dentre 0s
fatores que podem determinar a velocidade de conducdo estdo a arquitetura do coragdo e das
vias de conducdo; além da temperatura e da prépria taxa metabodlica dos animais. Em
temperaturas mais baixas os animais sofrem uma redugdo do metabolismo e das atividades
cardiacas, dentre elas, a velocidade de conducdo dos estimulos ventriculares e
consequentemente a frequéncia cardiaca (CHAPOVETSKY; KATZ, 2003).

No caso da espécie deste estudo, embora ndo haja alteracdo da temperatura
(que permaneceu a 25 °C), os espécimes fémeas apresentaram naturalmente uma taxa
metabdlica mais reduzida (como serd discutido posteriormente nos proximos topicos desta
tese), bem como uma frequéncia cardiaca mais baixa do que os espécimes machos (também
sera discutido em seguida). Sendo assim, tais caracteristicas concordam com 0s maiores
tempos de duragéo do intervalo Q-T, que refletem um maior tempo de conducdo nas fémeas e
a consequente frequéncia cardiaca mais lenta. Além disso, ndo se conhecem descri¢Oes acerca
da arquitetura cardiaca das vias de conducdo de machos e fémeas de anfibios anuros, podendo
portanto também existir padrdes diferentes na conducdo ventricular entre os sexos desta
espécie.

Adicionalmente, a auséncia de diferencas entre as caracteristicas do complexo
QRS também indica que as distingBes entre as velocidades de condugdo ventricular
observadas anteriormente nas medi¢fes do segmento Q-T devem-se principalmente aos
eventos que sucedem ao QRS, ou seja, a partir do segmento S-T. Para as fémeas, portanto, a
maior duracdo da conducdo elétrica no coragdo concentram-se, em parte, nas fases iniciais da
repolarizagdo ventricular e na fase de platd do potencial de acdo ventricular, que sdo mais

lentas do que nos machos.
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O segmento final do ECG consiste na onda T, que representa a repolarizagéo
ventricular. Pesquisas realizadas com outras espécies de bufonideos, Bufo raddei (atual
Strauchbufo raddei, das regides norte da Mongolia e China), Bufo viridis (atual Bufotes
viridis, das regides norte da Europa) e Bufo regularis (atual Sclerophrys regularis, africano),
observaram um posicionamento inverso da onda T, de modo que a onda ficava virada para
baixo no registro (CHAPOVETSKY; KATZ, 2003; LIU; LI, 2005). Segundo estas pesquisas,
a direcdo invertida da onda T nestas especies refletia possiveis diferencas na arquitetura do
coracdo, especialmente no que diz respeito a pequena funcionalidade do reticulo
sarcoplasmaético nas mesmas (LIU; LI, 2005). Na auséncia de um reticulo funcional, o célcio
ativador provavelmente teria que se difundir por uma distancia maior, o que resultaria em uma
rapida perda da polarizacdo da membrana e, consequentemente, uma maior duracdo da onda
T.

No caso deste trabalho, os machos e fémeas de R. icterica exibiram a onda T
em sua posicao convencional, direcionada para cima, 0 que representa, portanto, uma possivel
evidéncia de que o reticulo sarcoplasmatico apresenta maior funcionalidade nesta espécie.
Além disso, a duracdo da onda T foi maior no grupo das fémeas, o que novamente reflete a
possibilidade de que os machos apresentem uma maior funcionalidade do RS (como sera
melhor discutido mais adiante).

Por fim, é importante salientar que embora os anfibios apresentem algumas
caracteristicas anadlogas aos mamiferos, a estrutura do ECG dos anfibios difere em diversos
pontos devido a presenca de estruturas funcionais distintas, além da natureza da conduc¢édo dos
impulsos de uma camara para a outra (MULLEN, 1974). Dentre estas peculiaridades destaca-
se a presenga de uma onda adicional: a onda “B”, que denota a despolarizacdo da regido do
“bulbus cordis” (MULLEN, 1974; BURGGREN; FARRELL; LILLYWHITE, 2011). A
denominacdo bulbus cordis representa uma regido delimitada do coracdo de anfibios, peixes
(elasmobréanquios) e em alguns lagartos (Squamata), que representa uma continuacdo da via
de saida do ventriculo (MULLEN, 1973; BURGGREN; FARRELL; LILLYWHITE, 2011).
Parcialmente dividida por uma dobra espiral, a regido do bulbus cordis é responsavel por
distribuir o fluxo do sangue em duas dire¢des, e possui grande importancia para a contracao
ventricular pois concentra uma grande quantidade de musculatura cardiaca e elastica
(JOHANSEN, 1965; SOLC, 2007).

No ECG, estas ondas “B” sdo raramente registradas em virtude da pequena

guantidade relativa de tecido que as gera, € a consequente pequena magnitude dos seus
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registros no ECG. A onda B ocorre ap6s o complexo QRS, mas é frequentemente obscurecida
pela onda T (MULLEN, 1974), e pode estar representada em ambas direcGes (direcionada
para baixo, ou para cima), dependendo da espécie (MULLEN, 1973, 1974).

No caso de R. icterica, foi possivel observar o registro da onda “B”
(direcionada para baixo) somente nos individuos machos, sendo mascarada nas fémeas
provavelmente devido a sua menor magnitude, além da possibilidade de ter sido mascarada
pelo registro da onda T. Tais resultados demonstram que esta regido parece apresentar uma
maior funcionalidade nos individuos machos que, de fato, apresentam uma funcgédo cardiaca
mais exigente no que diz respeito as demandas cardiacas, como corroborado pelas demais

caracteristicas do ECG.

5.2.  Analises in vivo: frequéncia cardiaca e taxa metabdlica basais

Os coragdes dos vertebrados funcionam como bombas muito potentes, capazes
de gerar uma forca mecanica que bombeia o sangue por todo o organismo, distribuindo
nutrientes e transportando metabdlitos entre os 6rgdos (LILLYWHITE; ZIPPEL; FARRELL,
1999). Essa bomba funciona todo o tempo, sob pressao e fluxo controlados a fim de suprir 0s
diferentes requerimentos de cada tecido ou drgdo. E o controle de todo esse funcionamento
depende da regulacdo do débito cardiaco (LILLYWHITE; ZIPPEL; FARRELL, 1999;
WITHERS; HILLMAN, 2001).

Embora diversas caracteristicas cardiacas sejam comuns a todos o0s
vertebrados, existe uma vasta diversidade funcional entre os organismos devido & ampla gama
de demandas comportamentais e ambientais a eles impostas (DRIEDZIC; GESSER, 1994b;
BERS, 2001). No caso dos vertebrados ectotérmicos, sabe-se que suas frequéncias cardiacas
sdo geralmente mais baixas do que aquelas desempenhadas pelos endotérmicos, atingindo um
platé maximo de aproximadamente 2 Hz (120 bpm), com algumas exce¢fes (LILLYWHITE;
ZIPPEL; FARRELL, 1999). Diversos sao os fatores que podem causar variacfes metaboélicas
e na frequéncia cardiaca dos anfibios, dentre os quais: filogenia, sexo, idade, tamanho
corporeo, temperatura, atividade e metabolismo, niveis de stress, dieta, entre outros fatores
enddgenos e ambientais (PASANEN; KOSKELA, 1974; LILLYWHITE; ZIPPEL;
FARRELL, 1999; CABANAC; CABANAC, 2000; LONGHINI et al., 2017).

De fato, as frequéncias in vivo observadas nos machos e fémeas de R. icterica

no presente estudo coincidem com tal assertiva, apresentando valores relativamente baixos
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(Tabela 1). Frequéncias cardiaca basais semelhantes (proximas a 40 bpm, a 25°C) j& foram
descritas em machos de Rana temporaria, uma espécie de atividade e comportamentos
sazonais similares a R. icterica (ativas durante o verdo) (HARRI; TALO, 1975;
VINOGRADOVA et al., 1991). Por outro lado, individuos de ambos sexos de Lithobates
castesbeianus, animais de tamanho bastante similar a R. icterica, apresentaram frequéncias
cardiacas proximas as observadas nas fémeas do presente estudo (~28 bpm a 25°C)
(HILLMAN et al., 1987; ROCHA; BRANCO, 1998).Tal diferenciacdo entre as frequéncias
obtidas para os machos e fémeas de R. icterica pode ser um resultado de diversos fatores e
peculiaridades intraespecificas como, por exemplo: o tamanho do individuo, o metabolismo, o
periodo reprodutivo, entre outros (LILLYWHITE; ZIPPEL; FARRELL, 1999).

Sabe-se que, para alguns vertebrados, existe uma relacdo inversa entre a
frequéncia cardiaca e o tamanho (ou peso) corporal do individuo, ou seja, animais menores
geralmente apresentam frequéncias cardiacas mais altas (LILLYWHITE; ZIPPEL;
FARRELL, 1999; CABANAC; CABANAC, 2000). Essa relacdo possui algumas excecoes,
especialmente no que diz respeito as fases larvais de anfibios. Girinos de anfibios anuros
geralmente apresentam uma relacdo positiva, onde a frequéncia cardiaca aumenta quase
proporcionalmente ao tamanho dos individuos durante a metamorfose ((FRITSCHE, 1997).

Nesse sentido, considerando que os individuos machos de R. icterica (bem
como a maioria dos machos da familia Bufonidae em geral) sdo significativamente menores e
de menor massa corpérea (dados do presente estudo: 127.6 + 1.6 g; n = 10) do que as fémeas
(dados do presente estudo: 230.8 + 4.7 g; n = 10) (KWET,; DI-BERNARDO; MANEYRO,
2006; ARANTES et al., 2015), € valido assumir que a relacdo inversa entre tamanho do corpo
e frequéncia cardiaca (LILLYWHITE; ZIPPEL; FARRELL, 1999; CABANAC; CABANAC,
2000) possa ser um dos fatores determinantes para a frequéncia cardiaca dessa espécie,
conferindo aos machos portanto uma frequéncia cardiaca maior, e menor as fémeas.

Outro fator que pode influenciar a frequéncia cardiaca é o nivel de
metabolismo do animal. Elevadas taxas energéticas frequentemente demandam altas
frequéncias cardiacas (FARRELL, 1991; FARRELL; JONES, 1992; DRIEDZIC; GESSER,
1994a; LILLYWHITE; ZIPPEL; FARRELL, 1999; LONGHINI et al., 2017). Nesse sentido,
os resultados encontrados neste estudo com relagédo a taxa metabdlica dos animais corroboram
as assertivas acima, uma vez que os individuos machos apresentaram uma maior taxa de
consumo de oxigénio, e consequentemente, uma maior taxa metabolica, o que explica a maior

frequéncia cardiaca dos mesmos. Em concordancia com estes resultados, estudos realizados
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em machos de R. icterica também ja relataram faixas de valores de taxa metabdlica
semelhantes (MORETT], 2016), no entanto, ndo ha relatos sobre estes dados para as fémeas.

O sistema nervoso autbnomo modula a frequéncia cardiaca de todos os
vertebrados, influéncia inibitérias parassimpaticas e excitatorias simpaticas no coragédo
(TAYLOR et al., 2014). O tonus vagal predominante no coragdo em repouso influencia
mudangas instantdneas na frequéncia cardiaca em um modo “batida-a-batida” em muitos
vertebrados. Por outro lado, aumentos na modulacdo adrenérgica do coracdo estdo
relacionados, dentre outros fatores, ao nivel de atividade do animal e & sua taxa metabdlica
(TAYLOR; JORDAN; COOQOTE, 1999; TAYLOR et al., 2014).

Nesse sentido, algumas caracteristicas especificas de anfibios anuros machos
conferem a eles naturalmente uma elevada demanda metabdlica, como por exemplo, a propria
vocalizagdo (FELLERS, 1979; BUCHER; RYAN; BARTHOLOMEW, 1982; TAIGEN;
POUGH, 1983, 1985). Estudos demonstram que o custo energético da vocalizagcdo em anuros
machos (com a finalidade de atrair fémeas) pode ser muito alto, alcancando valores até 25
vezes maiores do que suas taxas metabdlicas durante o repouso (BUCHER; RYAN;
BARTHOLOMEW, 1982; TAIGEN, THEODORE L.; WELLS, KENTWOOD; MARSH,
1985). Tal demanda energética tdo grande decorre da contracdo sustentada e intensa de
grandes musculos do tronco do animal, os quais criam uma pressdo na cavidade celdmica
necessaria para a produgdo do som (MARTIN; GANS, 1972; GANS, 1973), alem da alta
atividade de enzimas catabolicas (TAIGEN; POUGH, 1985). Assim, sabendo-se que 0s
machos de R. icterica aumentam substancialmente a sua atividade de vocalizacdo durante a
época reprodutiva (periodo no qual os experimentos foram realizados) (LIMA et al., 2010;
FORTI, 2009), e presumivelmente também aumentam suas demandas energéticas e cardiacas
(FELLERS, 1979; BUCHER; RYAN; BARTHOLOMEW, 1982; TAIGEN, THEODORE L.;
WELLS, KENTWOOD; MARSH, 1985; TAIGEN; POUGH, 1985), é valido considerar que
os valores mais elevados de frequéncia cardiaca observados paras os machos também possam
ser um resultado desse comportamento.

Outro fator de alto custo metabdlico para anuros machos é o desempenho
muscular e locomotor desenvolvido em atividades como o forrageio, disputa entre machos,
defesa de territorio e construcdo de ninhos (SEYMOUR, 1973; BENNETT; LICHT, 1974,
BUCHER; RYAN; BARTHOLOMEW, 1982; IRSCHICK; GARLAND, 2001; PERRY et al.,
2004; ANDRADE et al., 2005; MORETTI et al., 2014). Os membros machos da familia

Bufonidae sdo caracterizados por realizarem longos periodos de locomogéo continua na busca
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ativa de presas ou de parceiras sexuais em seus ambientes naturais (TOFT, 1980, 1981,
WALTON, 1988; POUGH; TAIGEN, 1990). Todas essas atividades requerem altas taxas
metabolicas, possivelmente elevando também as suas demandas cardiacas (TOFT, 1980;
WALTON, 1988; POUGH; TAIGEN, 1990).

No caso das fémeas, é sabido que entre os bufonideos, aloca-se grande parte de
Seus recursos energéticos especificamente para o crescimento e para a reproducdo, em
detrimento de outras atividades custosas como a locomocdo, canto, forrageio, dentre outra
supracitadas, as quais sdo restritas aos machos (TOFT, 1980; LARDNER; LOMAN, 2003;
ARANTES et al., 2015). Além disso, seu nivel de atividade diério e noturno sdo relativamente
mais baixos, restringindo-se a deslocamentos mais curtos, e héabitos preferivelmente de
“senta-e-espera” para alimenta¢do (LARDNER; LOMAN, 2003; DOS SANTOS; AMATO;
BORGES-MARTINS, 2013; ARANTES et al.,, 2015). Assim, uma vez dotadas de um
comportamento menos ativo, as fémeas podem apresentar demandas fisiologicas cardiacas
proporcionais ao seu metabolismo, o que concorda com os valores mais baixos de frequéncia
cardiaca basal e de taxa metabdlica padrdo observadas no presente estudo. Nesse sentido,
podemos concluir a partir da analise precedente que a frequéncia basal de R. icterica varia
entre machos e fémeas, 0 que parece estar intrinsecamente relacionado ao nivel de atividade
de cada género, e, consequentemente, a uma modulagdo autonémica dos tonus vagal e
adrenérgico dos mesmos.

No entanto, o conhecimento das taxas metabolicas e das frequéncias cardiacas
unicamente ndo refletem na integra o potencial de ajustes cardiovasculares dessa espécie, uma
vez que ajustes no volume sistolico também podem desempenhar um papel importante na
regulacdo do débito cardiaco (FARRELL et al., 1996). Sendo assim, outras peculiaridades no
inotropismo cardiaco de machos e fémeas de R. icterica podem vir a ser observadas, oriundas
de diferencas intraespecificas quanto ao acoplamento E-C e a expressdo e funcionalidade das
proteinas cardiacas. Dai a importancia de comparar-se as respostas inotrépicas de sexos
distintos de uma mesma espécie, mediante o estudo in vitro da forca de contragdo isométrica
desenvolvida por tiras ventriculares e da andlise da expressdo proteica, 0S quais Serdo

descritos a sequir.
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5.3.  Funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico: analises in vitro e moleculares

5.3.1. Experimentos com Rianodina

A forca de contracdo desenvolvida pela musculatura cardiaca é diretamente
influenciada por variagfes na frequéncia e na regularidade dos estimulos (HAJDU, 1969). A
relagdo forga-frequéncia, por sua vez, envolve diversos mecanismos relacionados a tomada e
ao estoque de célcio (WOHLFART; NOBLE, 1982; ROCHA; RANTIN; KALININ, 2007), e
a importancia individual de cada componente desse processo pode variar de forma inter e
intraespecifica (DRIEDZIC; GESSER; DRIEDZIC, 1988; ROCHA; RANTIN; KALININ,
2007).

Na maioria dos mamiferos (KOCH-WESER; BLINKS, 1963), em tartarugas
(DRIEDZIC; GESSER, 1985) e em alguns peixes (DRIEDZIC; GESSER, 1985; DRIEDZIC;
GESSER; DRIEDZIC, 1988; KEEN; FARREL, 1992; SHIELS et al., 1999; SHIELS;
FARRELL, 2000; COSTA et al., 2004), aumentos consecutivos na frequéncia de estimulacéo,
dentro da faixa fisiologica, geram elevagdes na forca de contracdo cardiaca. Essa tendéncia é
conhecida como “relacao forga-frequéncia positiva” ou “escadaria de Bowditch” (a forga de
contragdo aumenta em resposta a um aumento na frequéncia de estimulacédo) (DRIEDZIC;
GESSER, 1985; DRIEDZIC; GESSER; DRIEDZIC, 1988). No caso dos anfibios, essa
relacdo positiva também ja foi reportada em algumas espécies de anfibios anuros adultos
(HAJDU, 1969; DRIEDZIC; GESSER, 1985; SUBRAMANI et al., 2005) e em girinos (DAL-
MEDICO et al., 2014; COSTA et al., 2015; SALLA et al., 2015, 2016), sendo atualmente
também observada nos tratamentos controle dos machos e fémeas de R. icterica deste
trabalho. A adicdo de rianodina as tiras ventriculares de R. icterica deste estudo ndo alterou a
relacdo forca-frequéncia, que se manteve positiva em ambos grupos experimentais (machos e
fémeas), concordando com outros estudos onde a rianodina também manteve uma relagédo
forca-frequéncia positiva em peixes (KEEN; FARREL, 1992; COSTA et al., 2004;
MONTEIRO et al., 2016) e em anfibios (SUBRAMANI et al., 2005).

Por outro lado, a forca de contracdo desenvolvida pelas tiras ventriculares dos
machos e das fémeas de R. icterica sofreu uma grande reducdo em seus valores quando
expostas a rianodina, assim como também ja demonstrado em diversos estudos com peixes
(HOVE-MADSEN; GESSER, 1989; HOVE-MADSEN, 1992; KEEN; FARREL, 1992;
MOLLER-NIELSEN; GESSER, 1992; TIBBITS, 1996; SHIELS et al., 1999; SHIELS;
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FARRELL, 2000; ANELLI et al.,, 2004; COSTA et al.,, 2004; RIVAROLI; RANTIN;
KALININ, 2006; ROCHA; RANTIN; KALININ, 2007) e em um estudo com anfibios,
realizado em Euphlyctis hexadactylus, popularmente conhecidas como “rds indianas verdes”
(SUBRAMANI et al., 2005). De fato, a rianodina € uma ferramenta farmacoldgica que tem
sido amplamente utilizada para verificar a importancia funcional do RS como fornecedor de
Ca2*, por ser conhecida por deprimir a geracdo de forca em diferentes graus, dependendo da
espécie, tecido e estagio de desenvolvimento ontogenético (BERS, 1985; WIBO et al., 1991).
Essa acdo redutora do inotropismo deve-se a afinidade desse alcaloide de se ligar aos canais
de célcio (canais de rianodina) do reticulo sarcoplasmatico, inibindo a liberagdo de calcio que
seria mobilizado pelas miofibrilas durante a contragdo (DRIEDZIC; GESSER; DRIEDZIC,
1988; KEEN; FARREL, 1992; MILL et al., 1998; BERS, 2001; RIVAROLI; RANTIN;
KALININ, 2006). Sendo assim, a reducdo inotrépica ocorrida em R. icterica pelo uso da
rianodina representa uma evidéncia fisiolégica de que o reticulo sarcoplasmatico possui
grande importancia na contragdo cardiaca de machos e de fémeas dessa espécie.

A principio, os estudos que se dedicaram a verificar a importancia e a
funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico no coracdo dos anfibios foram realizados com as
espécies Rana temporaria (NIEDERGERKE, 1963; NIEDERGERKE; PAGE, 1981,
TIJSKENS; MEISSNER; FRANZINI-ARMSTRONG, 2003) e Rana pipiens (CIOFALO,
1973; KAVALER, 1974; ANDERSON; HIRSCH; KAVALER, 1977; BOSSEN; SOMMER,
1984; TUNSTALL; CHAPMANT, 1994). De baixa atividade metabdlica e adaptados as
regibes de frio intenso europeu (ST-PIERRE; BRAND; BOUTILIER, 2000; ULTSCH,;
REESE; STEWART, 2004), tais espécies apresentaram uma participacdo pouco relevante do
RS na contratilidade cardiaca, o qual foi a principio considerado como pouco desenvolvido e
esparso nos anfibios (NIEDERGERKE, 1963; CIOFALO, 1973; KAVALER, 1974,
NIEDERGERKE; PAGE, 1981; BOSSEN; SOMMER, 1984; TIJSKENS; MEISSNER;
FRANZINI-ARMSTRONG, 2003). Para estes animais, o complexo excitacdo-contracao
deveria portanto depender majoritariamente do fluxo transarcolemal de calcio (KAVALER,
1974; TIUSKENS; MEISSNER; FRANZINI-ARMSTRONG, 2003). Além disso, o simples
fato de que os anfibios apresentam midcitos de pequenas dimensbGes e miofibrilas de
disposicdo mais periférica para facilitar a contracdo (PAGE; NIEDERGERKE, 1972;
BOSSEN; SOMMER, 1984; BRANDT et al., 1998), ja sugeria que o RS néo teria um papel
predominante na ativacdo das contracGes cardiacas.

Entretanto, estudos posteriores com outra espécie mais ativa e de ambiente
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tropical (Euphlyctis hexadactylus — antiga Rana hexadactila) verificaram uma maior
funcionalidade do RS na contracdo cardiaca (SUBRAMANI; VIJAYANAND; THARION,
2002; SUBRAMANI et al., 2005), contrastando os trabalhos anteriores, e demonstrando a
possibilidade de que essa organela tenha uma maior relevancia funcional dentro de alguns
grupos de anfibios. Nesta mesma direcdo, o presente trabalho apresenta a reducdo inotropica
das tiras cardiacas com o uso da rianodina como uma evidéncia fisiologica de que o reticulo
sarcoplasmatico possui grande participacdo na contracdo cardiaca de machos e de fémeas de
Rhinella icterica, atuando como uma importante fonte intracelular de calcio. Este trabalho
consiste, portanto, no primeiro relato de uma espécie de anuro brasileira que possui esta
organela funcional no tecido cardiaco e, por tanto, pode apresentar diversas caracteristicas e
adaptacdes importantes ao ambiente tropical, o que pode ter diversas implicacdes ecoldgicas e
evolutivas para a espécie em questao.

Ainda se tratando dos efeitos da rianodina, diversas pesquisas indicam um
efeito negativo mais pronunciado sobre a forca de contragdo de individuos mais ativos, como
por exemplo alguns peixes teledsteos como a truta, Oncorhynchus mykiss, o atum,
Katsuwonus pelamis (KEEN; FARREL, 1992; TIBBITS, 1996; SHIELS et al., 1999), a
cavala, Scomber japonicus (SHIELS; FARRELL, 2000) e o pacu, Piaractus mesopotamicus
(ANELLI et al., 2004). O que sugere a possibilidade de uma forte correlacéo entre o nivel de
atividade dos organismos e a participacdo do reticulo sarcoplasmatico no acoplamento E-C de
algumas espécies. No caso de Rhinella icterica, esta mesma correlacdo pode ser observada de
forma intraespecifica, uma vez que os individuos machos, mais ativos, apresentaram um
maior efeito da rianodina sobre a forca de contracdo cardiaca quando comparado as fémeas,
menos ativas. Sendo assim, o reticulo sarcoplasmatico dos machos de R. icterica parece
desempenhar um papel mais importante como fonte de célcio para o acoplamento E-C do que
para as fémeas.

Considerando os parametros tempo-dependentes, os valores de TPT e THR
obtidos para as tiras ventriculares do grupo controle dos individuos machos foram maiores do
gue os valores do grupo controle das fémeas, em concordancia com 0S Seus respectivos
valores de forgca de contragdo. Dotadas de uma forgca de contragdo mais elevada, as tiras
ventriculares dos individuos machos requerem um tempo maior para o término do ciclo
contragdo-relaxamento, seja pelo maior requerimento de calcio e/ou pelo funcionamento dos
canais e bombas ocorrer de forma diferenciada com relagdo as fémeas.

ApoOs a adicdo de rianodina, o decréscimo do inotropismo em resposta a
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rianodina foi acompanhado por um aumento da duragdo do ciclo contragdo/relaxamento de
ambos grupos experimentais (machos e fémeas), conforme comprovado pelos aumentos do
TPT e THR. Tais alteracGes na dindmica cardiaca indicam que, além de ser relevante para o
fornecimento de célcio e o consequente tempo para a contracdo, 0 RS de R. icterica também
contribui significativamente para a diminuicéo de célcio citosdlico e, consequentemente, para
0 relaxamento cardiaco. Dessa forma, em virtude da atuacdo da rianodina, o RS fica
impossibilitado de reestocar o calcio citosélico, retardando o relaxamento cardiaco. Esse
aumento nos parametros tempo-dependentes foi mais acentuado no grupo dos individuos
machos (figuras YC e YD), o que indica uma maior dependéncia do reticulo sarcoplasmatico

dos individuos machos no que diz respeito a dindmica cardiaca.

5.3.2. Western blotting e a expressado das proteinas cardiacas: SERCA e PLB

A SERCA representa uma proteina cardiaca de grande importancia do RS,
auxiliando o relaxamento cardiaco de acordo com as demandas do organismo (BERS, 2001).
Designada molecularmente como “SERCAZ2a”, esta isoforma ocorre entre os vertebrados em
tecidos de contracdo lenta (musculatura lisa) e em tecidos cardiacos com reticulo
sarcoplasmatico funcional (MACLENNAN et al., 1985; TULLIS; BLOCK, 1996). Nesse
sentido, corroborando o0s experimentos in vitro anteriormente discutidos, a expressdo da
SERCA pelo western blotting confirma a funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico em
ambos sexos de R. ictérica.

Sabe-se que 0s niveis de expressdo proteica estdo altamente associados a
funcionalidade das proteinas no organismo, ou seja, quanto maior a expressao de uma
proteina, maior a sua atividade (ALBERTS et al., 2002). Segundo PERIASAMY;
KALYANASUNDARAM, (2007), a expressdo e a existéncia de isoformas da proteina
SERCA em vertebrados pode variar de acordo com metabolismo do animal e suas demandas
cardiacas, podendo ser alteradas inclusive em resposta a variagcbes ambientais. Além disso,
sabe-se que o0s niveis de expressdo da SERCA determinam a capacidade de estoque de célcio
do RS, o que estd intimamente ligado a relevancia dessa organela para os mecanismos de
contracdo e relaxamento cardiacos (MURPHY et al., 2009). Sendo assim, a diferenca nos
niveis de expressdo da SERCA entre machos e fémeas de R. icterica indica que a sua
expressao pode estar relacionada a dependéncia do reticulo sarcoplasmatico por cada género,

sendo mais expressa nos individuos machos e conferindo a eles, portanto, uma maior
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funcionalidade do RS para a funcdo cardiaca. Nesse sentido, a maior expressdo da proteina
SERCA nos individuos machos corrobora os estudos in vitro onde a rianodina também
indicou uma aparente maior dependéncia do RS no que diz respeito a funcdo cardiaca,
especialmente nos mecanismos de relaxamento, o que parece adequado a sua maior demanda
cardiaca e metabolica (também ja discutidos anteriormente neste trabalho). As fémeas por sua
vez, apresentaram menores niveis de expressdo da SERCA, também concordando com a
suposta menor dependéncia do RS, como demonstrado nos experimentos in vitro e in vivo em
comparagao aos machos.

Assim como na fisiologia, os estudos que buscaram elucidar o papel do reticulo
sarcoplasméatico nos anfibios através de ferramentas moleculares também sdo escassos
(VILSEN; ANDERSEN, 1992; DODE et al.,, 2001; FALCKE et al., 2003; CERRA;
IMBROGNO, 2012). Os primeiros registros acerca da expressdo da SERCA em anfibios
anuros dedicaram-se a descrever dados somente sobre a musculatura esquelética de Rana
sylvatica (DODE et al., 2001) e Rana esculenta (VILSEN; ANDERSEN, 1992), e sobre
odcitos de Xenopus laevis (FALCKE et al., 2003). E as primeiras conclusdes moleculares com
relacdo a funcionalidade do RS na funcdo cardiaca dos anfibios vieram através do estudo dos
genes codificadores da SERCA (VILSEN; ANDERSEN, 1992). Ao estudarem diversos
tecidos, dentre eles o cardiaco, VILSEN e ANDERSEN, (1992) ndo detectaram 0 RNAmM
responsavel por codificar a SERCA em Pelophylax nigromaculatus (antiga “Rana
esculenta”). Tal descoberta fomentou a conclusdo generalizada de que os anfibios nédo
possuiam um RS funcional no coragdo, a qual ja tinha sido teorizada em alguns estudos
fisiol6gicos com espécies de baixo metabolismo (NIEDERGERKE, 1963; KAVALER, 1974;
BOSSEN; SOMMER, 1984; TIISKENS; MEISSNER; FRANZINI-ARMSTRONG, 2003).

Estudos fisioldgicos posteriores (SUBRAMANI; VIJAYANAND; THARION,
2002; SUBRAMANI et al., 2005), demonstraram que algumas espécies podem apresentar
demandas cardiacas maiores e um RS mais funcional. No entanto, estes estudos
concentraram-se em metodologias fisiol6gicas, ndo havendo, até o momento, quaisquer
confirmagdes moleculares publicadas de que a SERCA estaria realmente expressa no tecido
cardiaco de anfibios anuros. Este estudo consiste, portanto, no primeiro relato a utilizar o
western blotting como evidéncia molecular de que o RS estd presente e pode ser
significativamente funcional para a funcéo cardiaca de algumas espécies de anfibios anuros,

notadamente machos e fémeas de R. icterica.
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E importante salientar ainda que o funcionamento e o controle do reticulo
sarcoplasméatico ndo dependem somente da SERCA, mas de um complexo formado pelas
proteinas SECA2a e a sua proteina regulatoria associada, o fosfolambano (PLB)
(SIMMERMAN; JONES, 1998; CERRA; IMBROGNO, 2012). Durante o ciclo cardiaco, a
alternancia da fosforilagdo/desfosforilacdo do PLB € que determina o estado de atividade ou
inatividade da SERCAZ2a, e consequentemente a recaptacdo de célcio pelo RS (CERRA;
IMBROGNO, 2012).

Evidéncias da expressdo de PLB ja foram relatadas nos tecidos cardiacos de
mamiferos (CERRA; IMBROGNO, 2012), em algumas especies de aves e peixes (WILL et
al., 1983, 1985) e somente em uma espécie de anfibio; Pelophylax bedriagae (MAZZA et al.,
2008). Mantida durante a evolucdo em todos esses grupos de vertebrados, e dotada de vérias
sequéncias homadlogas preservadas, tal presenca ubiqua de PLB claramente indica uma grande
importancia evolutiva como regulador cardiaco crucial entre os vertebrados (WILL et al.,
1985; CERRA; IMBROGNO, 2012).

Assim como para a SERCA, este estudo também representa o primeiro registro
molecular via western blotting de que a proteina PLB encontra-se expressa no tecido
ventricular cardiaco de anfibios machos e fémeas de R. icterica, sendo molecularmente
semelhantes ao modelo de expressdo proposto para 0os mamiferos (25kDa). Por ser uma
proteina associada a SERCA, sua expressdo foi correspondente aos achados anteriores deste
trabalho, sendo os machos, portanto, portadores de um maior nivel de expressdo do que as
fémeas. Tais resultados, aliados as analises de THR com rianodina, sustentam a hipotese de
que o reticulo sarcoplasmatico possui uma maior contribui¢cdo no relaxamento cardiaco dos
individuos machos de R. icterica do que nas fémeas, 0 que complementa as analises anteriores

acerca da expressdo da SERCA.

5.4. Experimentos com LiCl

5.4.1. Experimentos in vitro: efeitos do LiCl

O célcio extracelular € essencial a contracdo miocardica (BERS, 2001). E o seu
influxo pela SL ocorre através dos trocadores Na*/Ca?* (NCX) (atuando em seu modo
reverso) e de canais voltagem-dependentes tipo L (lentos) (BERS; CHRISTENSES;
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NGUYEN, 1988; MIKAMI et al., 1989; ROMANIN; KARLSSOM; SCHINDLER, 1992;
NAKAI et al., 1997). Estas proteinas cardiacas desempenham um papel critico na regulagéo
da contratilidade cardiaca pois, juntamente com o RS, fornecem os ions célcio para a ativacao
dos miofilamentos durante o acoplamento E-C (BERS; CHRISTENSES; NGUYEN, 1988;
MIKAMI et al., 1989; ROMANIN; KARLSSOM; SCHINDLER, 1992; NAKAI et al., 1997).

O litio € comumente utilizado como agente bloqueador, uma vez que se liga ao
trocador NCX sem ser carreado para o meio intracelular (LUTTGAU; NIEDERGERKE,
1958; NIEDERGERKE, 1963; BAKER et al., 1969; KAWATA, 1979; SMITH; ALLEN,
1988; MONTEIRO et al., 2016), blogueando assim a fungdo do trocador na célula. Além
disso, o litio consegue passar pelos canais de sodio permitindo a geracéo do potencial de agéo,
no entanto, a excitabilidade se reduz gradativamente visto que o litio ndo consegue ser
removido da célula pelas bombas de sédio (CARMELIET, 1964; SMITH; ALLEN, 1988).

Nesse sentido, uma vez blogueado pelo litio, o influxo de calcio extracelular
pelo NCX fica prejudicado, resultando em uma possivel resposta inotrépica negativa. De fato,
as tiras ventriculares dos machos e fémeas de R. icterica submetidas ao tratamento com LiCl
apresentaram uma reducdo significativa em seus valores de forca de contragdo, como
demonstrado nos resultados deste trabalho. Isso indica uma grande relevancia do NCX como
fonte extracelular de célcio para a contracdo cardiaca de ambos sexos dessa espécie. Estudos
realizados com peixes (MONTEIRO et al., 2016) e outras espécies de anuros, Rana
temporaria (LUTTGAU; NIEDERGERKE, 1958) e Lithobates catesbeianus (KAWATA,
1979) ja demonstraram uma reducdo do inotropismo em resposta ao litio, indicando também
uma alta funcionalidade deste trocador como participante na contratilidade cardiaca destas

espécies.

Embora tal efeito inotropico negativo tenha ocorrido em ambos grupos
experimentais, o efeito do litio foi mais acentuado no grupo dos individuos fémeas. Isso
indica que o NCX pode exercer um papel de maior relevancia nas fémeas como fonte de
calcio extracelular para a contracdo cardiaca. De fato, como demonstrado anteriormente, as
fémeas apresentaram uma menor funcionalidade do RS (comparativamente aos machos) para
a contracdo cardiaca. Dessa forma, é compreensivel que o NCX assuma uma maior
funcionalidade nesse sentido, a fim de compensar e suprir adequadamente as demandas

cardiacas de céalcio das fémeas.
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Adicionalmente, ao reduzir a for¢a de contracdo cardiaca, o tratamento com
LiCl também gerou uma inversdo da relacéo forca-frequéncia de ambos grupos experimentais,
a qual se tornou negativa para os machos e para as fémeas. Esta inversao provavelmente
ocorreu devido ao bloqueio do NCX promovido pelo LiCl. De acordo com SUBRAMANI et
al. (2005), a relacdo forca-frequéncia cardiaca nos anfibios é diretamente dependente da
direcdo de atuacdo do trocador Na*/Ca?* durante a distole. Assim, se 0 NCX atua na forma
calcio-extrusiva (modo “normal”) durante a diastole, a relacdo forca-frequéncia tende a ser
positiva. No entanto, caso exista alguma intervencdo que resulte no bloqueio e/ou na reversao
do modo de operagdo do trocador, o qual passaria a atuar de forma sédio-extrusiva (modo
reverso), a relacdo forga-frequéncia torna-se negativa (SUBRAMANI; VIJAYANAND;
THARION, 2002; PETROFF; PALOMEQUE; MATTIAZZI, 2003; SUBRAMANI et al.,
2005). Ou seja, o fluxo do célcio diastolico é determinante para a relacdo forca-frequéncia
(SUBRAMANI et al., 2005). Por essa razdo, ao intervir no fluxo de célcio diastdlico (pelo
bloqueio do NCX), o LiCl gerou uma reversao da relacdo forca-frequéncia em ambos grupos
experimentais, tornando-as negativas. Resultados semelhantes ja foram observados em
mamiferos (SMITH; ALLEN, 1988), em peixes (MONTEIRO et al., 2016), e anfibios
(KAWATA, 1979).

Em concordancia com estes resultados, o tempo para o pico de tensdo do grupo
das fémeas sofreu um prolongamento significativo em resposta ao tratamento com litio em
todas as frequéncias de estimulacdo, ao passo que, no grupo dos machos somente as
frequéncias de 0.2 a 0.6 (incluindo a sua frequéncia basal in vivo) sofreram tal prolongamento.
Resultados semelhantes j& foram observados em experimentos realizados com L.
catesbeianus, onde o tratamento de LiCl também gerou um prolongamento dos parametros de
tempo de contracdo e relaxamento cardiacos (KAWATA, 1979).

Estes resultados também podem ser explicados devido ao blogueio do NCX
pelo litio, prejudicando parte do influxo de calcio extracelular e possivelmente retardando o
tempo de contracdo. Embora os canais L também participem como potenciais fontes de célcio
extracelular (HOVE-MADSEN et al., 2000), seu funcionamento é lento e a magnitude do
influxo de célcio varia entre as espécies (BERS, 1985). Dessa forma, com 0 NCX bloqueado,
a entrada transarcolemal de célcio pelos canais L pode ndo ser suficiente para suprir as
demandas de célcio extracelular requeridas pelo musculo das tiras ventriculares gerando,

portanto, um prolongamento do tempo para o pico de tensao.

62



Adicionalmente, sabe-se que o célcio liberado do RS constitui-se na fonte
principal deste ion para a contracdo do coragdo de diversas espécies (WIER, 1990;
GWATHMEY; MORGAN, 1991; MCCALL; ORCHARD, 1991; BASSANI; BASSANI;
BERS, 1992, 1994; KLAUTZ; BAAN; TEITEL, 1997). No caso dos anfibios deste estudo,
embora funcional (como ja demonstrado e discutido anteriormente), o RS de R. icterica
também ndo foi suficiente unicamente para manter o mesmo aporte de célcio requerido pela
dindmica cardiaca na auséncia do NCX, retardando a contracdo. Isso indica que, embora 0 RS
de R. icterica aparentemente possua uma grande relevancia como estoque e fonte de calcio
para esta espécie, o seu funcionamento durante o relaxamento depende significativamente da
colaboracdo do NCX para que a retirada de calcio do citoplasma seja realizada de forma mais

eficiente.

Assim como ja observado para os mecanismos envolvidos na contracdo, as
tiras ventriculares das fémeas possuem uma maior dependéncia do NCX no que diz respeito
ao relaxamento cardiaco, quando comparadas aos machos (que aparentemente possuem um
RS mais funcional e atuante como fonte de reserva de célcio). Por essa razdo o LiCl gerou um

prolongamento mais acentuado no THR do grupo das fémeas.

5.4.2. Western blotting e a expressédo do trocador NCX

Uma vez membro da familia de proteinas cation/Ca®* de antiporte, 0 NCX
desempenha um papel fundamental na manutencdo da homeostase de célcio em uma grande
variedade de tipos celulares (KOMURO et al.,, 1992; LEE; YU; LYTTON, 1994;
MARSHALL et al., 2005). Devido a sua emergéncia evolucionaria recente, presume-se que
todos 0s metazoarios devam expressar alguma isoforma deste trocador (MARSHALL et al.,
2005). Até o momento, a maioria dos genes estudados e sequenciados de NCX sdo de tecido
muscular esquelético de origem mamifera (MARSHALL et al., 2005), no entanto diversos
ortdlogos do NCX também foram caracterizados nos vertebrados mais basais, como o0s peixes
(XUE et al., 1999), e anfibios (IWATA et al., 1996).

No caso dos anfibios anuros em especial, considerando as pressuposi¢des
iniciais de que 0s mesmos ndo apresentavam um reticulo sarcoplasmatico funcional no

coracdo, o NCX sempre foi destacado por sua fungéo particularmente proeminente na funcao
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cardiaca, atuando supostamente como o principal mecanismo de transporte de Ca?" para o
exterior celular (IWATA et al., 1996; SHUBA et al., 1998; BLAUSTEIN; LEDERER, 1999).

Neste trabalho, o reticulo sarcoplasmatico apresentou um papel de significativa
importancia funcional para os machos e fémeas de R. icterica, como ja observado
anteriormente nos experimentos in vitro com rianodina e pela expresséo da SERCA e de PLB.
No entanto, 0 NCX apresentou maiores niveis de expressao no grupo das fémeas de R.
icterica, 0 que indica que, para elas, este trocador parece desempenhar grande funcionalidade
na funcdo cardiaca, 0 que também corrobora os experimentos in vitro com litio deste estudo.
O NCX, portanto, atua como uma das principais vias de extrusdo de célcio em R. icterica,
especialmente nos individuos fémeas, as quais dependem em menor escala do RS, quando
comparadas aos machos. Em concordancia com estes resultados, os individuos machos
apresentaram um menor nivel de expressdo do NCX, corroborando a hipdtese de que o

reticulo sarcoplasmatico seja mais importante na funcao cardiaca deste género em R. icterica.

5.5.  Experimentos com Ouabaina

A Na'K" ATPase é uma proteina integral de membrana que ocorre nas células
da maioria dos eucariontes (BONTING; CARAVAGGIO; HAWKINS, 1962; LINGREL,;
KUNTZWEILER, 1994). Atuando como um sistema de transporte ativo, a Na*K* ATPase ¢é
responsavel pela manutencdo dos gradientes de sédio e potéssio através da membrana
plasmatica, utilizando a energia da hidrdlise de uma molécula de ATP (AKERA, T., BRODY,
1978; LINGREL; KUNTZWEILER, 1994; HORISBERGER, 2004). Para cada 3 ions sddio
transportados para fora da célula, 2 ions potéssio sao translocados para dentro, produzindo um
gradiente quimico e elétrico na membrana (SKOU; ESMANN, 1992; LINGREL;
KUNTZWEILER, 1994). Tal gradiente é essencial para a manutencdo do potencial de acédo e
0 retorno ao potencial de repouso das células (AKERA, T., BRODY, 1978; LINGREL,;
KUNTZWEILER, 1994; HORISBERGER, 2004).

Sabe-se que a Na'K* ATPase é especificamente inibida pela acdo de
glicosideos cardiacos, como a ouabaina, a qual tem sido utilizada ha anos, desde tratamentos
clinicos até estudos fisiologicos de funcao cardiaca (GLITSCH; REUTER; SCHOLZ, 1970;
NAYLERT, 1973; AKERA, T., BRODY, 1978, OCAMPO; ORREGO, 1981; FUJINO;
FUJINO, 1982; SKOU; ESMANN, 1992; LINGREL; KUNTZWEILER, 1994; LIU et al.,
2000).
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A inibicdo da Na*K* ATPase pela ouabaina promove um acimulo de ions Na*
dentro da célula (AKERA, T., BRODY, 1978), retardando o seu retorno ao potencial de
repouso e potencialmente favorecendo a entrada de calcio e a consequente liberacdo de calcio
(célcio-induzida) pelo reticulo sarcoplasmatico e a contracdo (ARESE; BOSIA; ROSSINI,
1969; NAYLERT, 1973; FUJINO; FUJINO, 1982). Além disso, o acumulo de sodio
intracelular também pode induzir o trocador NCX a atuar em seu modo reverso, levando o
Na* para fora da célula e, em troca, trazendo Ca®* para o meio intracelular (MARIN:;
REDONDO, 1999; GEERING, 2006). Ao atuar em seu modo reverso, 0 NCX contribui com
0 aumento do inotropismo (MARIN; REDONDO, 1999), além de gerar a reversio da relagéo
forca-frequéncia do musculo cardiaco (SUBRAMANI; VIJAYANAND; THARION, 2002;
PETROFF; PALOMEQUE; MATTIAZZI, 2003; SUBRAMANI et al., 2005), como ja citado
anteriormente nos experimentos com LiCl deste estudo.

De fato, as tiras ventriculares de machos e fémeas de R. icterica deste estudo
sofreram um aumento em seus valores de forga de contragdo em resposta ao tratamento com
ouabaina. Tal incremento inotrépico também foi acompanhado pela reversao da relagédo forca-
frequéncia, a qual passou a ser negativa em resposta ao tratamento com ouabaina em ambos
grupos experimentais (machos e fémeas). Tais resultados indicam que a Na*K" ATPase
possui grande relevancia no que diz respeito a manutencdo da contracdo cardiaca desta
espécie, para ambos sexos estudados. Em concordancia com a discussdo precedente, a
inibicdo da Na*K* ATPase e os consequentes ajustes celulares explicam o acréscimo do
inotropismo e a inversao da relacdo forca-frequéncia observada para R. icterica em resposta a
ouabaina. Estudos realizados em anuros ja relataram resultados inotropicos positivos
semelhantes em resposta a tratamentos in vitro com ouabaina em Rana temporaria (ARESE;
BOSIA; ROSSINI, 1969; PRA; ROSSINI; SEGRE, 1970), Rana japonica (FUJINO, 1974) e
em Lithobates pipiens (THOMAS JR., 1960; OCAMPO; ORREGO, 1981) também

corroborando os resultados deste trabalho.
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6. CONCLUSAO

o Como previsto nas hipéteses deste trabalho, a utilizacdo de eletrodos externos facilitou
a aquisicdo da frequéncia cardiaca de R. icterica, gerando registros que possibilitaram a
analise das caracteristicas da conducédo dos estimulos bioelétricos pelo coracdo desta espécie,
reduzindo os procedimentos potencialmente invasivos;

o As caracteristicas do eletrocardiograma obtido para cada sexo estdo em concordancia
com as respectivas taxas metabolicas, o que demonstra uma forte ligacdo entre o nivel
metabdlico e fungdo cardiaca de cada sexo nesta espécie.

o O reticulo sarcoplasmaético desempenha um papel de grande importancia como fonte
de célcio intracelular em ambos sexos de R. icterica, sendo ainda mais importantes para 0s
machos que, de fato, apresentam demandas cardiacas mais elevadas. Tais resultados sdo de
extrema importancia pois além de refutar o conceito genérico de que os anfibios ndo possuiam
um reticulo funcional, ainda demonstram que essa funcionalidade pode estar fortemente
relacionada com os padrdes metabdlicos nos anfibios, e podem variar entre 0s Sexos.

o O trocador de membrana NCX também apresentou um grande papel no influxo de
calcio extracelular, bem como no efluxo durante o relaxamento, em especial para o0s
espécimes fémeas, que apresentam um reticulo sarcoplasmatico funcional, porém em menor
extensdo do que os machos. As fémeas de R. icterica apresentam uma maior dependéncia do
trocador NCX como fonte de calcio extracelular, o que concorda com as observacgdes sobre o
RS, uma vez que as fémeas ndo requerem mecanismos cardiacos altamente eficientes, de
acordo com suas demandas cardiacas e metabdlicas mais reduzidas

o A Na'/K*ATPase também apresentou determinada importancia na manutencdo da
contracdo miocardica de R. icterica, e especialmente nos mecanismos de relaxamento, sendo

sua funcionalidade aparentemente semelhante para ambos sexos nesta espécie.
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ANEXO 1

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais :.‘."’
. Unwversidade Federa de S50 Carlos a
- Pesquisa ""F"‘{ AL

S30 Carlos, 17 April 2015

CERTIFIED

We certify that the Research "Analysis of the occurrence and functionality of the sarcoplasmic reticulum in native frogs:
Rhinella sp. and Scinax sp"., protocol number CEUA 4225240315, utlizing 40 Amphibians (40 males), under the
responsibility Raquel Fernanda Salla, was approved in the meeting of day 04/18/2015, and agree with Ethical Principles in
Animal Research adopted by Ethic Committee on Animal Use of Federal University of S30 Carlos.

Certificamos gque o Projeto intitulado "Analise da ocorréncia e funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico em anuros
nativos: Rhinella sp. e Scinax sp.", protocolado sob o CEUA n® 4225240315, utilizandc 40 Anfibios (40 machos), sob a
responsabilidade de Raquel Fernanda Salla, foi aprovado na reunido de 16/04/2015, e esta de acordo com os principios

éticos de experimentacio animal Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S3o Carlos.

yours faithfully,

&3«“71 &M%&D Ce\:ﬁt_& %«-k\
Azair Liane Matos do Canto de Scuza

Coordinator of the Ethics Committee on Animal Use
Federal University of Séio Carlos

94



