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RESUMO

Utilizando-se de musculo sartério intacto de r& e de fibras musculares
quimicamente desmembranadas com o uso de saponina e Triton X - 100, foi
realizado um estudo dos efeitos do anetol, perciorato isoladamente e em
combinacdo no mecanismo de liberagdo de calcio do RS e no sistema contratil.
Foi observado em musculo intacto que: 1. o anetol em concentragées entre 1-
3mM foi capaz de bloquear a contratura induzida por 100mM de K. O anetol
(1mM) potencializou o efeito contraturante da cafeina (3mM); 2. as contraturas
induzidas por 40, 80 e 100mM de K* foram inibidas pelo efeito do anetol (1, 3 ou
6mM) respectivamente; 3. o efeito contraturante do perclorato (0,1 & 150mM) s6
se manifestou quando o musculo foi mantido numa concentragdo extracelular de
potassio de 4mM. Em fibras permeabilizadas com saponina observou-se que o
anetol (1mM) e o perclorato (10mM) n&o induziram liberagéo de calcio do reticulo
sarcoplasmatico por si s6. Com a associagao dos dois compostos, a contratura da
fibora foi potencializada. A procaina bloqueou esta contratura. Em fibras
permeabilizadas com Triton X - 100 observou-se que o anetol n&o alterou a
“sensibilidade do sistema contratil ao célcio ou a forga maxima das fibras.



ABSTRACT

This work has the attempt to show the study of the effects of the anethole
and the perchlorate separately and in combination in the mechanism of calcium
liberation of the RS and in the contractile system making use of the intact frog
sartorium muscle and of the muscular fibers that were dismembered through
chemical reaction. It was observed in an intact muscle that: 1) the anethole in
concentrations between 1 — 3 mM was able to block the induced contraction by
100mM of k+. The anethole (1 mM) increased the contract effect of the caffeine (3
mM). 2) The contracts induced by 40.80 and 100 M of K+ where inhibited by the
anethole effect (1,3 or 6 mM) respectively. 3) The contracted effect of the
perchlorate (0,1 to 150 mM) was observed when the muscle was maintained in
extra-cellular concentration of 4 mM potassium. It was observed in permeable
fibers with saponin that the anethole (1 mM) and the perchlorate (10 mM) did not
induce the calcium liberation of the sarcoplasmatic reticulum by itself. The
contraction of the fiber increased with the use of those two components. The
procaine blocked this contraction. It was also observed that the anethole did not
alter the sensitivity of the contract system in relation to calcium or the maximum

strength of fibers in permeable fibers with Triton X-100.



1 INTRODUGCAO

O mecanismo que permite aos seres vivos realizar movimentos, sempre
despertou curiosidade nos pesquisadores através dos tempos. Nos animais
superiores, esse mecanismo ocorre nas células musculares altamente
especializadas, as quais tém como fungdo principal, a produgéo de forca e / ou a
producao de trabalho externo.

Fisiologicamente a ativagdo da contragdo muscular estriada depende da
liberacdo de neurotransmissor (acetilcolina) na placa mioneural (Fig. 1). Este
neurotransmissor liberado ocupa receptores especificos na membrana
citoplasmatica da fibra muscular e desencadeia modificagdes nas propriedades
elétricas, que podem resultar na geracdo de um potencial de a¢do. Este, por sua
vez, propaga-se pelo sistema tubular transverso e desencadeia, por meio ainda
ndo completamente conhecido, a liberagdo de ions célcio do reticulo
sarcoplasmatico. Por definicdo, o processo de acoplamento excitagcdo-contragao
engloba complexos eventos elétricos e bioquimicos envolvidos na despolarizagao
do sarcolema e a subsequente liberagdo de ions célcio do reticulo
sarcoplasmatico (MOSS e HOFMANN, 1992). Apds a sua liberagéo o ion célcio
intracelular liga-se a sitios especificos de baixa afinidade presentes na molécula
de troponina C, (ZOT e POTTER, 1987; HAK et al. 1993; WANG ef al. 1993)
provocando modificagdes estéricas do complexo troponina-tropomiosina (ZOT e
POTTER, 1987) permitindo assim, que ocorram interagbes ciclicas da cadeia
pesada da miosina (pontes transversas) com os filamentos finos de actina, o que
resulta na producgdo de forca e / ou no encurtamento dos sarcémeros (WANG et
al. 1992: HUXLEY, 1957, BRENNER, 1986; GOLDMAN e BRENNER, 1987,
BRENNER e YU, 1993).
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Figura 1 — Mecanismo de contragdo muscular

1.1 Morfologia da Fibra Muscular Estriada Esquelética

O misculo estriado esquelético € formado por células individuais,
denominadas fibras musculares estriadas esqueléticas, que sdo células formadas
durante a embriogénese, pela fusdo de muitas células precursoras, denominadas
mioblastos. Estas células apresentam aspecto cilindrico e multinucieado, cujos
nicleos localizam-se na regido periférica da célula, abaixo do sarcolema
(GILBERT et al. 1999).

Cada fibra muscular apresenta centenas de miofibrilas que sao estruturas
cilindricas com diametro de 1 a 2 um e localizam-se logitudinalmente a fibra



preenchendo o seu interior. O sarcoplasma, as mitocondrias e outros elementos
celulares estao localizados entre as miofibrilas. Cada miofibrila é constituida por
filamentos grossos e filamentos finos. Os filamentos finos apresentam cerca de
7nm de espessura e 1,0 um de comprimento e os filamentos grossos apresentam
cerca de 10 a 14 pum de largura e 1,6 um de comprimento (em mamiferos). A
disposicao dos filamentos grossos e finos é responsavel pelo aspecto estriado do
musculo, que resulta da repeticdo regular de faixas transversais densas
separadas por faixas menos densas.

Andlises de microscopia eletrbnica demonstram que essas estriagbes
transversais existem devido ao arranjo de proteinas que formam o aparelho
contratil (actina e miosina).

A unidade contratii fundamental da fibra muscular é denominada
sarcomero. Um sarcoOmero consiste na regido entre duas linhas Z consecutivas; e
no interior pode-se encontrar duas semibandas | separadas por uma banda A.
Cada banda A apresenta uma zona mais clara no seu centro, a banda H, que
contém um disco central M, também denominado linha M.

Estruturalmente a linha Z apresenta como componente primario a proteina
a-actina e as linhas Z de miofibrilas adjacentes, conectadas por meio de proteinas
especificas, como por exemplo, a desmina (HIJIKATA et al. 1999).

As bandas | sdo adjacentes as linhas Z e apresentam filamentos formados
por actina, tropomiosina e troponina. Cada filamento esté ligado a linha Z por suas
extremidades (ALBERTS et al. 1997). Os filamentos finos alongam-se através da
banda | e penetram na banda A (MOSS e HOFMANN, 1992).

A banda A, que fica localizada entre duas bandas |, apresenta filamentos
grossos que sdo constituidos de miosina em organizagdo hexagonal e de
filamentos finos, formados por actina, tropomiosina e troponina entre os
filamentos grossos.

Estes filamentos grossos de miosina estdo ligados a uma proteina
denominada titina ou conectina. Essa proteina apresenta forma semelhante a
uma corda e se estende dos filamentos grossos até o disco Z, funcionando como
molas, mantendo os filamentos grossos centralizados no sarcomero (ALBERTS et
al. 1997).



No sarcomero pode-se observar uma proteina denominada nebulina que é
formada por um motivo repetitivo de 35 aminodacidos. A funcdo dessa proteina é
regular a organizacdo da actina e o comprimento dos filamentos durante o
desenvolvimento do musculo (ALBERTS et al. 1997).

Na regiao central do sarcomero encontra-se a zona H, que € formada pela
regido da banda A que nao apresenta nenhum filamento fino (MOSS e
HOFMANN, 1992).

Na linha M, presente no sarcomero, s&o encontradas proteinas especificas
como a proteina M e MM-creatina quinase. Essas proteinas estdo ligadas aos

filamentos contendo miosina na regido central do sarcomero.

1.2 Filamento Grosso do SarcoOmero

E um polimero bipolar da molécula de miosina. A miosina € um dos
principais componentes de inumeros sistemas contrateis e, nas fibras musculares
estriadas, representa 50% do total de proteinas presentes neste tipo celular
(MOSS e HOFMANN, 1992).

A miosina encontrada na fibra muscular pertence a subfamilia denominada
miosina Il. Existe outro grupo de miosinas menores que estido presentes em
células ndo musculares, e a melhor caracterizada pertence ao grupo das miosinas
1.

A molécula de miosina € assimétrica e possui massa molecular de
aproximadamente 540Kda. Esta molécula apresenta-se constituida de seis
polipeptidios. Pode-se diferenciar na molécula de miosina duas cadeias pesadas
e duas cadeias leves. Estas duas cadeias leves sdo denominadas LCy e LC>
(MOSS e HOFMANN, 1992).

As cadeias pesadas da miosina sao formadas por uma regido globular, em
que estao presentes as terminagdes amino das cadeias polipeptidicas, sendo esta
regido, denominada de cabega da miosina ou subfragmento 1 (S1). A cabeca da
miosina apresenta atividade atpasica e projeta-se a partir do filamento grosso,
interagindo com a actina, para determinar a gerag&o de forga e / ou deslizamento

dos filamentos finos.



O restante da cauda forma duas longas cadeias polipeptidicas enroladas
em o-hélice, apresentando as terminagbes carboxilicas das moléculas,
conhecidas como caudas da miosina. Estas caudas sao wunidas com
aproximadamente 150mm de comprimento e 2mm de espessura (COOKE, 1997).

As cabecas presentes nas cadeias pesadas unem-se a dois pares de
cadeias leves. A cauda é responsavel pela agregacdo da miosina para formar a
parte estrutural dos filamentos grossos. A cabeca da miosina apresenta sitios de
ligacao para o ATP, assim como sitios de ligagcdo para a actina e para cations
divalentes.

A cadeia leve da miosina LC4 é conhecida como cadeia leve essencial e a
cadeia leve LC, é denominada regulatéria. Estas duas cadeias leves sao
homologas a calmodulina, parvalbumina e troponina C (COOKE, 1997) que s&o
proteinas descritas mais adiante neste trabalho. Acredita-se que as cadeias leves
sao fundamentais na regulagéo da contragao muscular.

As moléculas de miosina agregam-se para formar o filamento grosso, de
tal modo, que trés pares de cabegca S1 projetam-se do filamento grosso, em
intervalos de 14mm. Cada conjunto de proje¢ges apresenta-se alternado a outro
num angulo de 120° de tal modo que a repeticdo axial ocorra a cada 42,9mm
(MOSS e HOFMANN, 1992).

A miosina pode ser dividida em dois fragmentos denominados
meromiosina pesada e meromiosina leve (COOKE, 1997). A meromiosina pesada
contém a cabeca globular (S-1) e um bastdo flexivel denominado S, Esse bastéo
€ responsavel por unir a por¢do Si ao restante da molécula de miosina. A
meromiosina leve € um bastdo rigido que forma a sustentagdo dos filamentos

grossos (Figs. 2 e 3).
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Figura 2 - Estrutura da molécula de miosina.
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Figura 3 - Meromiosina leve e meromiosina pesada

1.3 Filamentos Finos do Sarcémero

Sao formados pela interacdo de trés proteinas: actina, tropomiosina e
troponina na razao de 7:1:1. O filamento fino representa o principal sitio para o
mecanismo de regulacdo exercido pelos ions caicio (GORDON et al. 2000).



1.3.1 Actina

O mondémero de actina consiste em quatro subdominios (com um
nucleotideo fortemente ligado a abertura central da molécula) (COOKE, 1997). Os
subdominios 3 e 4 formam o cerne do filamento, enquanto os subdominios 1 e 2
projetam-se para a periferia. O subdominio 1 apresenta as terminagbes NH, e
COOH da molécula de actina e desempenha papel fundamental nas interagbes
com a miosina (MILLER et al. 1995). Os dois subdominios internos s&o
conectados com os dois subdominios mais externos somente por meio de duas
cadeias polipeptidicas, sugerindo uma possivel flexibilidade dentro do monémero
de actina.

A actina € o componente mais abundante dos filamentos finos (Fig. 4)
(COOKE, 1997). Sob condigdes de baixa forga idnica, essa proteina existe na
forma globular (mondémero), denominada actina G, com massa molecular de
42Kda e formada por 365 residuos de aminoacidos. Em condicdes fisiologicas de
forca ibnica e na presenca de Mg-ATP, os mondmeros de actina G polimerizam-
se formando um longo filamento denominado actina F (MOSS e HOFMANN,
1992).

O filamento de actina F apresenta entre 6 e 7nm de espessura e possui
uma seqiéncia repetitiva de mondmeros a cada 35,5 um, formando uma torgao
completa a cada 72um, sendo que quatorze mondémeros de actina formam um
passo do filamento helicoidal. Os filamentos de actina ficam fixos a linha Z por
suas extremidades. A proteina estrutural dessa regido é a a-actinina, que faz
ligacéo cruzada da actina (ALBERTS et al. 1997).



Figura 4 — Filamento fino em que esta demonstrada a molécula de actina

1.3.2 Tropomiosina

A tropomiosina apresenta morfologia longa e fina, com cerca de 40nm de
comprimento, formada por duas cadeias polipeptidicas, uma enrolada sobre a
outra, cuja estabilidade € mantida por meio de interagbes hidrofébicas entre
residuos de aminoacidos apolares, bem como por interacoes eletrostaticas entre
residuos de aminoacidos camregados (MOSS e HOFMANN, 1992).

Todas as moléculas de tropomiosina unem-se umas as outras pelas
extremidades, para formar filamentos longos que se localizam ao iongo do sulco
existente entre os dois filamentos de actina F. Cada hetercdimero de
tropomiosina mantém intimo contato com sete subunidades de actina, mas a
seqiiéncia de aminoacidos da molécula de tropomiosina revela a existéncia de 14
regides repetidas, dotadas de residuos acidos e ndo-polares que podem servir
como sitios de ligacao para a actina.

As subunidades a e B da actina s3o formadas por 284 residuos de
aminoacidos e apresentam o residuo cisteina {Cis) na posi¢éo 180. Enfretanto a
subunidade 8 apresenta um aminoacido Cys na posigdo 36. Cada subunidade



apresenta 33Kda, sendo homologas, mas nédo idénticas (GARRET E GRISHAM,
1996). Estas subunidades s&do designadas por o € P e provavelmente sio
originadas, em parte, da atividade de dois genes que apresentam variabilidade de

expressao em diferentes tipos musculares.

1.3.3 Troponina

Em associacao a tropomiosina existe um complexo protéico que apresenta
capacidade de ligar-se aos ions calcio, denominado troponina (MOSS e
HOFMANN, 1992). A troponina apresenta um complexo formado por trés
proteinas ditas regulatérias, denominadas troponina C (TnC) que apresenta sitios
especificos para a ligagdo com ions calcio; troponina T (TnT) que é responsavel
pela ligagdo do complexo troponina / tropomiosina no filamento fino; troponina |
(Tnl) envolvida na inibicdo da interagdo actina / miosina, inibindo a atividade
atpase - Mg®* da actomiosina (POTTER et al. 1995).

A troponina C (TnC) é formada por 159 residuos de aminoacidos tendo
peso molecular calculado de 18Kda. Apresenta duas regides globulares, uma NH;
terminal e outra COOH terminal, conectadas por uma longa hélice central. Cada
regido contém dois sitios de ligagdo para os ions calcio. Esses sitios, com alta
afinidade para o ion célcio e com relativa afinidade ao ion magnésio, situam-se na
porcdo carboxi-terminal e ligam-se ao calcio e magnésio. S4o denominados sitios
estruturais, porque a ligagao dos ions magnésio-calcio a eles aumenta a interagéo
entre a troponina C e a troponina |, bem como a ligagédo da troponina C ao
filamento fino. Os sitios com baixa afinidade ao ion célcio, estdo localizados na
por¢éo amino-terminal, sendo designados de dominios | e Il. Estes dominios s&o
dotados de sitios especificos para os ions célcio, com alta seletividade para o ion
calcio em relagéo ao ion magnésio.

A ligacdo dos ions célcio aos sitios Ill e IV é suficientemente forte.
Provavelmente eles permanegam preenchidos em condigdes de repouso, quando
a concentracio intracelular de ions calcio é de 10° M. Os sitios | e I, por
apresentarem baixa afinidade ao ion cdlcio, ficam vazios quando o musculo esta
em repouso (ZOT e POTTER, 1992).
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A molécula de troponina C apresenta 70% de homologia com a
calmodulina, que é a proteina responsavel por mediar as respostas dependentes
de caicio em todas as células, inclusive a ativagdo da miosina no musculo fiso
{ZOT e POTTER, 1992). Assim, a troponina C pode ser vista como uma forma
especializada de calmodulina que desenvolveu sitios para ligagdo permanente
das troponinas T e |, assegurando uma resposta extremamente rapida a um
aumento nas concentragtes de calcio.

A troponina C (Fig. 5) € muito acida devido ao elevado conteudo de
residuos de acido glutamico e acido aspartico (TSUDA et al. 1999).

=
N

Figura 5 — Molécula de Troponina indicando as regides NH:z terminal e
COOH terminal, conectadas por uma longa hélice central
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A molécula de troponina T (TnT) consiste em 259 residuos de aminoacidos
e apresenta massa molecular de 30KDa. Esta proteina é altamente polar, com
uma sequéncia de residuos (aminoacidos) acidos proximos da regido amino-
terminal (residuos 1-39) e uma predominancia de residuos basicos proximos da
porcdo carboxi-terminal (residuos 221-259) (ZOT e POTTER, 1992). Esta
molécula é fundamental na manutencao do complexo Tn-Tm-actina. Contudo, sua
atividade nao esté restrita apenas a ligagdo TnC-Tnl com o complexo Tm-actina,
mas também, na ativacdo cooperativa dos filamentos finos (FARAH et a/. 1999).
Na troponina T (TnT) encontra-se um dominio amino-terminal que interage com a
tropomiosina e um dominio carboxi-terminal, com aspecto globular, que interage
com a tropomiosina, troponina | e troponina C.

A troponina | (Tnl) apresenta um residuo de triptofano na posi¢cao 158, dois
residuos de tirosina nas posigdes 43 e 79 e trés residuos de cisteina nas posi¢cbes
48, 64 e 133. A interagdo da molécula de troponina | com a molécula de troponina
C ocorre na presenga ou auséncia de ions calcio (ZOT e POTTER, 1992). A
molécula de troponina | (Tnl) esta envolvida na inibicdo da interagdo da actina
com a miosina, inibindo a atividade atpasica do complexo actomiosina, e é de

fundamental importancia para a estrutura deste complexo.

1.4 Mecanismo Molecular da Contragdao Muscular

De acordo com a Fig. 6, a produgéo de forga pelo sistema contratil resulta
de interagbes ciclicas da cadeia pesada da miosina (pontes transversas) com a
actina (HUXLEY, 1957; NAYLOR et al. 1985).

Empregando-se a técnica de miscrocopia eletronica, verificou-se que o
encurtamento do sarcoOmero ndo €& acompanhado pelo encurtamento dos
filamentos contrateis e a interagdo ciclica das pontes transversas da miosina,
existentes na regido de sobreposigdo dos filamentos grossos com os finos (banda
A), provoca o deslizamento da actina sobre a miosina (HUXLEY, 1957; HUXLEY e
HANSON, 1954). Este deslizamento resulta na reducéo da regido em que se
encontram os filamentos grossos (zona H) e a banda |. A interagéo das pontes

transversas da miosina com a actina, é regulada pela presenga das proteinas do
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sistema regulatério troponina-tropomiosina, encontradas no filamento finos, de
ions calcio (WANG et al. 1992).

Huxley (HUXLEY e HANSON, 1954; HUXLEY, 1957), propde que haveria
um estado no qual a actina estaria desligada da miosina, que nao produziria forga,
e um outro estado em que o complexo actina-miosina fortemente ligado, seria
responsavel pela geracdo de forca. Mais tarde foi demonstrado que a melhor
forma de explicar a interacdo da actina com a miosina e, por consequéncia, a
transducdo de energia quimica em mecanica ocorreria em multiplas etapas. Estas
etapas sdo consideradas o ciclo de pontes transversas e foram descritas por
Goldmann (GOLDMANN e BRENNER, 1987). Segundo o modelo descrito por
Goldmann acredita-se que na auséncia de actina e na presenga de MgATP, uma
parte da populacdo de miosinas encontram-se ligadas ao ATP formando o
complexo M.ATP. Em decorréncia da atividade atpasica da cabega da miosina
forma-se o complexo M.ADP.Pi. Na auséncia de actina este complexo é bastante
estavel porque a ligacdo do ADP.Pi é muito forte. Com a lenta liberagéo do ion
fosfato forma-se o complexo M. ADP.A. A seguir, com a liberagdo do ADP deste
complexo, a miosina volta a combinar-se com a molécula de ATP, reiniciando um
novo ciclo (GOLDMANN e BRENNER, 1987).

Na presenca de actina a miosina forma o complexo AM. Na presenca de
concentragdes fisiologicas de ATP, forma-se o complexo AM.ATP que entra em
equilibrio com o complexo AM. Devido a atividade atpasica da cabega da miosina,
forma-se o complexo AM.ADP.Pi, o qual forma equilibrio dindmico com o
complexo M.ADP.Pi. Neste estado a cabeca da miosina situa-se em um angulo de
90° em relagédo a sua cauda (MOSS e HOFMANN, 1992; COOKE, 1997). A
presenca da actina acelera a liberagdo do fosfato inorganico. Determinando a
formag&o do complexo fortemente ligado AM.ADP e AM.ADP. Com a liberagéo do
ADP, forma-se o complexo AM. Durante a transi¢cdo do estado AM.ADP para AM
a cabeca da miosina passa da posi¢cdo de 90° para 45° em relagéo a sua cauda,
tracionando o filamento fino de actina, produzindo forga ou o encurtamento do
sarcomero. O estado AM é definido como estado de rigor. A morte causa rigidez
muscular (“rigor mortis”), porque a deplegcdo de ATP leva & unido permanente da
ponte cruzada (complexo AM). Na presenga de ATP ocorre ligagdo desse
nucleotideo, a cabeca da miosina e o complexo AM se dissocia rapidamente e
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forma novamente o complexo M. ATP e a cabeca da miosina retorna a posicao
onginal de 90°. Caso se mantenham o0s niveis suficientes de calcio e ATP
ocorrera um novo ciclo de pontes transversas. A passagem do complexo AM para
MATP+A € rapida, pois a cabegca da miosina apresenta aita afinidade pelo ATP,
além disso, a ligacao do ATP a cabega da miosina provoca redugdo da afinidade
da miosina pela actina (GOLDMANN E BRENNER, 1987).
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Figura 6 — Modelo de ciclo de pontes transversais

Em fibras musculares a presenca do complexo troponina / tropomiosina
atua regulando a interacdo da cabega da miosina com a actina (EBASHI, 1980).
Acredita-se também, que a interagcdo da actina com a miosina nos estados
AMATP e AMATP.Pi existam como estados de fracas ligagoes (BRENNER,
1987). Este estado caracteriza-se pela baixa afinidade da cabega de miosina pela
actina, rapido equilibrio entre a associagio e dissociacdo da actina e a ligacdo da
cabeca da miosina com a actina na auséncia de ions calcio. Na presenca de ions
calcio a interacdo da actina com a miosina torna-se forte acelerando a liberacio
do Pi e a producdo de forca ocomre nos estados AMADP, AMADP e AM
{BRENNER, 1987). Também a velocidade de transicdo dos estados de fraca
ligacdo para o estado de forte ligacdo entre a actina e a miosina depende da
presenca de ions calcio (KLEIN ef al. 1999).
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1.5 Receptores Envolvidos no Processo de Acoplamento Excitacado-

Contracao

Tanto os receptores raionidinicos (RiRs) como receptores dihidropiridinicos
(DHPR) sado componentes fundamentais na transducgao do sinal elétrico criado
pela despolarizacdo do sarcolema para o0 reticulo sarcoplasmatico,
desencadeando a contragdo muscular pela liberacdo do calcio armazenado nos
estoques intracelulares (DULHUNTY ef al. 1999).

1.5.1 Receptores Dihidropiridinicos (Dhpr)

Os receptores dihidropiridinicos, localizados nas membranas dos tubulos
transversos, sdo responsaveis pela iniciagdo do mecanismo de acoplamento
excitagdo-contragdo no musculo estriado esquelético (ADAMS, 1990; RIOS 1987;
TANABE, 1988). Neste musculo, os receptores dihidropiridinicos estdo dispostos
formando tétrades (FRANZINI-ARMSTRONG, 1997) mantendo intimo contanto
com a membrana da cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico, onde estao
localizados em alta densidade os receptores raionidinicos (PROTASI et al. 1998).

Estes receptores sdo membros de uma familia de canais i6nicos
dependentes de voltagem que incluem canais de Na*, Ca®* e K (TANABE et
al.1990). O termo receptor dihidropiridinico € usado pela afinidade desses
receptores por derivados dihidropiridinicos, que bloqueiam a atividade desses
canais. Um exemplo disso é a nifedipina.

No processo de excitagdo-contragéo os receptores dihidropiridinicos atuam
como sensores de voltagem, ou seja, mudangas conformacionais ocorrem nesses
receptores gerando o movimento de carga transmembrana, provocadas pela
alteracdo de voltagem do sarcolema (FRANZINI-ARMSTRONG e PROTASI,

1997).
Os receptores DHP sdo heteropentameros constituidos por cinco

subunidades protéicas: a1, a2, B, y € 8. A subunidade a1 € estruturalmente
semelhante aos canais de sodio voltagem-dependentes, apresentando quatro
dominios (I-IV), cada um contendo seis segmentos transmembrana (S1-S6)
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(TANABE et al. 1987). O segmento transmembrana S4, em cada um dos quatro
dominios, contém residuos de aminoacidos carregados positivamente (ARg ou
LiS) e os movimentos dessas sequéncias, em resposta a despolarizagdo do
sarcolema, pode determinar a abertura do canal (TANABE, 1990). Em musculos
estriados esqueléticos a subunidade a1, entre os dominios Il - lll dos receptores
DHPR, é critica para 0 mecanismo de acoplamento excitagdo-contragdo, pois
realiza interagbes com os receptores raionidinicos (ZHU et al. 1999). Diversos
estudos indicam que a subunidade a1 € a por¢cdo da molécula sensivel a
dihidropiridina, formadora de canal e que atua como sensor de voltagem
(FRANZINI-ARMSTRONG, 1997). Trés isoformas o1 foram identificadas em
musculo esquelético e uma no musculo cardiaco. As diferengas entre o
mecanismo de acoplamento excitacdo-contracdo no musculo esquelético e
cardiaco sdo determinadas pelos tipos de isoformas dos receptdres DHPR
presentes nestas células.

As algas lll e IV desempenham um papel fundamental no mecanismo de
acoplamento excitacdo-contragao. A interagdo entre os receptores raionidinicos e
as alga lll e IV dos receptores DHPR (Fig. 7) poderia apresentar um papel de
inativacdo da liberagdo de ions calcio por meio do receptor raionidinico, durante a
repolarizacdo do sarcolema (FLEISCHER e INUI, 1989; BERS e FILL, 1998). A
funcdo das demais subunidades ndo esta totalmente esclarecida. A subunidade
o2 auxilia na expressdo funcional de a1; a subunidade de B colabora para a
cinética apropriada dos canais de calcio presentes em musculo esquelético e § é
um fragmento de a2 (TANABE et al. 1990; CALLAWAY et al. 1994). A associagao
da subunidade B com a1 aumenta a eficiéncia do acoplamento entre percepgao
da alteracéo de voltagem e abertura do canal, bem como o aumento substancial
na amplitude da corrente e a associagio de 286 com «2f aumenta a amplitude da

corrente e a taxa de inativagéo.
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Figura 7 — Receptor DHPR

1.5.2 Receptores Raionidinicos (RiRs)

Os receptores raionidinicos s3o homotetrameros compostos por quatro
subunidades, cada uma com um peso molecular de cerca de 560KDa.
Reconstrugbes tridimensionais de microscopia crio-eletronica fomecem imagens
das estruturas do canal raionidinico mostrando que s3o ailtamente simétricas, com
cada polipeptideo RiRs contribuindo com um quarto do complexo total
(FRANZINIFARMSTRONG E PROTASI, 1997). Estdo localizados no reticulo
sarcoplasmatico, de musculo estriado (ou reticulo endoplasmatico em outras
células. Apresenta uma alta afinidade pela raionidina que é um alcalbide neutro
extraido de plantas (FRANZINI-ARMSTRONG, 1997 e MILLER. C, 1986), e cujos
efeitos especificos tém sido atribuidos a liberagio e bloqueio de célcio do reticulo
sarcoplasmatico, promovendo a modificacdo da tensdo nos misculos cardiaco e
liso (CORONADO et al. 1994). Os receptores raionidinicos tém uma consideravel
semelhancga quanto a seqiéncia e estrutura geral com outros canais intracelulares
como o receptor 1, 4, 5 trifosfato de inositol (CORONADO, 1994). Entretanto, tém
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uma maior condutividade em relacdo aos receptores 1, 4, 5 trifosfato de inositol e,
por este motivo, estdo envolvidos em situagbes que necessitam de rapida
liberagdo de grandes quantidades de caicio, como no mecanismo de acoplamento
excitagdo-contracdo em musculo estriado (FRANZINI-ARMSTRONG, 1997). Os
receptores para IP3 serdo descritos mais adiante neste trabalho.

Encontram-se receptores raionidinicos localizados em alta densidade, em
uma regiao especial da membrana do reticulo sarcoplasmatico, situada na face
juncional dessa membrana que é denominada reticulo sarcoplasmatico juncional
(FRANZINI-ARMSTRONG, 1997). Nessa regido os receptores raionidinicos estao
associados direta ou indiretamente, com outros componentes estruturais como a
calsequestrina, triadina e junctina, com as quais interage funcionalmente
(FRANZINI-ARMSTRONG, 1997; CORONADO et al. 1994), e que serdo descritas
mais adiante neste trabalho.

Trés formas de receptores rianodinicos (RiRs) tém sido identificadas: RiR1,
expresso predominantemente no musculo esquelético; RiR2, predominante no
musculo cardiaco; e RiR3 expresso em outros musculos especializados e tecidos
como o cérebro. A condutdncia para o calcio € um pouco maior no RiR1
esquelético (120pS) do que no RiR2 cardiaco, que € de 100pS. Em relagéo a
ativagao e inativagdo dependente de calcio, o RiR2 € mais sensivel que o RiR1
(MEISSNER et al. 1991). As estruturas tetramétricas do RiR1 e RiR2 s&o
estabilizadas por uma proteina associada ao canal conhecida como a proteina de
ligacdo do FK506 (FKBP). Brillantes (BRILLANTES et al. 1994), demonstrou que
uma proteina de 12Kda (FKBP12) esta estreitamente associada com o RiR1 e
modula a fungdo do canal, possivelmente pelo aumento da cooperagéo entre suas
quatro subunidades. Isto permite que o canal se abra em um estado de
condutancia maxima e se feche hermeticamente, prevenindo a perda de calcio do
reticulo sarcoplasmatico. A taxa molar da FKBP12 para RiR1 em preparagdes
altamente purificadas de RiR1 é de 1:1, indicando que uma molécula FKBP esta
associada com cada subunidade do canal liberador de caicio (GROH et a/.1999).
A FKBP é o receptor citosdlico para as drogas imunossupressoras FK506 e
rapamicina que inibem a atividade da prolil isomerase da FKBP (BRILLANTES et
al. 1994) e podem dissociar a FKBP dos receptores raionidinicos. A rapamicina e
o FK506 aumentam a sensibilidade dos RiRs para agonistas como a cafeina e



podem ser a causa de disfungdo cardiaca associada com alta dose de terapia
imunossupressora por promover © vazamento de calcic do reticulo
sarcoplasmatico. O papel da atividade da prolil isomerase do FKBP em regular a
fungdo do RiRs permanece incerto e varios modelos tém sido propostos para
explicar como o canal € modulado por esta associagdo com o FKBP. Os RiR
ainda sdo modulados por calmodulina e solutos citoplasmaticos (FRANZINI-
ARMSTRONG, 1997). A calmodulina possui a capacidade de inibir o canal de
liberagcdo porque reduz o tempo de abertura do canal sem efeito aparente na
condutéancia isolada do canal (SMITH, CORONADO e MEISSNER, 1989).

O receptor raionidinico apresenta uma grande regido hidrofilica NH2 -
terminal que constitui a porgéo citoplasmatica da molécula ou pé, parecendo ser o
ponto de acoplamento mecanico entre esses receptores e 0s receptores
dihidropiridinicos (FRANZINI-ARMSTRONG, 1997). Esta estrutura em forma de
pé, pertence ao RiRs (FLEISHER et al. 1989), promovendo a interacéo fisica
entre as membranas do tubulo transverso e da cisterna terminal do reticulo
sarcoplasmatico (FRANZINI-ARMSTRONG et al. 1983). A molécula raionidinica
tem um complexo contorno com varios encaixes que se interdigitam com as
moléculas vizinhas, o que permite a formagcdo de grupos de receptores
raionidinicos (FRANZINI-ARMSTRONG, 1994), permitindo, dessa forma, a
abertura simultanea de varios canais de calcio, otimizando o mecanismo de
contragao muscular (BERS e FILL, 1998).

A liberagado do célcio intracelular envolve a ativacdo dos receptores da
raionidina (RiRs) ou receptores do 1,45 trifosfato de inositol (IP3RS)
(CORONADO, 1994). Como os RiRs, os canais IP3RS sao tetré@meros compostos
por quatro subunidades, cada uma com cerca de 300KDa. A fung&o do IP3R €&
regulada por dois grandes caminhos de sinalizagdo celular: o segundo
mensageiro IP3 ativa o canal e a fosforilagdo pela proteina tirosina quinase
aumenta sua probabilidade de abertura (BRILLANTES ef al. 1992). Trés formas
do IP3RS (tipos 1,2 e 3) tém sido caracterizadas por clonagem de DNA. Ha uma
grande gama de células que expressam uma das formas do IP3R e ha varias
células que expressam todos os trés tipos (BRILLANTES et al. 1994). Durante o
estagio final da faléncia cardiaca o RNAm e a proteina do RiR2 s&o inibidos,
enquanto o IP3R1 é ativado, sugerindo que alteragdes nos niveis dos canais
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liberadores de célcio podem contribuir para os defeitos na homeostasia do calcio
(BRILLANTES et al, 1994, GO et al, 1995).

Nao ha evidéncias de uma organizagcdo em trétrades dos receptores
dihidropiridinicos no musculo cardiaco, 0 que sugere a agao do principio calcio
induzindo a liberagéo de célcio ( RIOS, 1991; BLOCK, 1996).

1.5.3 Demais Proteinas Associadas a Regulagdo da Liberacdo de Célcio do

Reticulo Sarcoplasmatico

Outras proteinas tém sido associadas a regulacdo da liberagdo de calcio
do reticulo sarcoplasmatico do musculo esquelético, em conjunto com os RiRs do
tubulo T e a calmodulina. Estas proteinas sao triadina, calsequestrina, anexina IV,
S-100, gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase, aldolase, proteina de acoplamento
FK506 e calpaina.

A triadina € uma proteina de membrana do reticulo sarcoplasmatico que
estd envolvida na juncdo do RiRs do reticulo sarcoplasmético e tubulo T
(CAMPBELL et al. 1993). A outra é a calsequestrina que é uma proteina de
ligacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico do musculo estriado esquelético e
esta localizada nas cisternas terminais dessa regido. Esta proteina, além de
aumentar a capacidade de armazenamento de cdlcio pelo reticulo
sarcoplasmatico, também regula a liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico
(CAMPBELL et al. 1993). A anexina IV é uma proteina de ligagéo do célcio sendo
capaz de modular a atividade do canal de liberacdo de calcio, induzindo a
liberacéo de calcio, aumentando a probabilidade de abertura desse canal € o
tempo médio de abertura (MEISSNER, 1994). A S-100 é uma proteina
citoplasmatica que estimula a liberagdo induzida por célcio em concentragoes de
5mM (MEISSNER, 1994). O gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase promove a
associacdo do tdbulo T isolado com vesiculas juncionais do reticulo
sarcoplasmatico. Acredita-se que é responsavel por estabilizar a ligagéo entre os
receptores dihidropiridinicos do tubulo T e os RiRs do reticulo sarcoplasmatico
(MEISSNER et al. 1997). A aldolase é uma proteina liberada de triades pelo IP3

sem apresentar um papel funcional na liberagdo de calcio do reticulo
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sarcoplasmatico (MEISSNER, 1994). A proteina FK506 afeta as atividades
enzimaticas que desempenham papel na liberagdo de calcio do reticulo
sarcoplasmatico, inibindo a agdo da proteoquinase C e a calmodulina ativada
(WANG et al. 1993; BEST, 1992). A calpaina é uma protease enddgena calcio
dependente, que atua impedindo a inativagdo do RiRs (WANG et al. 1993).

1.6 Algumas Drogas Utilizadas para o Estudo do Mecanismo de

Acoplamento Excitagao-Contracao

Varias drogas, dentre elas a cafeina, os anestésico e os ions podem ser
utilizadas para o estudo do mecanismo de acoplamento excitagao-contragao.
Estas drogas possuem capacidade de modificar a atividade do canal de liberacao
de calcio do reticulo sarcoplasmatico (LEAL-CARDOSO et al 1998;
ALBUQUERQUE et al. 1995; LEAL-CARDOSO e FONTANELES, 1999).

No presente trabalho foram utilizados a cafeina, o perclorato e o anetol. As
caracteristicas e a agdo dessas substancias no mecanismo de acoplamento
excitagao-contracao (AEC) ser&o descritas a seguir.

A cafeina (1, 3, 7 trimetilxantina), € um alcaldide extraido dos graos de
café (HERRMANN-FRANK et al. 1999). Nos experimentos relacionados ao
estudo do mecanismo de AEC esta droga ¢ utilizada para estimar a quantidade de
calcio que estd armazenada no reticulo sarcoplasmatico, de acordo com a
resposta da forca gerada em fungéo de sua presenca (NOSEK ef al. 1997).

Estudos anteriores (AXELSON et al. 1958), indicam que a liberacdo de
calcio induzida pela cafeina ndo é dependente do céicio externo e que esta
substancia ndo causa despolarizacdo da membrana e ndo altera o potencial de
acdo (SANDOW, 1965). Estudos recentes indicam que ocorre uma pequena
mudang¢a no movimento de carga intramembrana em potenciais mais negativos

(SZUCS et al. 1991).
Em grande parte dos experimentos ficou comprovado que a cafeina atua

nos canais de célcio do reticulo sarcoplasmatico (RS), e que a principal regi&o de
atuacdo é na cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico. Nesta regiao do
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reticulo sarcoplasmatico estdo localizadas as maiores concentragbes dos RiRs
(WEBER e HERTZ, 1968).

A cafeina também atua em conjunto com o ATP e com o calcio e esta
interatividade resulta no aumento da afinidade de ligacdo da raionidina pelos
RiRs, levando a abertura deste canal de calcio (SARKOZI et al. 1996). O que
ocorre entre estas substancias € uma agao cooperativa que resulta num aumento
da sensibilidade dos RiRs por ativadores fisiolégicos (ROUSSEAU et al. 1998).
Na auséncia de calcio, a atividade da cafeina ativar os RiRs é dose-dependente
(concentragbes de cafeina acima de 5SmM) (HERRMANN-FRANK et al. 1999).

O ion perclorato € outra substancia frequentemente utilizada no estudo do
mecanismo de AEC e o seu principal efeito comprovado é o de potencializar a
contracdo muscular esquelética (CSERNOCH et al. 1999). E responsavel por
aumentar a permeabilidade do reticulo sarcoplasmatico do ion calcio e produzir
uma maior eficiéncia no acoplamento entre os sensores de voltagem (DHP) e os
RiRs (CSERNOCH et al. 1999). Estes efeitos do perclorato (CIO"’4) ndo podem ser
atribuidos a despolarizacdo do sarcolema e provavelmente ocorrem por induzir
mudancas funcionais e conformacionais nos RiRs (LUTTGAU et al. 1983).

Estudos relatam que o canal de liberagéo de Ca*? do Rs (RiR) pode ser o
sitio primario pelo qual o perclorato e outros anions potencializadores afetam o
AEC em musculos esqueléticos. Provavelmente o Pi (fosfato inorganico) poderia
modular a atividade do RiR. Por este motivo é considerado um modulador
enddgeno deste canal (FRUEN et al. 1994b). O Pi possui efeito no RiIR em
musculo esquelético mas ndo apresenta efeito em musculo cardiaco. Este fato foi
comprovado porque seu efeito depende da ligagdo do Pi com uma isoforma
especifica do RiR presente no musculo esquelético (FRUEN ef al. 1994b). Através
destas observacgdes, em que foi comparado o papel do perclorato com o Pi, foi
gerada uma hip6tese na qual se postula que o efeito do perclorato no DHPR
(LUTTGAU et al. 1983; CSERNOCH et al. 1987) parece ser dependente da
interacao fisiolégica DHPR-RIR (RIOS et a/.1991; MA et al. 1993), sugerindo que
a alteragéo na fungdo do DHPR pode ser secundaria ao efeito do perclorato na
liberacdo de calcio do Rs. Estudos recentes indicam que o perclorato pode ser
uma ferramenta seletiva para se sondar a interacdo mecénica entre DHPR-RIR
(CSERNOCH et al. 1999).
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O perclorato (2-20mM) aplicado extra ou intracelularmente aumenta a
tensdo da fibra muscular e modifica a sensibilidade da ativacdo da contratilidade
para potenciais mais negativos (GOMOLA et al. 1983; HUANG, 1986;
CSERNOCH et al. 1987). Acredita-se que essas mudangas na dependéncia de
voltagem do movimento de cargas e a ativagdo da contratilidade podem ser
resultados da agdo combinada em diferentes sitios (DHPRs e / ou RiR). Muitos
estudos mostram que o perclorato atua em multiplos sitios em musculo
esquelético, que resulta na alteracdo do sensor de voltagem por transmissao
alostérica (LUTTGAU et al. 1983; CSERNOCH ef al. 1987; RIOS et al. 1992).

Outros trabalhos publicados também sustentam a idéia de uma interagao
alostérica entre os DHPR e os RiR (MA et al. 1993; CSERNOCH ef al. 1999), em
gue se preconiza que o perclorato ndo € um simples agonista ou facilitador do
sensor de voltagem, mas também, um facilitador de transmissdo do sinal entre o
RiR e o DHPR. Isso faz pensar na possibilidade de que o perclorato tenha um
efeito secundario no DHPR, em decorréncia da transmiss&o do sinal proveniente
do RiR para o DHPR. Uma explicagdo para esse fato seria de que o perclorato
poderia afetar a propagacdo da corrente de transmisséo entre RiR / DHPR. Este
mecanismo sugeriria que a transmissdo do sinal é alostérica, entre estes pelo
contato receptores (MA et al. 1993; CSERNOCH et al. 1999). Esta interagdo
alostérica entre DHPR-RIR ndo é de um para um, visto que estruturalmente a
proporcéo destes receptores sao distintas (RIOS et al. 1993). Acredita-se também
que alguns RiRs permanegam fechados (abertura relutante) mesmo apos a
conexdo com o DHPR ter mudado a conformagdo dos RiRs. A presenga do
perclorato faz esta interagdo mais eficiente, e assim, acredita-se que o numero de
canais relutantes diminui (MA et al. 1993; CSERNOCH et al. 1999). Os diferentes
efeitos das ferramentas farmacologicas utilizadas para se estudar o mecanismo
do AEC em musculo esquelético podem refletir as diferencas estruturais
existentes no DHPR, o qual é constituido por uma regido sensivel a voltagem e
um canal lento de célcio (RIOS e PIZARRO, 1991). Com a despolarizagdo do
sarcolema, uma fragdo de moléculas sensiveis a voltagem, s&o convertidas de um
estado inativo para um estado ativado. Acredita-se que o perclorato em musculo

de sapo atue aumentando a fragdo de moléculas sensiveis a voltagem que sao
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convertidas para o estado ativo durante a despolarizacdo (LUTTGAU et al. 1983;
HUANG, 1986; CSERNOCH et al. 1987).

Em estudos realizados com fibra isolada e com musculo intacto de anfibio
mostrou ainda que o efeito do perclorato, independe da entrada de calcio através
dos canais lentos de célcio (DHPR), sugerindo que o efeito do perclorato néo é
decorrente do aumento do influxo de célcio (FELDMEYER e LUTTGAU, 1988;
RIOS e PIZARRO, 1991).

Em um estudo com triade (juncdo das membranas do sistema tubular
transverso e das membranas da cisterna terminal do Rs adjacentes), foi realizada
a monitoracdo da mudanca conformacional dos RiRs (YANO et al. 1995),
mostrando que quando se utilizavam baixas concentragbes de perclorato (<
10mM), ele era capaz de liberar calcio do Rs somente quando o tabulo T estava
quimicamente despolarizado. Ainda, que o perclorato em concentragdes entre 30-
100mM produzia ativacdo significativa na liberagdo de calcio do Rs,
independentemente da despolarizagdo ou ndo do tubulo T (RIOS ef al. 1991;
YANO et al. 1995). Estes dados sugerem que o perclorato ativa o AEC em dois
passos: em baixas concentragbes (< 10mM) atua na transmiss&o do sinal entre o
tubulo T e o Rs, por potencializar a mudanga conformacional no DHPR, induzida
pela despolarizacdo do tubulo T, promovendo assim, a liberagdo do calcio do Rs;
em altas concentragdes (30-100mM) produz uma mudanga conformacional no
RiR, liberando célcio do Rs, independente se o tubulo T estar despolarizado ou
nao (YANO et al. 1995).

Nesse mesmo estudo, utilizando um bloqueador de DHPR, a nimodipina,
verificou-se que quando o perclorato era aplicado em baixas concentragbes, a
nimodipina bloqueava os DHPRs, porém quando se utilizou altas concentragdes
de perclorato o efeito bloqueador da nimodipina n&o era observado (YANO et al.
1995). Em altas concentragdes de perclorato observou-se aumento da afinidade
da raionidina pelo RIiR, enquanto que em baixas concentragbes o perclorato ndo
teve nenhum efeito (GONZALEZ e RIOS, 1993). Diante desses dados, sugere-se
que o efeito do perclorato na ativagdo do RiR ocorre depois do DHPR detectar a
alteracdo na voltagem. Porém, n&o se pode excluir a possibilidade alternativa de

que a despolarizagdo possa induzir uma mudanga conformacional no RiR, e que
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pode aumentar a afinidade do RiR pelo perclorato, permitindo sua atuagdo no RiR
em altas concentragdes (YANO et al. 1995).

O anetol € um dos componentes predominantes no extrato de oleo
essencial do crofon zehntneri uma planta nativa do nordeste brasileiro
(ALBUQUERQUE, 1995). Uma de suas principais caracteristicas é um forte e
agradavel odor. Extratos de sua casca e folhas s&o usados em perfumes e como
adocantes em alimentos e bebidas. A medicina popular também emprega esses
extratos como sedativos e para tratar os disturbios da fungdo gastrointestinal
(ALBUQUERQUE, 1995).

Os oleos essenciais derivados dessa planta (anetol e estragol) causam
bloqueio do AEC em musculo esquelético em concentragdes entre 0,3-3,0mM, por
um mecanismo néo totalmente elucidado.

Na estimulacdo direta de diafragma de rato, o anetol ndo induziu uma
significativa alteragcdo no processo de contracdo (ALBUQUERQUE et al. 1995).
Contragdes induzidas por cafeina nos musculos reto abdominal e sartério de sapo
foram ampliados pelo anetol. Foi concluido que o anetol pode ter dois sitios de
acédo nas fibras musculares: o primeiro em uma etapa posterior a jung&o
neuromuscular, bloqueando a transmissdo neuromuscular e o segundo no reticulo
sarcoplasmatico, aumentando o célcio mioplasmatico.

Estudos realizados comprovaram que o anetol bloqueia a contragdo do
musculo esquelético resultante da estimulagdo nervosa anteriormente a excitagao
muscular (LEAL-CARDOSO et al. 1994). Constatou-se ainda, que o anetol .

blogueia a contratura induzida por potassio.

1.7 Objetivos

1) Investigar o processo de excitagdo-contragdo, empregando
substancias que interferem com o mesmo;

2) elucidar as agbes do perclorato isolada e em combinagdo com o
anetol no processo de acoplamento excitagdo-contragido em fibras musculares

intactas;
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3) elucidar as interagbes destes dois compostos ao nivel subcelular (Rs
e sistema contratil) empregando-se a técnica de fibra permeabilizada com

saponina e Triton X-100.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtengao e Sacrificio dos Animais

Nos experimentos foram utilizados musculos sartério de rana catesbiana
(rd) de ambos os sexos, pesando de 100 a 200g, fornecidas por um criador local,
mantidas no ranario do biotério do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Paranéa e alimentadas ad labitum (n=6). A dissecagdo do musculo foi
realizada ap6s descerebracdo do animal. Durante o processo, o musculo foi
constantemente umedecido com Solugdo de Ringer, com a seguinte composigao
(em mM): CaCl, 1.8, glucose 10, pH 7.4, a temperatura ambiente. Todos os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Fisiologia da Contragéo
Muscular do Departamento de Fisiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal do Parana.

2.2 Masculo Intacto de Anfibio

O animal foi sacrificado e o musculo sartério foi dissecado como descrito
acima. O musculo foi mantido em uma camara cilindrica de 15ml contendo
Solucdo de Ringer (Vide tabela 1) aerada, mantida em temperatura ambiente e
pH 7.4. Para o registro de contragdes isotdnicas o musculo teve uma de suas
extremidades fixadas ao fundo da camara e a outra conectada a uma alvanca
para o registro em um quimoégrafo (Zimmermann Leipzig - série 1878). O registro
foi feito em papel com 2,5 vezes. No inicio de cada protocolo foi permitido ao
musculo equilibrar-se durante 20 minutos em Solugdo de Ringer. O musculo foi
submetido aos diferentes protocolos experimentais através do enchimento direto
da camara pela extremidade superior, sendo a mesma esvaziada através de um
sistema de esgotamento localizado em sua base. Fez-se a medida do

comprimento do musculo em cada condigdo experimental.
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2.21 Experimentos Realizados com Anetol em Musculo Sartério Intacto de
Anfibio

O encurtamento muscular obtido em diferentes condicdes
experimentais foi normalizado para aqueles induzidos por 100mM K" (contratura
potassica).

O musculo foi incubado em Ringer normal e anetol 1mM por 15 minutos.
Apbs o periodo de incubacgao, foi adicionada solugdo de 100mM de potassio e
anetol 5 pg/ml. Quando a contragao atingiu sua amplitude maxima a solugao foi
substituida por Ringer normal (Vide tabela 1) e o musculo permaneceu em
repouso por 15 minutos. Este procedimento foi repetido para verificar os efei'tos
do anetol 50 pg/ml, 150ug/ml e 5001g/ml na contratura potassica.

Avaliou-se também o efeito do anetol (1mM) nas contraturas induzidas por
cafeina (1mM e 3mM). A primeira contratura, induzida por 100mM de potéssio, foi
o controle. Em seguida, o musculo permaneceu em repouso por 15 minutos,
sendo entdo adicionada solucdo 1mM de cafeina na presenca de 4mM de
potassio. Novamente o musculo foi mergulhado em Ringer normal por 15 minutos
e nova contratura por 100mM de potassio foi induzida. Na seqiiéncia, o musculo
foi incubado com anetol 1mM por 15 minutos, sendo entdo adicionada solugdo
4mM de potassio contendo cafeina 1mM e anetol 1mM. A dltima contratura
potassica foi realizada como controle.

Para os experimentos com cafeina (3mM), foi realizada contratura inicial
por 100mM de potassio como controle. Entdo, o musculo foi incubado com anetol
1mM por 15 minutos. Prosseguiu-se com a substituigdo por solugéo contendo
anetol TmM e 10mM de potassio. Apés, musculo foi mergulhado em Ringer
normal permanecendo em repouso por 15 minutos. Nova contratura potassica foi
induzida por 100mM de potassio, para verificar a recuperagéo do musculo apos a
exposicdo ao anetol. Adicionou-se cafeina 3mM e, quando a contratura
apresentou amplitude maxima, a solugao foi substituida por Ringer normal (Vide
tabela 1), permanecendo o musculo em repouso por 15 minutos. No seguimento,
colocou-se solugdo de anetol 1mM por 15 minutos e, por ultimo, substituiu-se tal
solugao por anetol 1mM e cafeina 3mM. Apos a obtengéo do platé da contragéo,
as preparacdes foram mantidas em Ringer normal na auséncia destes compostos
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por um periodo de tempo de pelo menos 30 minutos. Uma contratura potassica
(100mM) foi realizada ap6s a preparacado ter sido lavada com Ringer diversas
vezes.

Para se avaliarem os efeitos do anetol em concentra¢cdes de 1mM. 3mM
ou 6mM em concentragdes crescentes de 4mM, 40mM, 80mM ou 100mM de
potassio, foi realizada inicialmente uma contragdo com Ringer normal. Numa
segunda etapa, o musculo foi exposto & mesma sequéncia de concentragdes de
Ringer, citada anteriormente, s6 que agora associada ao anetol. Este anetol
apresentou concentragbes de 1mM, 3mM e 6mM. Ao final dos experimentos as
preparagdes foram mantidas em Ringer normal por 30 minutos. Em seguida, foi

realizada uma contratura potassica (10mM).

2.2.2 Experimentos Realizados com Perclorato em Mdusculo Sartério Intacto de
Anfibio

Com objetivo de se avaliar o efeito do perclorato (2mM) na contratura
induzida por potassio, foram realizadas trés contraturas consecutivas por K' (40,
80 e 100mM respectivamente). Em seguida, foram induzidas as trés contraturas
potassicas (40, 80 e 100mM) na presenca de perclorato (2mM). Fez-se a seguir o
controle posterior submetendo as preparagdes novamente a contratura com 40,

80 e 100mM de K’ na auséncia de perclorato.

2.2.3 Experimentos Realizados com Perclorato e Anetol em Muisculo Sartorio

Intacto de Anfibio

Apds se ter testado o efeito do perclorato (2mM) na contratura induzida por
concentragdes crescentes de K*, avaliou-se a interagéo do ion perclorato (1mM,
3mM, 5mM, 10mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50mM e 60mM) e do anetol (1TmM) em
contragdes promovidas por 4mM, 40mM, 60mM e 100mM de potassio. Fez-se
inicialmente uma contratura com Ringer 100mM de K" no musculo que repousava

em Ringer normal. Apds o relaxamento do musculo, foi adicionado anetol TmM, e
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este ficou incubado por 15 minutos. Foi entdo realizada uma curva, adicionando-
se na solugéo, perclorato (1mM, 3mM, 5mM, 10mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50mM
3 60mM). Novamente o musculo foi relaxado em Solugdo de Ringer normal e em
seguida foi realizada uma contratura com Ringer 100mM de potassio. No musculo
contra lateral, foi seguido o mesmo protocolo, sé6 que o anetol (1mM) foi
adicionado apos a curva realizada com perclorato (1mM, 3mM, 5mM, 10mM,
20mM, 30mM, 40mM, 50mM 3 60mM). Da mesma forma, o musculo foi submetido
a uma contratura final com Ringer 100mM de potassio.

O mesmo protocolo foi seguido, s6 que as concentragées de K+ no Ringer,
variavam entre 40mM, 60mM e 100mM. Em cada um dos experimentos, o anetol
(1mM) era adicionado em um musculo, no inicio do experimento € no fndsculo
contra lateral, ao final do experimento. Sempre ao final do experimento, apds o
musculo ficar relaxado em Ringer normal, foi realizada uma contratura com Ringer

100mM de potassio.

2.3 Preparagao da Fibra Muscular Desmembranada com Uso de Saponina

Apds o acesso ao musculo sartorio, dissecou-se um pequeno feixe do
mesmo em solugdo de pCa 8.5 com EGTA 5,0mM (tabela 2) que é considerada
uma solucdo de relaxamento. A dissecago foi realizada a temperatura de 22°C,
utilizando-se um microscopio estéreo binocular. Apds a dissecagao os. feixes de
fibras foram transferidos e mantidos por 30 minutos numa camara, contendo
solucdo de pCa 85 com EGTA 50mM, na qual adicionou-se 30 ug/ml de
saponina.

Em 1980, Podolsky demonstrou que com o uso da saponina o sarcolema
pode ter suas moléculas de colesterol solubilizadas, € com isso, causar
perfuracdes nesta estrutura. Também a membrana do sistema tubular transverso
sera seletivamente perfurada. Outros sistemas de membranas presentes nas
fibras ndo sofrem acdo da saponina porque sdo destituidos de colesterol
(MEISSNER e FLEISCHER, 1971). Com a utilizagdo desta técnica o Rs bem
como o sistema contratil ficam com o acesso liberado para a agdo dos

constituintes das solugdes utilizadas nos experimentos. Isto permite que se
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estude os mecanismos de liberagdo e captacdo de ions célcio do Rs de musculo
esquelético, cardiaco e liso. Com a utilizagcdo desta preparagdo, a contragéo da
fibra muscular forneceu dados da quantidade de célcio liberada pelos Rs (GODT
et al. 1994).

Apbs o tratamento do feixe de fibras com saponina, o mesmo foi
transferido para uma solugdo de idéntica composigcdo, porém na auséncia deste
glicosideo. Deste feixe foi retirada uma fibra muscular e suas extremidades foram
fixadas a um transdutor de forga (Scientific Instruments G.M.B.H., Heidelberg,
Republica Federal da Alemanha). Uma extremidade foi mantida em posicdo
estacionaria e a outra em um brago moével. O registro de forga de contragéo foi
realizado num poligrafo (Gold Corporation, Cleveland, modelo 2108 'XX). Um
conjunto de camaras, com capacidade para 2,5ml (cada camara), construidos em
um bloco de acrilico mével permitiram que a fibra fosse submetida a diferentes
protocolos experimentais (NOSEK et al. 1990; ZHU e NOSEK, 1992; GOdt ef al.
1993a). As solugdes foram constantemente agitadas mediante barras metalicas
magnetizadas por um agitador.

As fibras desmembranadas foram submetidas a diferentes solugdes
experimentais de acordo com o protocolo desejado. Cada fibra pode ser

empregada como seu proprio controle.

2.3.1 Protocolo Experimental

Com o objetivo de se avaliar a capacidade do reticulo sarcoplasmatico em
captar, armazenar e liberar ions célcio e o papel do anetol e do perclorato neste
mecanismo foi desenvolvido um protocolo controle. Este protocolo consistiu
primeiramente na passagem da célula desmembrada por saponina com solugao
contendo pCa 85 e concentracdo de EGTA de 50mM (tabela 2) por 30
segundos, esta solugdo permitiu que a fibra ficasse em repouso. Apos o tempo
citado a fibra foi transferida para a solugéo contendo pCa 6.4, que é responsavel
por carregar o Rs com ions calcio. Nesta solugéo a fibra foi mantida por 2 minutos
(NOSEK et al. 1997). Na sequéncia a fibra muscular foi transferida para solugao
de pCa 8.5 com EGTA é de 50mM. Esta solugdo reduz a capacidade de
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tamponamento de ions calcio no interior das miofibrilas, o qual foi posteriormente
liberado do Rs. Para tal, a preparacao foi transferida para a solugao de pCa 8.5 e
EGTA 0,5mM na qual adicionou-se 30mM de cafeina (KLEIN ef al. 1992). Como
nesta solugdo a capacidade de tamponamento dos ions calcio foi reduzida, isto
permitiu que todo calcio liberado do Rs ativasse o sistema contratil. A contragéo
muscular assim obtida forneceu um indice apropriado de quantidade de calcio
liberada do reticulo sarcoplasmatico (GODT ef al. 1993b; GODT ef al. 1994).

A ativacdo maxima do sistema contratil foi obtida transferindo-se a fibra
muscular da solugdo contendo pCa 85 com EGTA 5,0mM para a solugdo
contendo pCa 4.0 (tabela 2) que é responsavel por induzir a forca maxima de
contracdo. Apds a obtencio do platd de forga, o relaxamento da fibra foi obtido
quando de sua transferéncia para a solugdo de pCa 8.5 e EGTA com 5,0mM.
Esse protocolo controle foi realizado no inicio e no final de cada experimento.

A avaliacdo do efeito do anetol nos mecanismos de liberagdo de ions
calcio do Rs foi realizada inicialmente através da passagem da fibra muscular
pelas solugbes do protocolo controle acima descrito. Apds o protocolo controle,
estando a fibra na solugdo com pCa 8.5 e EGTA 5,0mM, ela foi transferida para a
solugéo contendo pCa 6.4, para que o Rs fosse carregado novamente, ali
permanecendo por dois minutos. Na sequéncia, a célula foi mergulhada na
solugéo de pCa 8.5 com 0,5mM de EGTA e, posteriormente, transferida para a
solugdo de pCa 8.5 e EGTA com 0,5mM na presenga de anetol (1mM). Apés a
repeticdo do protocolo descrito acima, a fibra foi mergulhada em solugao
contendo pCa 8.5 e 0,5mM de EGTA associada a cafeina 1mM. Novamente a
fibra foi submetida ao protocolo acima, sendo entdo mergulhada em cémara
contendo solugéo com pCa 8.5 e 0,5mM de EGTA associado ao perclorato 10mM.
A fibra muscular passa novamente pela sequéncia de carregamento, sendo entdo,
submetida a solugdo contendo pCa 8.5 e EGTA com 5,0mM associada ao anetol
(1mM) e & cafeina (1mM). Repetindo o protocolo de carregamento da fibra, esta €
mergulhada em camara contendo solugdo com pCa 8.5 e 0,5mM de EGTA, anetol

1mM e perclorato 10mM.
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2.4 Preparagao de Fibra Desmembranada com Uso de Triton X-100

As fibras musculares provenientes de musculo sartorio de ra foram obtidas
de forma semelhante ao descrito no item 2.3. Com a finalidade de se avaliar a
sensibilidade do sistema contratil ao ion caicio, as fibras foram permeabilizadas
com o emprego de Triton X-100. Para tal, adicionou-se a solugédo com pCa 8.5 e
5,0mM de EGTA uma concentragao final de 0,5% v/v deste detergente no idnico,
permanecendo as fibras, nesta solugdo, por um periodo de 30 minutos. Ainda
nesta mesma solugéo foram adicionadas 0,1mM de fluoreto de fenilmetil sulfonil
(PMSF) e 1mM de benzamidina, que sdo bloqueadores enzimaticos, cuja
finalidade é evitar a protedlise do sistema contratil. As fibras assim obtidas tiveram
suas membranas e todas as organelas subcelulares solubilizadas (GODT et al.
1991).

Apés a realizagdo da curva forga / concentracdo de calcio controle (na
auséncia de droga) foi adicionado anetol (5mM) & sequéncia crescente de ions
célcio, o mesmo foi realizado adicionando-se perclorato (9mM). No final de cada
experimento a curva controle foi repetida. Estes experimentos foram realizados
para verificar se drogas como o anetol e o perclorato provocam um incremento na
sensibilidade do sistema contratil aos ions calcio.

Os niveis de tensdo maxima foram obtidos normalmente entre pCa 5.0 e
pCa 4.0. Os niveis de forga obtidos com as concentragbes de ions calcio
insuficientes para se fazer a ativagdo maxima da preparagéo, foram normalizadas
para aqueles obtidos durante a ativagdo maxima. Os resultados de forga versus
concentracdo de ions calcio foram ajustados na equagdo de Hill, através da

técnica nado linear dos minimos quadrados:
% FORCA MAXIMA = 100 [Ca®']V / ((Ca®*so)" + [Ca*T")

Nesta equacéo, N € uma constante relacionada com a inclinagao da curva
forgca / concentragdo de ions calcio e Ca®sp é a concentragdo de ions calcio
necessaria para se obter 50% da forca maxima da preparag&go. Para evitar o
mascaramento das possiveis diferengas entre os grupos experimentais, os
valores de N e de Ca?'sp foram determinados para cada fibra em cada situagio
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experimental. A partir destes valores, calculou-se a média e o desvio padrao para

cada situacao experimental.

2.5 Solugodes

As solugbes que foram empregadas para realizagao dos experimentos com
musculo intacto estdo descritas na tabela 1, sendo que as solugdes com altas
concentragdes de KCI foram obtidas por modificagbes da Solugdo de Ringer,
através da substituicdo isotonica de NaCl por KCI. As solugdes contendo 40, 80 e
100mM de K* foram utilizadas para realizar-se a despolarizacdo do sarcolema e
induzir a contragédo. Estas solugbes sdo denominadas, na tabela 1, como Ringer

40, 80 e 100, respectivamente. As solugdes contendo ClIO4 foram preparadas

através da substituicdo isotdonica da NaCl por NaClO’4. Solugdes contendo anetol-

e cafeina foram preparadas pela adicdo da substancia pura diretamente &

solucéo.

Tabela 1. Composicdo das solugdes utilizadas em preparagbes com
musculo sartério intacto (em mM).

COMPONENTES RINGER |RINGER |RINGER | RINGER |RINGER |CiO,
NORMAL 40 80 100 0Ca+?
Na+ 110 74 34 14 14 110
K+ 4 40 80 100 - 100 4
Mg+ ? 2 2 2 2 2
Cas 2 2 2 2 ; 2
or- 122 122 122 122 122 122
RIS 10 10 10 10 10 10
EGTA - - - - 1 -
co. ] ] ; ] ; 0,1-150
TOTAL 250 250 250 250 250 250

Temperatura: 22°C; pH: 7,4
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A composi¢ao das solugbes usadas nos experimentos realizados com

fibra isolada foi calculada utilizando-se um programa de computador escrito em

linguagem turbo pascal, empregando-se as constantes de equilibrio descritas por
Godt e Lindley (GODT e LINDLEY, 1982). As tabelas 2 e 3 demonstram a

composig¢do das solugdes empregadas nos protocolos experimentais, realizados

com fibra isolada permeabilizada com saponina e Triton X-100.

Tabela 2: Composicdo das solugées (em mM), calculadas através do
utilizadas para protocolos
experimentais realizados com fribra permeabilizada com saponina ou Triton X-100

programa MS and BES (turbo 87 ver 3,0),

COMPONENTES PCa85 pCa 6.4 pCa 8.5 pCa4.0
EGTA 5.0 5.0 05 50
MgATP 1.0 1.0 1.0 1.0
cP 15.0 15.0 15.0 15.0
Mg~ 1.0 1.0 1.0 1.0
BES 50.0 50.0 50.0 50.0
pCa 8.5 6.4 8.5 4.0
Forcga idnica 200 200 200 200

Temperatura: 22°C; pH: 7,0

Tabela 3: representa o volume das solugdes com pCa 7,0 e com pCa 5,0
(em mM), calculadas através do programa GW-Basic Ver 3.2 para o preparo das
solugbes de pCa intermedidrios necessarias para a realizagdo dos protocolos
utilizados quando as fibras foram permeabilizadas com Triton X-100.

PCa pCa 5.0 (ml) pCa 7.0 (ml)
6.6 5.95452 19.04548
6.4 9.618036 15.38197
6.2 13.31538 11.68462
6.0 16.68228 8.317721
5.8 19.47415 5.525851
56 21.61814 3.381858
54 23.17084 1.829157
52 24 25455 0.745454
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2.6 Reagentes Quimicos

Todos os sais e substancias utilizados neste trabalho, foram obtidos da
Sigma Chemical Co. (EGTA, Flureto de fenilmetilsulfonil, benzamidina,
fosofocreatina, ATP, glicerol, MgCl,, BES, CaCl,, anetol, Triten X-100 e cafeina),

Merck (4cido metanossulfénico) e Reagen (KOH, KCI).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliagdao dos Efeitos do Anetol (0,03; G,3; 1; 3,3 mM) em Contratura

Induzida por 100 mM de K* em Mdsculo Sartério Isclado de Ra

Os resultados da medida de encurtamento muscular, realizados com
musculo intacto em solugdes contendo anetol (0,03; 0,3; 1, 3,3 mM), em
contratura induzida por 100 mM de K estdo mostrados na figura 8. Nessa figura
os niveis de encurtamento muscular estdo normalizados para os valores obtidos
em contratura potassica (100 mM). O encurtamento muscular em solugdes
contendo 0,03; 0,3; 1; 3,3 mM de anetol foram respectivamente 95,83 + 6,99 %);
79,22 + 14,13 %; 65,77 + 8,52 %; 12,62 +6,54 % em relagdo ao controle.

3.2 Efeitos do Anetol (1 mM) em Contratura Induzida por Cafeina (1 mM) em

Musculo Sartdrio Isolado de Ra

O efeito do anetol (1 mM) na contratura induzida por cafeina (1 mM) esta
representada na figura 9. A contratura induzida por Ringer 100 mM de potassio na
presenga de anetol 1 mM correspondeu a 74,18 + 11,65 % da contragéo induzida
por 100 mM de potassio. A cafeina (1 mM) em solugéo de 4 mM de potassio nao
gerou contracdo. A incubagdo do musculo em 4 mM de pctassio e cafeina 1 mM
também nao resultou em contragdo. Solugdo com 4 mM de potéssio, cafeina 1

mM e anetol 1 mM promoveu contragdo de 4,6 + 2,96% da contratura por 100 mM

de potassio.
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Fig. 8 — Efeito do anetol em contratura induzida por 100 mM de K+
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A figura 8 demonstra o efeito em contratura induzida por 100 mM de K+ em
musculo sartério isolado de ra. Em “a@”, registro original de um experimento tipico
(n=6), mostra no controle a contratura induzida por 100 mM de anetol. A barra
horizontal representa o tempo em que a preparagao esteve exposta ao anetol. Os
simbolos fechado (A) e aberto (A) indicam o momento em que a preparacéo foi
exposta a solugdo contendo alta concentragdo de K+ (100 mM) e o momento em
que foi exposta a solugido de Ringer normal (4mM) K+), resdpectivamente. Em “b”,
o simbolo (e) representa os valores de encurtamento, obtidos na presenga de
anetol, durante a exposigédo da preparagdo a uma solugdo contendo 100 mM de
K+. Os valores experimentais do encurtamento foram normalizados para os
obtidos nas condigbes controle (contratura com 100 mM de K+). Os valores estéo

representados como a média + erro padrao.
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A fig.9 mostra o efeito do anetol (1 mM) em contratura induzida por cafeina
(1 mM) em musculo sartério isolado de rd. Em “a’, registro original de um
experimento tipico, em que a primeira e a ultima contratruas foram obtidas com
100 mM de K+. Apds a contragao inicial o musculo foi incubado em Ringer normal
(4mM K+) e anetol (1 mM) por 15. A contratura seguinte indica a adicdo de
Ringer 100 mM K+ e anetol (1 mM). Antes da contratura final com Ringer (100
mM K+) foi adicionada solugdo de cafeina (1 mM). Os simbolos (1) e (1),
representam respectivamente, o0 momento em que adicionou-se e removeu-se a
cafeina da cAmara. A barra horizontal representa o tempo em que a preparagéo
foi exposta & solugdo 1 mM de anetol. Os simbolos fechado (A) e aberto (A)
indicam o momento em que a preparagao foi exposta a solugéo de Ringer normal
(4 mM K+) e Ringer (100 mM K+), respectivamente. Em “b”, gréfico
representando, nas colunas os valores percentuais das contraturas induzidas por
Ringer (100 mM K+) e anetol (100 mM); Ringer (4 mM K+) + cafeina (1 mM) +
anetol (1 mM), respectivamente. Os dados de encurtamento, expressos na
ordenada representam a média + o erro padrao e foram normalizados para os
obtidos em 100 mM de K+.

' 3.3 Efeito do Anetol (1 mM) em Contratura Induzida por Cafeina (3 mM) em

Musculo Sartorio Isolado de Ra

Na figura 10, obteve-se uma contratura de 48,6 + 3,5 % da contratura em
100 mM de K', em solucéo de Ringer normal e cafeina (3 mM). Anetol 1 mM n&o
promoveu contracéo por si so em Ringer normal. A associagéo de cafeina 3 mM e
anetol 1 mM em Ringer normal, produziu uma contragéo de 217,88 + 46,22 % da

contratura induzida por 100 mM de potassio.



41

3.4 Efeito do Anetol (1; 3 ou 6 mM) nas Contraturas Induzidas por Potassio
(4; 40; 80 Ou 100 mM) em Musculo Sartério Isolado de Ra

Os efeitos do anetol (1; 3 ou 6 mM) nas contraturas induzidas por potassio
(4; 40; 80 ou 100 mM), em musculo sartério isolado de ra, estdo representados
nas figuras 11, 12 e 13, respectivamente. Os resultados obtidos com as
contraturas induzidas por potassio (4; 40; 80 ou 100 mM) na presenga de 1 mM
de anetol, representados na figura 11, mostram que n&o houve diferenga
significativa entre as contraturas induzidas por K' (4; 40; 80 ou 100 mM) na
auséncia e na presenca de 1 mM de anetol.

Na figura 12, estdo demonstrados os resultados obtidos com as contraturas
induzidas por potassio (4; 40; 80 ou 100 mM), na presenca de 3 mM de anetol.
Com a alteragéo da concentragio do anetol (1 mM para 3 mM), os valores das
contraturas induzidas por K* (4; 40; 80 ou 100 mM) sdo também alterados,
ocorrendo uma inibicdo da mesma.

Na figura 13, o grafico demonstra os resultados obtidos com as contraturas
induzidas por potassio (4; 40; 80 ou 100 mM). Na presenca de anetol (6 mM)

observa-se que o anetol na concentragdo de 6 mM inibe a contrag&o.
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A figura 10 representa o efeito do anetol (1 mM) em contratura induzida por
cafeina (3 mM) em musculo sartério isolado de rd. Em “a”: registro original de um
experimento tipico. A primeira contratura foi obtida com 100 mM K+. A segunda e
a terceira contraturas foram obtidas com Ringer (100 mM k+) e anetol contendo
anetol (1 mM) por 15 minutos. Foi entdo adicionada cafeina (3 mM) e depois
anetol (1 mM) e cafeina (3 mM). Os simbolos (1) e (l), representam
respectivamente, o momento em que adicionou-se e removeu-se a cafeina da
camara. A barra horizontal representa o tempo em que a preparagao foi exposta
a solugdo 1 mM de anetol. Os simbolos fechado (A) e aberto (A) indicam o
momento em que a preparacgdo foi exposta a solugdo contendo alta concentragéo
de K+ (100 mM) e no momento em que ela foi exposta a solucdo de Ringer
normal (4 mM K+), respectivamente. Calibragdo: a barra vertical indica o
encurtamento (em cm) e a horizontal, o tempo (em minuto). Em “b”: grafico
representando na primeira, segunda e terceiras colunas, os valores percentuais
da contratura induzida por cafeina e anetol respectivamente. Os dados de
encurtamento, expressos na ordenada representam a média + o erro padréo e

foram normalizados para os obtidos em 100 mM K+.
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A Fig. 11 apresenta o efeito do anetol (1 mM) nas contraturas induzidas por
potassio (4; 40; 80 e 100 mM) em musculo sartério isolado de ra. Em “a”: registro
original de um experimento tipico, em que se verificam na sequéncia, as
contraturas induzidas por potassio (4; 40; 80 e 100 mM) sem a presenca de anetol
(1 mM) e apds um relaxamento com Ringer (4 mM K+), a sequéncia foi repetida,
agora adicionando-se anetol (1 mM). A barra horizontal representa o tempo em
que a preparacao esteve exposta ao anetol (1 mM). Os simbolos fechado (A) e
aberto (A) indicam os momentos em que a preparagéo foi exposta a solugdo
contendo alta concentragdo de K+ (40, 80 ou 100 mM) e o momento em que a
mesma foi exposta a solugdo de Ringer normal (4 mM K+) respectivamente.
Calibracéo: a barra vertical indica encurtamento (em cm) e a horizontal, o tempo
(em minutos). Em “b”: representacdo grafica dos valores de contratura potassica
quando em contato com diferentes concentragées de potassio. Os simbolos (e)
(w) indicam os valores na presenca e auséncia do anetol (1 mM) respectivamente.

Os valores estdo expressos como a média + o erro padrao.
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A fig. 12 representa o efeito do anetol (3 mM) nas contraturas induzidas por
potassio (4; 40; 80 e 100 mM) em musculo sartério isolado de ra. Em “a”: registro
original de um experimento tipico, em que se verificam na sequéncia, as
contraturas induzidas por potassio (4; 40; 80 e 100 mM) sem a presenga de anetol
(3 mM) e apds um relaxamento com Ringer (4 mM K+), a sequéncia foi repetida,
agora adicionando-se anetol (3 mM) com n=6. A barra horizontal representa o
tempo em que a preparacgdo esteve exposta ao anetol (3 mM). Os simbolos
fechado (A) e aberto (A) indicam os momentos em que a preparacao foi exposta
a solucao contendo alta concentragdo de K+ (40, 80 ou 100 mM) e o momento em
qgue a mesma foi exposta a solugio de Ringer normal (4 mM K+) respectivamente.
Calibracéo: a barra vertical indica encurtamento (em cm) e a horizontal, o tempo
(em minutos). Em “b”: representagdo grafica dos valores de contratura potassica
em percentagem quando em contato com diferentes concentragbes de potassio.
Os simbolos (e) (m) indicam os valores na presenca e auséncia do anetol (3 mM)

respectivamente. Os valores estdo expressos como a média + o erro padrao.
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A fig. 13 apresenta o efeito do anetol (6 mM) nas contraturas induzidas por
potassio (4; 40; 80 e 100 mM) em musculo sartério isolado de r&, com n=6. Em
“a’: registro original de um experimento tipico, em que se verificam na sequéncia,
as contraturas induzidas por potassio (4; 40, 80 e 100 mM) sem a presenca de
anetol (6 mM) e apds um relaxamento com Ringer (4 mM K+), a sequéncia foi
repetida, agora adicionando-se anetol (6 mM). A barra horizontal representa o
tempo em que a preparagdo esteve exposta ao anetol (6 mM). Os simbolos
fechado (A) e aberto (A) indicam os momentos em que a preparacgéo foi exposta
a solucdo contendo alta concentragéo de K+ (40, 80 ou 100 mM) e o momento em
que a mesma foi exposta a solugdo de Ringer normal (4 mM K+) respectivamente.
Calibragdo: a barra vertical indica encurtamento (em cm) e a horizontal, o tempo
(em minutos). Em “b”: representacdo grafica dos valores de contratura potassica
em percentagem quando em contato com diferentes concentragdes de potassio.
Os simbolos (e) (m) indicam os valores na presenca e auséncia do anetol (6 mM)

respectivamente. Os valores estdo expressos como a média + o erro padrao.
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A fig. 14 apresenta o efeito do perclorato (2 mM) nas contraturas induzidas
por potassio (4; 40; 80 e 100 mM) em musculo sartorio isolado de ra com n=6. Em
“a”: registro original de um experimento tipico, em que se verificam na seqiéncia,
as contraturas induzidas por 4; 40; 80 e 100 mM de K+. As trés primeiras e as trés
ultimas contraturas intermediarias na presentaga de anion. A barra horizontal
representa o tempo em que a preparagdo esteve exposta ao perclorato. Os
simbolos fechado (A) e aberto (A) indicam os momentos em que a preparacao foi
exposta a solugdo contendo alta concentracdo de K+ (40, 80 ou 100 mM) e o
momento em que a mesma foi exposta a solucdo de Ringer normal (4 mM K+)
respectivamente. Calibragéo: a barra vertical indica encurtamento (em cm) e a
horizontal, o tempo (em minutos). Em “b”: representacéo grafica dos valores de
encurtamento muscular obtidos e solugdes contendo 40, 80 ou 100 mM de K+. O
simbolo (o) e fechado (e) indicam os valores de encurtamento muscular obtidos
na presenca e auséncia de perclorato respectivamente. Os valores de
encurtamento muscular (em cm) estdao representados na ordenada, e da
concentracdo extracelular de K+ na abcissa. Os valores estdo expressos como a

média + o erro padrao.

3.5 Efeito do Perclorato (2 mM) nas Contraturas Induzidas por K (40, 80 ou
100 mM) em Muasculo Sartério Isolado de Ra

Os efeitos de 2 mM de perclorato nas contraturas induzidas por 40, 80 ou
100 mM de K’ estdo demonstrados na figura 14 no painel "a". Como pode ser
verificado, a adicdo de 2 mM de perclorato nas solugdes contendo 40, 80 e 100
mM de K', produziu um efeito potencializante das contraturas induzidas pela
elevacéo na concentracéo de K'. Os dados obtidos em contraturas induzidas por
40, 80 e 100 mM de K" na auséncia de perclorato foram de 0 + 0; 0,1 + 0,05 %;
15+0,67 %; 1,4+ 0,65 %; 2,1 + 0,95 %, respectivamente. Na presenga do anion
perclorato nas concentracdes de K* acima descritas os valores obtidos foram de 0
+0:0+0,72+08%; 11,68 +1,12 %; 1263 + 1,2 %, respectivamente. Esses
dados estéo representados graficamente no painel "b" da figura 14. Na ordenada

estdo os valores de encurtamento muscular (cm) e na abcissa, as concentracdes
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de K’ das solucdes de Ringer empregadas. Como pode ser verificado a presenca
de 2 mM de perclorato deslocou a curva do encurtamento muscular para uma

dada concentracdo extracelular de K* para esquerda.
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A fig. 15 apresenta o efeito de contragGes crescentes de perclorato (0,1 a
150 mM) em musculo sartério isolado de ra, mantidos em solugéo contendo 4 ou
100 mM de K+, com n=6. A figura a representa os diferentes niveis de
encurtamento desenvolvidos em preparagdes submetidas a solugbes contendo
concentragdes crescentes, de perclorato (0,1 a 150 mM) em 4 mM K+ (simbolo
aberto) e em 100 mM de K+ (si bolo fechado). Na figura b a ordenada expressa os
valores de encurtamento muscular (em percentuais) da contratura obtida em 100

mM de K+ e a abcissa a concentragdo extracelular de perclorato.

3.6 Curva Dose / Resposta Ao Perclorato (0,1 A 150 mM) em 4 mM de K*

ou em 100 mM de K* Em Musculo Sartério Isolado De Ra

O efeito de concentragdes crescentes (0,1 a 150 mM) de perclorato em
solucéo contendo 4 mM ou 100 mM de K’ esta representado na figura 15a. O
registro original de um experimento no qual a preparacéo esteve exposta a
concentragbes crescentes de perclorato na presenca de 4 mM de K' esta
representado na figura 15b. Como pode ser verificado o efeito de contragdo do
perclorato s6 se manifesta quando a concentragzo externa de K' para 100 mM fez
com que ocorresse inibicdo dessa contratura. Conforme descrito em Materiais e
Métodos, a adicdo de perclorato a solugao foi realizada nas preparagdes mantidas
em 4 ou em 100 mM de K'. Na figura 16b podemos observar o efeito do

perclorato (100 mM) em anetol (1 mM).

3.7 Efeito do Anetol (1 mM) na Contratura Induzida por Concentragoes
Crescentes de Perclorato (1; 3; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60 mi) em
Preparagoes de Musculo Sartério Isolado de Ra Mantidos em Ringer

Normal

Na figura 16 pdde-se observar o efeito de concentragbes crescentes de
perclorato (1; 3; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60 mM). O perclorato, em concentragbes
crescentes, na presenca do Ringer normal (4 mM de K') é capaz de induzir
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contracdo. Quando o anetol (1 mM) é adicionado no inicio do experimento, inibe o

efeito do perclorato, ndo permitindo que ocorra contragdo do musculo.

3.8 Efeito do Anetol (1 mM) na Contratura Induzida por Concentragoes
Crescentes de Perclorato em Preparagdes de Muasculo Sartério
isolado de Ra Mantidos em Ringer 100 Mm de K"

O efeito de concentragdes crescentes de perclorato em solugéo contendo
100 mM de K’ esta representado na figura 17. Fica evidente que a indugdo a
contragéo n&o ocorre em presenca de Ringer com 100 mM de potassio. Mesmo
adicionando perclorato a solugdo, ndo se observa atividade contratil significativa,
ficando evidente que a contragdo sé ocorre quando o potencial de membrana das
células musculares € mantido num nivel muito baixo (proximo ao potencial de
repouso). Quando ocorre adigdo de anetol (1 mM) n&o se observa efeito

potencializador significativo na contragdo do musculo.
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A fig. 16 apresenta o efeito do anetol (1 mM) na contratura induzida por
concentragdes crescentes de perclorato em preparagdes de musculo sartério
isolado de ra mantidos em Ringer normal. Em “a”: apés uma contratura induzida
por 100 mM K+, adicionou-se a solugdo de Ringer normal (4 mM K+) o anion
perclorato até obter-se a concentragdo desejada (1 a 60 mM) na auséncia e na
presenca de anetol (1 mM). As barras horizontais representam o tempo de
exposicao da preparagado ao perclorato e ao anetol. Os simbolos fechado (A) e
aberto (A) representam respectivamente o momento em que a preparacéo foi
submetida a 100 mM de K+ ou 4 m mM de k+, respectivamente. Calibragédo: a
barra vertical indica encurtamento (em cm) e a horizontal indica o tempo (em
min.). Em “b”: representacao grafica do efeito da interagdo do ion perclorato (1 a
60 mM) e anetol (1 mM) em preparagdes mantidas em solugéo contendo 4 mM de
K+ Nesta figura os simbolos aberto (o) e fechado (e) representam
respectivamente a curva dose / resposta ao perclorato e aos valores dos
encurtamentos obtidos em preparacdes submetidas as solugdes contendo
concentracdes crescentes de perclorato e anetol (1 mM). A ordenada representa
os valores de encurtamento (em percentagem) e a abcissa representa as

concentragdes de perclorato.

3.9 Efeito da Interagdo Da Cafeina (1 mM) e do ion Perclorato (10 mM) com
o Anetol (1 mM) em Contraturas de Fibras de Ra@ Permeabilizadas com

Saponina

Na figura 18, estdo demonstrados os efeitos da capacidade do reticulo
sarcoplasméatico em captar, armazenar e liberar ions e o papel do anetol e do
perclorato nestes mecanismos. Ap6s o tratamento descrito em materiais e
métodos (vide Protocolo Experimental) a fibra foi submetida ao anetol (1 mM) ou a
cafeina (1 mM) ou ao perclorato (10 mM). Os dados obtidos evidenciam que estas
substancias, nestas concentragdes, ndo sdo capazes de induzir a liberagdo de
calcio do reticulo sarcoplasmatico. Apos a realizagdo da 12 fase do experimento
(vide Materiais e Métodos) foram utilizadas combinagdes entre anetol (1 mM) a
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cafeina (1 mM) e anetol (1 mM) e percloratro (10 mM), demonstrando que com a
acao do anetol (1 mM), ocorreu a liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico,
em relacdo ao experimento controle (30 mM cafeina) os valores foram 78, 61 +
26,83 % e 58, 41 + 21,66 % respectivamente.

3.10 Efeito do Anetol (5 mM) na Relagdo Forgca / [Ca®] em Fibra

Permeabilizada com Triton X - 100

Com o objetivo de se verificar se o anetol influencia a relag&o forga / [Ca®]
em fibra permeabilizada com Triton X - 100, realizou-se um experimento com
concentragdes crescentes de ion calcio na auséncia de anetol 5 mM e na
presenca de anetol 5 mM. A solugdo contendo concentragdes crescentes de ions
célcio associada ao anetol 5 mM nao produziu alteracdo na sensibilidade do
sistema contratil. Os valores de forca maxima obtidos na presenca de 5 mM de
anetol foram 100, 50 + 2,50 % dos valores obtidos na auséncia deste composto.

Os resultados podem ser observados na figura 19.

3.11 Efeito da Procaina (10 mM) sobre Contraturas Induzidas pelo Anetol (1

mM) e Perclorato (10 mM) em Fibra Permeabilizada com Saponina

A procaina é um potente blogqueador de canais de calcio do RS (Martin et
al, 1993; Shoshan - Barmatz e Zchut, 1993; Xu et al, 1993). Por este motivo este
composto foi utilizado para verificar se o efeito do anetol seria decorrente da
liberacdo de calcio do RS. No protocolo, apds terem sido testados os efeitos do
anetol (1 mM) e perclorato (10 mM) isoladamente e em associagdo, a fibra foi
incubada durante 10' com procaina 10 mM. Apds este periodo o RS da fibra foi
submetido a novo carregamento de calcio com solugdo de pCa 6.4 e a fibra foi
exposta a solugdo contendo anetol (1 mM) associado a perclorato (10 mM) e

procaina (10 mM). Os resultados podem ser observados na figura 20.
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Fig. 17 — Efeito do anetol (1 mM) na contratura induzida por contragdes crescentes de perclorato
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A fig. 17 apresenta o efeito do anetol (1 mM) na contratura por
concentracdes crescentes de de musculo sartério isolado de r&d mantidos em
Ringer 100 mM K+. Em “a@”. ap6s uma contratura induzida por 100 mM K+,
adicionou-se a solucédo de Ringer (100 mM K+) o anion perclorato até obter-se a
concentragdo desejada (1 a 40 mM) na auséncia de anetol (1 mM). Na figura “b”,
na presenca de anetol (1 mM). As barras horizontais representam o tempo de
exposicdo da preparacédo ao perclorato e ao anetol. Os simbolos fechado (e) e
aberto (o) representam respectivamente o momento em que a preparagao foi
submetida a 100 mM de K+ ou 4 mM de K+. Calibragdo: a barra vertical indica
encurtamento (em cm) e a horizontal o tempo (em min.). Em “c”: representag&o
gréfica dos efeito da interagdo do ion perclorato (1 a 60 mMO e anetol (1 mM) em
preparacdes mantidas em solucdo contendo 100 mM de K+. Nesta figura os
simbolos fechados (e) e abertos(o) represeniam respectivamente a curva dose /
resposta ao perclorato e aos valores dos encurtamentos obtidos em preparagoes
submetidas as solugbes contendo concentragdes crescentes de perclorato e
anetol (1 mM). A ordenada representa os valores de encurtamento (em

percentagem) e a abcissa representa as concentragbes de perclorato.
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A Fig. 18 representa o efeito da cafeina (1 mM) e do ion perclorato (1 mM)
em contraturas de fibras de rad permeabilizadas com saponina com n=6. Em “a”:
registro original de um experimento tipico mostrando que apos o carregamento do
reticulo sarcoplasmatico com ions calcio o anetol (1 mM) n&o induziu a contragao
da preparacdo.No entanto, quando ocorre carregamento do reticulo
sarcoplasmatico com ions calcio e combinamos com cafeina (1 mM) e perclorato
(1 mM) com anetol (1 mM), pode-se observar liberacdo de célcio e, por

consequiéncia, contracéo da fibra permeabilizada com saponina. O simbolo (1)

representa os momentos de transferéncia da preparagao para as solugoes.
Calibracdo: a barra vertical representa a forma em mM e a horizontal o tempo em
segundos. Em “b”: representacdo grafica dos dados obtidos conforme descrito em
“a’. Os valores de forca obtidos em cada condicdo experimental estao
normalizados para aqueles obtidos pela ativagdo maxima do sistema contratil e

estédo expressos com a média + o erro padréo.
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A Fig. 19 representa o efeito do anetol (5 mM) na relagdo forga / [Ca*+) em
fibra permeabilizada com Trinton X — 100. Em “a" registro original de um
experimento tipico, demonstrando a ativacdo do sistema contrati com
concentracbes crescentes de ions calcio na auséncia (primeira curva) e na
presenga de anetol (5 mM) (segunda curva). A barra horizontal representa o
tempo em que a preparacio esteve exposta a 5 mM de anetol, conforme indicado
na figura. Calibracdo: a barra vertical representa a forca em mN e a horizontal o
tempo em segundos. Em “b”: representacgdo gréfica dos dados obtidos conforme
protocolo demonstrado em “a”. Os circulos aberto(o) e fechado (e) representam,
respectivamente, os resultados obtidos, na auséncia e presenga de anetol 5 mM.
As barras verticais representam o erro padrdo da média e a auséncia destas

indica que o erro padrao foi menor do que a dimens&o do simbolo.
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A Fig. 20 representa o efeito da procaina (10mM) nas contraturas induzidas
pelo anetol (1 mM) e perclorato (10 mM) em fibra permeabilizada com saponina.
Em “a@: registro original de um experimento tipico, mostrando o efeito
contraturante do perclorato e bloqueio desta contragdo péla procaina. Apos o
reticulo ter sido carregado com calcio (pCa 6.4), a adicdo do perclorato ou da
cafeina a solugédo contendo 8.5 com EGTA 0,5 mM, induziu a contrag@o da fibra
muscular. A prévia incubacido da preparagdo com pracaina (10 mM) por 10
minutos foi seguida por um carregamento de reticulo. A presenga deste
anestésico local promoveu o bloqueio da contragéo induzida pelo perclorato (10
mM) e cafeina (30 mM). A presenga do anetol (1 mM) ndo modificou este
resultado. Calibracdo: a barra vertical representa a forma mM e a horizontal o
tempo em segundos. Em “b” representagdo grafica dos valores de for¢a contratil
induzidos pela cafeina (30 mM), anatol (1 mM), perclorato (10 mM) e cada um
destes compostos na presenca de procaina (10 mM). Os dados estdo expressos
como valors percentuais de for¢a obtida por ativagdo méaxima do sistema contratil.

Os dados estao expressos como média + erro padrao.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho, foram utilizados varios compostos que interferem no
mecanismo de AEC com objetivo de contribuir para o entendimento deste
mecanismo de transducado de sinal. Em musculo intacto verificou-se que o anetol,
nas concentragdes entre 0,03 e 3,3 mM bloqueou de forma dose-dependente a
contratura induzida pela despolarizagdo da membrana plasmatica (sarcolema)
(fig. 8) pelo ion potassio. Este efeito poderia ser decorrente do blogueio de canais
de potassio, da transducéo do sinal elétrico da membrana plasmatica dos tubulos
T para os receptores existentes na membrana da cisterna terminal do reticulo
sarcoplasméti'co (RiR), da liberacdo do calcio do reticulo sarcoplasmatico (por um
efeito direto sobre os RiR), bloqueio da ativagdo das proteinas do sistema contratil
ou de uma combinagdo destes efeitos. Neste estudo n&o investigamos a
possibilidade do anetol bloquear a contratura potassica por bloquear a
despolarizagdo induzida por este ion. Contudo, estudos realizados por
Albuquerque e colaboradores (ALBUQUERQUE et all 1984) demonstraram que
este constituinte de 6leos essenciais nao alterou o potencial transmembrana de
células musculares esqueléticas mantidas em Ringuer normal ou com altas
concentragdes de potassio. Assim sendo, € pouco provavel que o blogueio da
" contratura potassica induzida pelo anetol seja decorrente do bloqueio da
despolarizagdo induzida por este ion. O anetol pode estar interferindo com a
transdugdo do sinal elétrico, a partir da membrana do sistema tubular transverso
para o reticulo sarcoplasmatico. Este mecanismo tem sido amplamente estudado
(SCHNEIDER e CHANDLER, 1973). Acredita-se que o acoplamento mecanico
entre os receptores dihidropiridinicos presentes na membrana do sistema tubular
transverso com os receptores RiR na membrana da cisterna terminal do reticulo
sarcoplasmatico seja feita de forma mecéanica (RIOS e PIZARRO, 1991). O
movimento de carga transmembrana que ocorre no receptor dihidropiridinico,
como consequéncia da despolarizacdo da membrana do sistema tubular
transverso, promove a abertura dos canais de célcio do RS e assim, desencadeia
a contracdo muscular (SCHNEIDER e CHANDLER, 1973; RIOS e PIZARRO,
1991). A possibilidade de que o anetol bloqueie a transdug&o deste sinal deve ser

considerada. O anion perclorato potencializa o processo de AEC em musculo
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esquelético, deslocando a relagdo do potencial transmembrana/for¢ca para a
esquerda (DULTHUNTY et al, 1992; CSERNOCH et al, 1999). Os dados obtidos
neste trabalho confirmam os existentes na literatura. A pré-incubacdo de
preparagbes com perclorato (2 mM) e a substituicdo da solugdo de Ringer
contendo 4 para uma solugdo contendo 40, 80 ou 100 mM de potassio
potencializou a contratura induzida por essas concentragcbes de potassio,
deslocando assim a curva encurtamento muscular / concentrag&o extracelular de
K" para a esquerda. Resultados semelhantes a este, também foram obtidos por
Dulhunty (DULHUNTY et al. 1992). Considerando que o perclorato é uma
substancia que potencializa a interagao dos receptores DHPR / RiR, estes dados
sugerem que o efeito do anetol, provavelmente ocorra no passo de transdugéo do
sinal dos receptores dihidropiridinicos para o reticulo sarcoplasmatico. A auséncia
dos efeitos do perclorato, mesmo quando utilizando altas concentragbes deste
anion em solucdo contendo 100 mM de potassio, sugerem que a potencializagdo
do encurtamento muscular induzido pelo mesmo, seria dependente do valor de
voltagem transmembrana e ndo de um efeito intracelular.

Assim sendo, é pouco provavel que a agdo potencializadora do perclorato
nas contracdes induzidas pelo aumento da concentragio extracelular de K’ seja
decorrente de um efeito do reticulo sarcoplasmatico. Da mesma forma, se o efeito
potencializador da contratura induzida pelo perclorato fosse semelhante ao efeito
da cafeina, esperar-se-ia uma potencializacdo quando de sua associagdo com
anetol. Isto porque este Ultimo potencializa os efeitos da cafeina (Figuras 9 e 10),
conforme demonstrado neste trabalho e também por Albuquerque e
colaboradores (ALBUQUERQUE et all 1984). Da mesma forma, esperar-se-ia que
o efeito do perclorato se manifestaria em preparagdes com qualquer valor de
potencial de membrana. Tal potencializagéo, contudo n&o foi verificada quando as
preparacbes foram mantidas em solugdo contendo 100 mM de K*. A contragdo
muscular induzida pelo perclorato somente foi observada em solugdo contendo 4
mM de K*, o que sugere que a agao deste anion depende do estado de potencial
transmembrana e por consequéncia, do estado dos receptores dihidropiridinicos.
Com estes resultados pode-se supor que com o aumento da concentragéo
extracelular de potassio de 4 para 100 mM, o valor do potencial da membrana

nessa concentracdo de K' é suficiente para inativar o0s receptores



dihidropiridinicos (OBA et al, 1997) e assim bloquear a contratura induzida pelo
perclorato.

Em musculo esquelético a principal fonte de ions calcio necessaria para
desencadear o processo contratili € o reticulo sarcoplasmatico. As contragdes
musculares obtidas em preparagbes permeabilizadas com o uso de saponina
foram bloqueadas pela procaina, uma substéncia que bloqueia a liberagdo de
ions célcio do RS (ENDO, 1985). Os resultados obtidos por Leal-Cardoso (LEAL-
CARDOSO et al. 1994) demonstraram que a prévia incubagdo de musculo
sartério de sapo com a procaina foi eficiente como bloqueador da contratura
induzida pelo eugenol.

Também foi estudado neste trabalho o efeito do anetol e do perclorato
isoladamente e em combinagdo, levando em conta que este efeito pudesse ser
devido a um efeito direto no sistema contratil. Para tal foi empregada a técnica de
fibra permeabilizada com Triton X — 100. Esta técnica possibilita avaliar os efeitos
diretos de substancias no sistema contratil porque o Triton X — 100 é um
aetergente nio ibnico que solubiliza todos os elementos membranosos da célula,
mantendo integro e funcional apenas o sistema contratil. Neste caso, a ativagéo
do sistema contratil € obtida com a adigdo de diferentes concentragdes de ion
calcio. Assim, pdde-se observar o grau de cooperatividade das proteinas do
‘sistema contrati bem como a sensibilidade ao ion calcio. Enquanto a
cooperatividade do sistema é dada pela inclinagdo da curva forga versus
concentracdo de ions cdlcio, a quantidade de calcio necessaria para se obter 50
% da forca maxima nos fornece a sensibilidade do sistema contrétil a este ion. A
exposicdo do sistema contratil ao anetol ndo alterou a sensibilidade do sistema
contréatil ao célcio ou a cooperatividade do mesmo (fig. 19). Estes dados sugerem
que a afinidade da troponina C pelo célcio n&o foi alterada pelo anetol. A
interacdo da cabega da miosina, os outros fatores relacionados com a
cooperatividade do sistema troponina—tropomiosina e os estados de forte ligagao
da miosina com a actina também nao foram modificados.

Em fibras permeabilizadas com saponina e que tiveram o reticulo
sarcoplasmatico carregados com ion célcio, o ion perclorato induziu contrago
muscular por induzir provavelmente a liberagéo deste ion nesta organela (fig. 18).

Como nestas preparagbes o potencial transmembrana ndo € mantido, pois a
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saponina ao reagir com grupamentos de colesterol da membrana, faz com que a
mesma perca suas propriedades seletivas (LAUNIKOS e STEPHENSON, 1997),
a possibilidade de que o ion perclorato venha a ativar os receptores
dihidropiridinicos € pouco provavel. Assim, € possivel que este anion venha atuar
no receptor rianodinico. Efeitos semelhantes foram obtidos em estudos onde se
empregaram vesiculas isoladas de cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico
(YANO et al, 1995). Estes autores verificam que o perclorato, guando empregado
em concentragbes acima de 10 mM, foi capaz de induzir a liberagado de ions
calcio. Verificou-se que em RIR incorporados em bicamada lipidica o perclorato
aumentou a probabilidade de abertura dos mesmos. Estes dados sugerem que
este anion pdssa atuar diretamente no reticulo sarcoplasmatico. Visto que a
interagéo dos receptores DHP / RIiR é realizada em ambas as dire¢des (BERS e
FILL, 1998; MARXS et al, 1998, CSERNOCH et al, 1999), a possibilidade de o
perclorato atuar diretamente nos receptores RiR n&o pode ser afastada.

Pelo exposto, percebe-se que ndo ha conclusbes possiveis porque o

mecanismo de contracdo muscular ainda nao esta completamente elucidado.
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