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Resumo

TICIANELL, J. G. Efeito da Administracdo do Fosfato de Potdssio na Concentracdo
Sérica de Cdlcio em Ratos (in vivo), FEELT-UFU, Uberlandia, 2007, 133p.

O fosfato inorgdnico estd fortemente associado com a debilidade do mecanismo
contritil, devido a sua atratividade com os fons cdlcio liberados pelo reticulo
sarcoplasmatico e a formacdo do fosfato de cilcio. Os estudos experimentais
relacionados ao efeito do fosfato inorginico reagindo com os fons cdlcio, geralmente
sao realizados in vitro, ou seja, com reagdes que poderiam omitir substincias que
interferem nas condicdes in vivo durante a contragdo muscular. Ainda é necessario
observar se a alta concentracio do fosfato inorgénico conduz a precipitagdo do fosfato
de calcio e se estas reagdes podem ser verificadas in vivo, assim como, apresentar uma
metodologia que permita a sua reprodutibilidade para futuros projetos de pesquisa que
possam associar se esta precipitagdo afeta, ou ndo, a contragdo muscular. Este trabalho
tem como objetivo avaliar se o fosfato inorgénico, induzido através da injecdo de
fosfato de potdssio em animais vivos, causa precipitacdo com o cdlcio sérico, gerando o
produto insolivel denominado fosfato de célcio e, qual quantidade ideal a ser injetada
para que tal precipitac@o ocorra efetivamente. O protocolo utilizado nesse procedimento
constou da utilizacdo de injecdo de fosfato de potdssio, via intraperitoneal, em ratos
Wistar separados aleatoriamente e distribuidos em sete grupos iguais de sete animais,

onde o Grupo I foi denominado de controle e injetado 0,5 ml de soro fisiologico (NaCl
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0,9%) e os Grupos II a VII com as seguintes doses, respectivamente: 0,5, 1,5, 2,5, 5,0,
7,5 g e 10,0 mg/kg. Ap6s 10 minutos da injecdo de fosfato de potassio, o sangue foi
coletado da veia cava inferior e submetido a avaliacdo bioquimica da creatinina, uréia,
célcio e fosfato. Os resultados demonstraram que apds a andlise de regressdo, nenhum
dos modelos foi estatisticamente significativo (p < 0,05) para representar alguma
variagdo de uréia e da creatinina em funcdo das variacdes das doses de fosfato
inorginico. Em relagdo ao fosfato inorgénico, o modelo sigmoidal de quatro parametros
apresenta um excelente grau de ajuste aos dados e com diferenca estatisticamente
significante entre as doses de fosfato de potéssio (p<0,0147). O célcio sérico apresentou
diferenca estatisticamente significante (p<0,0069) entre o tratamento controle e o
tratamento que corresponde a aplicacdo de 5,0 mg/kg de fosfato potédssio. A partir desse
valor hd uma tendéncia a estabiliza¢do da resposta apresentada, onde ndo encontramos
diferencas estatisticamente significante entre as doses de fosfato de potdssio. Com estes
resultados podemos concluir que o fosfato de potdssio € uma substincia capaz de causar
precipitacdo de calcio sérico sem qualquer lesdo nos animais e que a quantidade ideal de
fosfato de potdssio a ser injetada para aumento da concentragdo de fosfato inorganico e
diminuicdo do célcio sérico € de 5,0 mg/kg, sendo que doses superiores ou inferiores
ndo apresentam efeitos na concentragdo de calcio sérico devido a sua precipitagdo com

o fosfato inorgénico.

Palavras-chave:

fosfato inorganico, ions célcio, fosfato de cilcio, contracdo muscular
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Abstract

TICIANELL, J. G. Effect of the Administration of the Potassium Phosphate in the
Calcium Serum Concentration in Rats (in vivo), FEELT-UFU, Uberlandia, 2007, 133p.

The evidences demonstrate that the inorganic phosphate increase is strongly associated
with the weakness of the contractile mechanism, due to attractiveness with the ion
calcium liberated by the sarcoplasmic reticulum and the formation of the calcium
phosphate. Experimental studies related to the effect of the inorganic phosphate reacting
with ion calcium, usually in vitro are accomplished, in other words, with reactions that
could omit substances with interfere in the conditions in vivo during the muscular
contraction. It is still necessary to observe the high concentration of inorganic phosphate
drives the precipitation of calcium phosphate and if these reactions can be verified in
vivo, as well as, to present a methodology that allows reproductibility for futures
research projects that can associate this precipitation affects, or can not, the muscular
contraction. This study order to evaluated the inorganic phosphate, induced through the
injection of potassium phosphate in vivo, it causes precipitation with the calcium serum,
generating the product denominated insoluble phosphate of calcium and, which ideal
amount to be injected indeed for such a precipitation to happen in vivo. The protocol
used in that procedure consisted of the use of intraperitoneal injection of potassium
phosphate, in rats Wistar separated randon and equal distributed in seven groups of
seven animals, where the Group I was denominated of control and injected 0,5 ml of
physiologic solution (NaCl 0,9%) and the Groups II to VII with the following doses,
respectively: 0,5, 1,5, 2,5, 5,0, 7,5 g e 10,0 mg/kg. After the injection of potassium
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phosphate, the blood was collected of the inferior cava vein and submitted the
biochemical evaluation of the creatinin, urea, calcium and inorganic phosphate. The
results demonstrated that after to the regression of analysis, none of the models was
significant statistically (p<0,05) to represent some urea variation and of the creatinin in
function of the variations of the doses of inorganic phosphate. In relation to the
inorganic phosphate, the model sigmoidal of four parameters presents an excellent
adjustment degree to the data and with difference significant statistically among the
doses of potassium phosphate (p<0,0147). The calcium serum presented difference
significant statistically (p<0,0069) among the treatment it controls and the treatment
that corresponds to the application of 5,0 mg/kg of phosphate potassium. From of that
value there is a tendency to the stabilization of the presented answer, where we didn't
find differences significant statistically among the doses of potassium phosphate. With
these results we can conclude that the potassium phosphate is a substance capable to
cause precipitation of calcium serum without any lesion in the animals and that the ideal
amount of potassium phosphate to be injected for increase of the concentration of
inorganic phosphate and decrease of the calcium serum is of 5,0 mg/kg, and you dose
superiors or inferior don't present effects in the concentration of calcium serum due to

precipitation with the inorganic phosphate.

Keywords:

inorganic phosphate, ion calcium, calcium phosphate, muscular contraction
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Capitulo 1
Introducao

Os musculos sdo 6rgios ativos do movimento, possuem a capacidade de contrair
e relaxar e transmitem movimentos aos 0ssos sobre os quais se inserem. Eles também
sdo responsdveis pelo funcionamento de diversos Orgdos internos como o tubo
digestério, a bexiga, o utero, os vasos sanguineos € outros que possuem agdes
importantes para manutenc¢do das atividades vitais.

Através do mecanismo contritil ocorrem acdes digestdrias, locomocgao, funcoes
cardiacas, movimentos oculares, fonacdo, degluticdo, respiragcdo, transporte de células
sanguineas, entre tantas outras e, por serem atividades que consideramos usuais, como
pegar um copo, andar, subir ou descer uma escada, ndo imaginamos quantas reacdes
quimicas estdo ocorrendo intrinsecamente para realizacdo desta chamada simples acéo.

Por isso mesmo, ao longo dos anos, inimeros questionamentos, vdrias teorias e
aplicagdes clinicas foram utilizadas para explicagdo dos mecanismos bioquimico,
fisiologico e mecanico da contragdo muscular. Com o avango das metodologias nas
pesquisas cientificas, muitas explicacdes estdo emergindo para suprimir alguns

questionamentos e preencher algumas lacunas sobre este processo.

Mesmo diante de avancos metodoldgicos, algumas questdes ainda precisam ser
respondidas, pois as contragdes musculares sio resultados dos processos bioquimicos
que interferem nos processos fisiologicos de produgdo de movimento ou forca. Estes

processos necessitam ser discutidos e compreendidos. Defini¢cdes precisam ser refeitas e



atualizadas, para assuntos tdo polémicos quanto, por exemplo, a fadiga e a dor
muscular.

N

Os conhecimentos sobre as alteracdes metabdlicas relacionadas a contracdo
podem prevenir ou solucionar patologias como o infarto, mialgias, paralisias, distrofias
entre outras. Ao longo dos anos, diversos pesquisadores de varios campos das ciéncias,
estdo detectando outras substincias que influenciam diretamente no processo de
contracdo muscular, assim como, ter permitido uma revisdo sobre conceitos cldssicos

relacionados a analise da atividade muscular.

1.1 Motivacao

Desde Berzelius em 1808, e sua descoberta de uma elevada concentragio de acido
latico muscular; passando por Von Muralt em 1950, com as distingdes das quatro
diferentes etapas do desenvolvimento da quimica muscular: fase pré-latica, latica,
fosforilagdo e miosina; até culminar em Fletcher e Hopkins em 1907, que praticamente
deu inicio a era do acido latico [BROOKS et al., 2001; GLADDEN, 2004], o musculo
deixou, paulatinamente, de ser encarado apenas como uma massa de carne comandada
pela vontade e assumiu fun¢des de grande importancia para o nosso metabolismo. Suas
estruturas passaram a ser estudadas minuciosamente e setorialmente e, entdo, a serem
encarados como fontes de produgdo de energia para as vdrias atividades, das mais

simples as mais complexas.

Esta mudanga de visdo sobre a morfologia e a fun¢do muscular, s6 foi possivel
devido a evolugdo de varias areas do conhecimento como a bioquimica, histologia,
fisiologia e, atualmente, a tecnologia, que permite o fornecimento de informag¢des mais
confidveis na inspe¢do, mensuracio da forca, avaliagdo de lesdes, exames pré-clinicos,

entre outras.

Sensagdes como o cansago, falta de energia, incapacidade, fraqueza muscular, sdo
bastante conhecidos, mas poucos conseguem supor os eventos bioquimicos que ocorrem
dentro do campo da biologia molecular e que levam a uma debilidade muscular. Esta
dificuldade de interpretagdo dificulta a defini¢do dos processos fisioldgicos associados

com a deficiéncia do processo de contragdo muscular.



Ao longo dos anos, vdrias substancias (dcido latico, fons hidrogénio - ion
hydrogen - H*, fons magnésio - ion magnesium - Mg”*, fons sédio - ion sodium - Na*,
fons potdssio - ion potassium - K*, entre outros) foram relacionadas com os processos
contrateis ou aos potenciais de acfo. Atualmente, as evidéncias demonstram que o
aumento do fosfato inorgéanico (inorganic phosphate - Pi), estd fortemente associado
com a contracdo muscular [BOSE et al., 2003; HE et al., 2003; DEBOLD et al., 2004;
HINKEN et al., 2004]. Isto decorre devido a sua atratividade com os ions calcio (ion
calcium - Ca") liberado pelo reticulo sarcoplasmatico (reticulum sarcoplasmic - RS) e a

formacao do fosfato de célcio (calcium phosphate - CaPi).

A contragdo de um misculo esquelético € iniciada por uma seqiiéncia de
potenciais de acdo que se propagam no tubulo transverso causando despolarizagdo e
ativando canais de liberagdo na cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico,
denominados de receptores de rianodina (ryanodine receptor - RyR), no qual liberam
fons cdlcio para a ativagdo do mecanismo contratil [BALOG et al., 1999; BERRIDGE
et al., 2000; MACINTOSH, 2003].

A energia necessdria para o processo, envolvendo uma unidade contritil, é
derivada da hidrélise da Adenosina Trifosfato (adenosine triphosphate - ATP), fazendo-
a um item crucial para a contra¢cdo muscular, devendo ser mantida em altos niveis. A
rapida ressintese da ATP, durante atividade aerdbica ou anaerdbica, € conseguida pela
enzima creatina quinase (creatine kinase - CK) e a fosfocreatina (phosphocreatine - PC),
0s quais, também estdo presentes em altas concentracdes no musculo (40 mM) [FITTS,

1994; ALLEN et al., 1995].

Como a ATP € hidrolizada em Adenosina Difosfato (adenosine diphosphate -
ADP) e Fosfato Inorganico (Pi), a PC doa seu fosfato para a ADP para ressintetizar a
ATP e assim a concentragdo de Pi, resultante das hidrélises dentro do citoplasma, pode
alcancar niveis altos (30 mM) [BALOG et al., 2000; DAHLSTEDT et al., 2000; VAN
DER VELDEN et al., 2001; TESI et al., 2002; DEBOLD, 2004; HINKEN et al., 2004].

O efeito inibitdrio do Pi sobre a ativagdo da forca pelo Ca® na contracdo tem sido
bastante estudado ao longo dos anos [BOSE et al., 2003; HE et al., 2003; DEBOLD et
al., 2004; HINKEN et al., 2004], mas outros efeitos do Pi ainda devem ser esclarecidos.



Fryer et al. [1995] foi o primeiro a sugerir que o Pi pudesse entrar no reticulo
sarcoplasmdtico e precipitar o Ca**, formando uma substincia insolivel denominada
fosfato de cdlcio. Dessa maneira, reduzindo rapidamente a quantidade de fons calcio
liberada [ALLEN et al., 2001] e contribuindo com a fadiga muscular [ALLEN et al.,
1995]. Evidentemente, o Pi pode entrar passivamente no reticulo sarcoplasmético
[POSTERINO et al., 1998], possivelmente por uma condutincia dos canais de ions

cloro (ion chlorite - C1°) que conduz Pi [LAVER et al., 2004].

Um possivel questionamento sobre os resultados dos estudos anteriores,
. . . . 2. , . .
relacionados ao efeito do Pi reagindo com o Ca™, é que os estudos experimentais
geralmente sdo realizados in vitro, ou seja, com reagcdes que poderiam omitir

substancias que agem/interferem nas condi¢des in vivo durante a contracdo muscular.

Omitindo estas reacdes metabodlicas, poderemos considerar que os resultados sdo
limitados em algumas regides. Isto também foi observado por Fryer et al. [1995], onde
considera que a omissdo de algumas reagdes em alguns experimentos ndo permite
demonstrar se a reducdo da forga foi somente devido a precipitagdo de CaPi, dentro do
reticulo sarcoplasmético, ou pela perda de Ca®* pelo RS. Isto ocorre porque o Pi
citoplasmatico também apresenta a probabilidade de aumentar a abertura de receptores
de RyR existentes na bicamada lipidica, sugestionando que o Pi pode, também, causar a
liberagio de Ca™ pelo RS através do receptor de rianodina [FRUENS et al., 1994;
BALOG et al., 2000].

Atualmente, é desconhecido se as contragdes tetdnicas sdo afetadas por uma
redugdo do Ca® devido 2 formagdo do CaPi dentro do RS [DUTKA et al., 2005]. E
possivel que a for¢ca muscular possa ndo ser afetada por uma reducdo significativa do
Ca” disponivel no RS, pois o contetido endégeno de célcio dentro do RS Ca®* (~ 1.1
mmol/l) pode ser bem maior do que o necessario para ativar completamente o aparelho
contratil [FRYER et al., 1996; OWEN et al., 1997]. Por outro lado, a presenca de
qualquer quantidade de CaPi dentro do RS poderia causar uma reducio do potencial de
acdo induzido pela quantidade diminuta de Ca® [DUTKA et al., 2005].

Desta maneira, ainda é necessario observar se a alta concentracdo de Pi conduz a
uma ligacdo quimica com o célcio e se esta reacdo pode ser verificada in vivo, assim

como, apresentar uma metodologia que permita a sua reprodutibilidade para futuros



projetos de pesquisa que possam associar se esta precipitagdo afeta, ou ndo, a contracio

muscular.

1.2 Hipotese

Nesta pesquisa, concebemos a hipdtese de que o aumento da concentracio sérica
de fosfato inorganico, induzida por diferentes doses de fosfato de potassio, poderia

influenciar na concentrag@o sérica de cdlcio.

1.3 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo verificar se o fosfato inorgénico, induzido
através da injecdo de fosfato de potdssio em animais vivos, causa precipitacdo com o
célcio sérico e, qual quantidade ideal a ser injetada para que tal precipitacdo ocorra

efetivamente.

Uma das principais conseqiiéncias deste estudo € fornecer uma padronizagdo de
um modelo experimental para avaliar a influéncia do fosfato inorginico sobre a

homeostasia do célcio na contragdo muscular in vivo.

Para que possamos comprovar os nossos objetivos, as seguintes metas devem ser

cumpridas:

e determinar a concentracdo de fosfato de potéssio suficiente para induzir a

formagdo do fosfato de célcio;

e analisar a alteracdo do célcio sérico em resposta a administracio do fosfato

de potéssio em ratos (in vivo);



1.4 Estrutura da Tese

No decorrer dos capitulos desta tese, poderdo ser observados os caminhos
seguidos para o cumprimento das metas descritas, bem como do objetivo maior do

trabalho. Estruturalmente, este texto estd dividido da seguinte forma:

e Capitulo 1: apresentacdo da motivagcdo, dos objetivos e da estrutura do

trabalho;

 Capitulo 2: apresentacdo das substincias séricas: fosfato inorganico, célcio,
creatinina e uréia, concentracdes, processo de absor¢do, distribuicdo e excrecdo e as

suas associa¢des com a contracdo muscular;

* Capitulo 3: apresentacio da bioquimica celular, descrevendo sobre as
enzimas, a ATP, a relacdo entre a creatinina e a contracdo muscular, os sistemas de

produgdo de energia e o controle metabdlico;

e Capitulo 4: faz-se uma apresentacdo das bases fisioldgicas do processo de
contracdo muscular e as estruturas envolvidas, como as fibras musculares e os tipos de
contracdo, da relacdo do cdlcio e do fosfato inorginico com a contragdo muscular, assim

como do processo de precipitacido na formacgado do fosfato de célcio;

 Capitulo 5: a apresentacdo do trabalho de forma detalhada, assim como as
descri¢cdes metodoldgicas, os sujeitos da pesquisa, 0os equipamentos, o procedimento

cirtirgico e os reagentes;

* Capitulo 6: apresentacdo dos resultados coletados da anélise bioquimica da
concentragdo sérica do cdlcio, fosfato, uréia e creatinina;

* Capitulo 7: apresentacdo da discussdo dos resultados;

e Capitulo 8: conclusdes finais deste trabalho e sugestdes para trabalhos

futuros que possam ser realizados.



Capitulo 2

Substancias Séricas

O sangue é um fluido que circula pelo coracdo, artérias, veias e capilares e que
tem como fun¢do a manutencdo da vida do organismo, através do transporte constante
de nutrientes. Estes elementos nutritivos s@o constituidos de proteinas, carboidratos,
gorduras, sais minerais, dgua e vitaminas. Possui também a funcido de transportar
oxigénio para as células corporais e servir de meio para que elementos de excrecdo
possam ser eliminados adequadamente.

O sangue é composto de uma parte liquida, denominada plasma e de elementos
figurados que sdo os globulos sanguineos e as plaquetas. O plasma sanguineo é
composto de 90% de dgua e 10% de solutos. Nele estd dissolvido, ou suspenso, uma
grande variedade de proteinas, lipoproteinas, nutrientes, metabdlitos, produtos residuais,
fons orgénicos, fons inorgdnicos e hormdnios. Os gldbulos sanguineos se dividem em
hemadceas (eritrécitos), células anucleadas contendo hemoglobina e leucécitos, células
nucleadas responsdveis pela defesa organica, sendo formada pelos neutréfilos, basdfilos,
eosindfilos, mondcitos e linfocitos. As plaquetas ou megacaridticos sdo fragmentos
citoplasmaticos de células da medula éssea implicadas diretamente no processo de

coagulacio sanguinea.



Os fons e solutos no plasma sanguineo sdo componentes nao fixos, pois estdo em
constante fluxo entre o sangue e os varios tecidos. A captacdo de fons inorginicos da
dieta é, em geral, contrabalancada pela excrecdo da urina.

Para muito dos componentes do sangue, quando um equilibrio estaciondrio é
alcancado, a concentracdo dos componentes varia pouco, embora ocorra um fluxo
continuo do trato intestinal, sangue e urina. Uma grande variag¢do nos niveis séricos dos
fons inorganicos pode resultar em doenca grave ou morte. Dessa maneira, os rins
desempenham um papel essencial para a manutencdo do equilibrio idnico, servindo
como filtro seletivo que permite que os produtos residuais e o excesso de fons passem
do sangue para a urina, enquanto evita a perda de nutrientes essenciais e dos fons [VAN
DER VELDEN et al., 2001].

No sangue, vdrios fons inorganicos como Na*, K*, Mg**, CI', fons zinco (ion zinc
- Zn"), fons ferro (ion iron - Fe2+), ions manganés (ion manganese - Mn2+), entre outros,
sdo importantes para o metabolismo e, neste trabalho, destacaremos o fosfato
inorgénico, o célcio e as substancias séricas: creatinina e a uréia.

A andlise bioquimica do fosfato inorginico e do calcio teve como objetivo
verificar se 0 aumento da concentragdo sérica do fosfato inorganico estava relacionado
com a diminuicdo da concentragdo sérica do célcio, pois para o processo de contracio
muscular, que serd especificado nos proximos capitulos, estes fons terdo influéncia
fisiologica.

A andlise bioquimica da uréia e da creatinina sérica teve como objetivo verificar a
integridade metabdlica, pois as alteragdes nesses pardmetros sdo indicadores diretos do
funcionamento normal do sistema urindrio e do metabolismo protéico que poderiam
diretamente influenciar os resultados desse trabalho. O aumento na concentragdo de
uréia e da creatinina no plasma é indicador de uma variedade de doencas renais, com

diferentes lesdes glomerular, tubular ou vascular [GRANOUILET et al., 1996].

2.1 Fosfato Inorganico

O fosfato inorganico (Pi) € um nutriente essencial no metabolismo celular e

mineralizacdo do esqueleto. O organismo de um adulto contém de 500 a 600 g de



fésforo (medido como fosfato inorganico) amplamente distribuido. E o sexto elemento
mais abundante e o principal dnion do meio intracelular, sendo os seus papéis biolégicos
vinculados a (1) resisténcia estrutural do osso quando estd associado ao calcio na forma
de hidroxiapatita; (2) atuacdo como agente essencial no metabolismo energético (em
ligacdes fosfato de alta energia) e no metabolismo dos carboidratos e gorduras; (3)
regulacdo da atividade de algumas enzimas; e (4) regulacio do transporte do oxigénio

através do 2,3-difosfoglicerato eritrocitario [VAN DER VELDEN et al., 2001].

Para realizar as fungdes descritas acima, os sistemas de transporte evoluiram para
permitir a transferéncia eficiente dos anions de Pi através da membrana. O Pi ingerido é
absorvido pelo intestino, depositado no osso e filtrado pelo rim, onde € reabsorvido ou
excretado em quantidades determinadas pelas exigéncias especificas do organismo. O
rim € o maior regulador da homeostase do Pi e pode aumentar ou diminuir sua

capacidade de reabsorcdo de acordo com as necessidades [TENENHOUSE, 2007].

As reagdes de transferéncia de fosfato, enzimaticamente catalizadas, sio
numerosas e vitais no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas. Ele atua em
todas as células, tecidos e drgdos porque faz parte da constituicio das membranas
celulares e das organelas na forma de fosfolipideos. Nas hemacias tem formacao no 2-3
difosfoglicerato e, finalmente, compde a adenosina trifosfato, um nucleotideo que

participa de todas as reacdes bioquimicas dependentes de energia [BOSE et al., 2003].

O Pi desempenha papel importante no metabolismo do cdlcio e nas reagdes do
equilibrio 4cido-bdsico por fazer parte de um importante sistema tampao. Nos 0ssos,
desempenha fung¢des cruciais no desempenho das atividades osteobldstica e
osteocldstica. Sais de fosfato sdo importantes tampdes do fluido intracelular e nos rins
desempenham importante funcido na excre¢do dos fons hidrogénio [BARTHEL et al.,
2007].

No liquido extracelular e no potencial de hidrogénio (potential hydrogen — pH)
fisiologico, a maior parte do fosfato inorgdnico se apresenta na forma inorganica
monovalente (H,PO’4, diidrogenofosfato) e divalente (HP02'4, hidrogenofosfato). As
quantidades relativas dos dois fons fosfato sdo dependentes do pH. Em pH 7,4, o

coeficiente de diidrogeno fosfato/hidrogenofosfato é de 4:1. Devido ao efeito do pH



sobre as concentracdes relativas das duas espécies de fosfato, o fosfato inorgénico

sérico deve ser expresso em mg/dL. [GRANOUILET et al., 1996].

A concentracgdo sérica de fosfato inorginico no adulto normal varia de 2,7 a 4,5
mg/dL (0,9 a 1,5 mEqg/l) e na crianca de 4,0 a 7,1 mg/dL (1,3 a 2,3 mEq/l). Mais da
metade deste fosfato inorginico se encontra na forma ionizada, estando o restante
precipitado com o cdlcio, sédio, magnésio (37%) e com as proteinas plasmadticas (5 a

10%) [HENRY, 1999; TENENHOUSE, 2007].

2.1.1 Absorcao — Distribuicio - Excrecao

A concentragdo de fosfato inorginico é regulada pelos tibulos renais onde
apresentam transporte maximo normal para a absor¢do de cerca de 0,1 mmol/min. Dessa
maneira, uma quantidade menor de Pi serd reabsorvida e uma quantidade maior serd
excretada [LAROCHE, 2001]. A absorcdo do Pi estd vinculada com as condicdes de
aumento das necessidades que ocorrem durante o crescimento da crianga, na gravidez e
na lactagdo. O meio 4cido do estomago (pH: 2) e da maior parte do intestino delgado
(pH: 8) desempenha importante papel na solubilidade e biodisponibilidade do fosfato
inorgdnico, pois, somente sdo absorvidos os sais soliveis. Quando o pH estd elevado,
formam-se sais insoluveis de fosfato inorginico que s@o eliminados pelas fezes

[HENRY, 1999].

A maior parte do fosfato inorganico absorvido a partir do intestino do adulto é
excretada na urina. Isto € equivalente a aproximadamente de 0,35 a 1,0g do fosfato
inorgénico didrio.

A absorcdo intestinal é feita por transporte ativo e a presenca de grandes
quantidades de cdlcio ou aluminio promove a formacdo de fosfato insolivel que é
excretado nas fezes. A vitamina D estimula diretamente a absorcdo intestinal, sendo que
a concentragdo de fosfato inorgdnico no plasma € inversamente relacionada com a
atividade da vitamina D, ou seja, quanto maior for a sua atividade, menor é a

concentra¢do de fosfato inorgénico no plasma.
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A redugido de fosfato inorganico no sangue promove um aumento na concentracio
de célcio sérico, o que dificulta a deposicao de sais de calcio nos 0ssos e um aumento de

Pi no sangue facilita a deposi¢do 6ssea do célcio [TENENHOUSE, 2007].

2.2 Calcio

O célcio é o quinto elemento mineral mais abundante do corpo humano.
Aproximadamente, 98% dos 1.000 a 1.200 gramas de calcio no adulto estdo no
esqueleto e o restante estd presente no liquido extracelular e nos tecidos, principalmente
nos musculos esqueléticos [BERRIDGE et al., 2003]. Tem um papel vital nos processos
fisiologicos bdsicos como a coagulagdo sanguinea, conducdo neuromuscular, na
excitabilidade do musculo esquelético e cardiaco, na sintese glandular, na regulacio das
glandulas exdcrinas e enddcrinas, na preservacio da integridade da membrana celular e
na permeabilidade dos fons sédio e potdssio.

No sangue, o célcio estd presente no plasma, sendo o seu gradiente extracelular a
intracelular da ordem de 10*:1. A concentragdo intracelular baixa ¢ mantida pela bomba
ionica e pelo seu mecanismo de troca. A calmodulina, um receptor de calcio
intracelular, tem um importante papel no processo de manutengdo da concentragdo intra
e extracelular [MORIMOTO et al., 1997].

Fora da célula, o célcio sérico estda mantido dentro de uma faixa estreita de
aproximadamente 9,0 a 10,0 mg/dL. No soro, o célcio existe de trés formas distintas: (1)
célcio livre e ionizado, que € a forma fisiologicamente ativa e responsdvel por
aproximadamente 50% do cdlcio total; (2) cerca de 5% esta precipitado com uma
variedade de anions e (3) 45% restante estdo ligados as proteinas plasmaticas, como a
albumina e a globulina [GRANOUILET et al., 1996].

As distribuicdes relativas das trés formas sdo alteradas como resultado da
mudanca de pH dos fluidos extracelulares, sendo que o meio acido promove um

aumento do cdlcio ionizado e a alcalose promove um declinio na concentracao.
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2.2.1 Absorcao — Distribuicio - Excrecao

O célcio € absorvido por um processo de transporte ativo que ocorre no duodeno
e no jejuno superior. O maior estimulo de absorcdo € a vitamina D. A absorcdo é
aumentada pelo horménio do crescimento, pelo meio dcido dos intestinos e pela dieta

aumentada de proteinas.

A estimativa de excrecdo didria de célcio pela transpiragdo varia amplamente de
15 mg a mais de 100 mg. A perda pode exceder este limite durante condigGes
ambientais extremas. A maior perda liquida de célcio é pela excre¢do urindria que
corresponde de 50 a 200 mg por dia, dependendo do consumo didrio na alimentacdo. A
excrecdo do cdlcio urindrio é aumentada por hipercalcemia, caréncia de fosfato, acidose
e glicocorticoides. A excrecdo urindria é diminuida pelo hormdnio paratireoidiano e

certos diuréticos [BERRIDGE et al., 2000; MULLER et al., 2004].

A manutengdo da homeostase do cdlcio envolve a participacdo do intestino
delgado, dos rins e do esqueleto, sendo regulada por védrios hormonios envolvidos no
metabolismo do cdlcio, dentre eles o hormo6nio paratireoidiano, o hormoénio derivado no
metabolismo renal de vitamina Ds3;, o 1,25 — didroxicolecalciferol e a calcitonina

[CAMPBELL, 2005; BARTHEL et al., 2007].

2.2.2 Vitamina D

A vitamina D € uma designagdo genérica para um grupo de esterdides
estruturalmente semelhantes e soliiveis em gordura, vdrios dos quais sdo vitalmente
importantes no metabolismo do cdlcio e do fosfato inorganico. Alguns destes esterdides
sao denominados como pré-vitaminas, porque podem se transformar em compostos

fisiologicamente ativos pela irradiacdo com luz ultra-violeta.

As duas vitaminas mais importantes sdo a vitamina D,, ou ergosterol, e a vitamina
D3 ou colicalciferol. Aproximadamente 94% das vitaminas D, e D3 no plasma estio
ligadas a uma globulina sérica alfa. O excesso de vitamina D pode ser armazenado nos
tecidos, metabolizada em produtos inativos ou excretada na bile [BARTHEL et al.,,

2007].
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2.2.2.1 Efeito da Vitamina D sobre Absorcao de Calcio

A vitamina D contribui significativamente para a absor¢do de célcio pelo tubo
intestinal, assim como, para a deposi¢do e reabsor¢do Gssea. Para realizar esta funcdo, a
vitamina D deve, inicialmente, ser convertida no produto final ativo 1,25-
diidroxicolecalciferol, também denominado 1,25(OH),-D;, através de uma série de
reacoes no figado e no rim [HALHALI et al., 2007].

O 1,25-diidroxicolecalciferol funciona como um hormdnio promovendo a
absorcdo intestinal de célcio. Exerce este efeito ao aumentar, durante um periodo de 2
dias, a formacdo da proteina de ligacdo nas células epiteliais intestinais. Esta proteina
atua na borda em escova das células epiteliais intestinais, transportando célcio para o
interior do citoplasma. A velocidade de absorcdo é diretamente proporcional a
quantidade dessa proteina de ligacdo [BARTHEL et al., 2007].

A proteina de ligacdo permanece nas células durante varias semanas apds a
remocdo do 1,25-diidroxicolecalciferol do organismo, causando um efeito prolongado

sobre a absor¢do de calcio [VAN DE GRAAF et al., 2004].

2.2.2.2 Efeito da Vitamina D sobre Absorcao de Fosfato Inorgénico

A acdo da vitamina D sobre o fosfato inorganico esta relacionada pelo aumento
do fluxo através do epitélio gastrointestinal. Esta acdo pode ocorrer por efeito direto ou
indireto do 1,25-diidroxicolecalciferol, através da acdo desse hormonio sobre a absor¢cao
de célcio, que atua, por sua vez, como mediador do transporte do fosfato inorgénico

[BARTHEL et al., 2007].

2.2.3 Calcitonina

A calcitonina (calcitonin - CT) é um hormdnio peptidico produzido e secretado
por células C especializadas (células parafoliculares) nos lobos laterais da glandula

tire6ide [LAMPRECHT et al., 2004].

A CT atua na redugdo das concentragdes plasmaticas de cdlcio por duas maneiras

distintas: (1) o efeito imediato consiste em diminuir a atividade absortiva dos
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osteoclastos e, provavelmente, também o efeito osteolitico em todo osso, com o
conseqiiente desvio do equilibrio em favor da deposi¢do de cdlcio no compartimento
rapidamente permutdvel de sais de cdlcio do osso; (2) um efeito mais prolongado
consiste em diminuir a formagdo de novos osteoclastos. Além disso, como a reabsorcéo
osteoclastica do osso leva secundariamente a atividade osteobldstica, a diminui¢do do
nimero de osteoclastos é seguida por numeros diminuidos de osteoblastos

[YAMAGUCHL 2000; IKEGAME et al., 2004].

A calcitonina também exerce efeitos menores sobre o processamento do célcio
nos tibulos renais e no tubo intestinal, possuindo, neste caso, efeitos opostos aos
hormdnios paratiredideos, que tem como funcio fisiologica de regular a concentragdo

do célcio ionizado sérico através do controle da absor¢ao e excrecao.

A CT exerce um efeito muito fraco sobre a concentragdo plasmética de célcio no
adulto. Existem duas razdes para isso. Em primeiro lugar, qualquer redugdo inicial da
concentracdo de fons célcio causada pela calcitonina leva, dentro de poucas horas, a um
estimulo da secrecdo de hormdnios paratiredideos que sobrepuja quase por completo o
efeito da calcitonina; em segundo lugar, no adulto, a velocidade didria de absorc¢do e de
deposicdo de cdlcio € muito pequena, e até mesmo quando a velocidade de absor¢do é
reduzida e a deposi¢do € aumentada pela calcitonina, o efeito observado continua sendo

muito pequeno sobre a concentragdo plasmatica de fons calcio [MUFFA et al., 2004].

2.2.4 Hormonio Paratireoidiano

O horménio Paratireoidiano (parathormone - PTH) € secretado primariamente
como uma cadeia simples de polipeptidios formada de 84 aminodcidos. Ele € derivado
de um precursor maior demanda Pré - Pro PTH, de 115 aminoécidos, que é submetido a
duas divisdes sucessivas, ambas na seqiiéncia amino terminal, resultando primeiro em
um precursor, o ProPTH e depois no proprio horménio [CAMPBELL, 2005].

A funcio fisioldgica primaria do PTH € regular a concentrag¢do do célcio ionizada
nos fluidos extracelulares. A secrecdo do PTH causa uma elevagdo na concentracio do
célcio ionizado sérico e uma queda na concentracdo de fosfato inorganico, através do

controle da absor¢ado e excrecdo do cdlcio nos tibulos renais e no tubo digestorio.
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2.2.4.1 Efeito do Hormoénio Paratireoidiano na Absorcao de Calcio e Fosfato

Inorganico

O efeito mais conhecido do PTH € a reabsorcdo Ossea para restaurar a
concentracdo de cdlcio no fluido extracelular. A reabsor¢do éssea induzida pelo PTH é
mediada pela atividade aumentada dos osteoclastos. A conversdo aumentada das células
osteoprogenitoras em osteoclastos ocorre como conseqiiéncia de estimulos mais
prolongados do PTH.

Os efeitos adicionais do PTH no osso sdo a formacdo elevada da colagenase, que
degrada a matriz 6ssea e a degradacg@o elevada da substancia basica no osso. O resultado
final da acdo do PTH no osso € uma reabsorcdo verdadeira do osso e ndo simplesmente
a desmineralizacao [CAMPBELL, 2005].

Nos rins, o PTH estimula as reabsor¢des de sédio, fosfato inorgéanico, cdlcio e
fons de bicarbonato nos tibulos proximais e a reabsor¢do de célcio no tibulo distal. O
efeito liquido € uma elevacdo na concentragdo do calcio sérico, fosfatiria e acidose
metabdlica leve. A acdo do PTH no rim e no osso é mediada através da estimulagdo da
atividade da adenilciclase. Estes efeitos controlam mudangas no transporte de célcio e
fosfato inorgénico nos rins e nos 0ssos.

O efeito do PTH na absor¢do intestinal de célcio € indireto. O PTH estimula a
sintese renal do metabolismo ativo da vitamina D, 1,25-(OH),;D3, o qual, por sua vez
age como um regulador da absor¢do intestinal de calcio [BARTHEL et al., 2007].

O hormonio paratiredideo exerce dois efeitos distintos sobre o 0sso no sentido de
determinar a absor¢do de cdlcio e de fosfato inorganico. Um deles consiste numa fase
muito rdpida, que ocorre em minutos e resulta da ativacdo das células Osseas ja
existentes de modo a promover a absorcdo de cdlcio e de fosfato inorgdnico. A segunda
fase € muito mais lenta e necessita de varios dias ou até mesmo semanas para instalar-se
por completo, resultando na proliferacdo dos osteoclastos, seguida por aumento
pronunciado de reabsor¢do osteocldstica do préprio osso e ndo apenas da absorcdo de
sais de fosfato de calcio do osso [CAMPBELL, 2005].

Para a absorcdo do célcio, o PTH possui proteinas receptoras nas membranas
celulares dos osteoblastos e dos ostedcitos. O hormdnio tem capacidade de ativar a

bomba de célcio, causando, portanto, a remogdo rapida dos sais de fosfato de célcio dos
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cristais 6sseos amorfos que se localizam préximo as células. O PTH estimula a bomba,
aumentando a permeabilidade do lado da membrana osteocitica voltada para o liquido
osseo, permitindo, assim, a difusdo de fons célcio do liquido dsseo para as células da

membrana [ARMBRECHT et al., 2007].

2.2.4.2 Efeito do Hormonio Paratireoidiano na Excrecao de Calcio e Fosfato

Inorginico

A administracdo de hormodnio paratiredideo provoca perda rdpida e imediata de
fosfato inorginico na urina, devido a reducdo da reabsorcdo tubular proximal de ions
fosfato.

O hormonio paratiredideo aumenta a reabsorcdo tubular de célcio, a0 mesmo
tempo em que diminui a reabsor¢do de fosfato inorganico. Além disso, também aumenta
a velocidade de reabsor¢do dos fons magnésio e fons hidrogénios, enquanto diminui a
reabsorcdo de fons sodio, potdssio e aminoacidos da mesma forma que afeta o fosfato
inorganico [MAITI et al., 2007].

Nao fosse pelo efeito do horménio paratiredideo sobre os rins, no sentido de
aumentar a reabsor¢do de cdlcio, a perda continua de célcio na urina levaria

eventualmente a deplecdo desse mineral nos 0ssos.

2.3 Creatinina

A creatinina € um anidrido derivado da creatina. A creatina € sintetizada nos rins,
figado e pancreas e, a seguir, é transportada pelo sangue a outros tecidos e 6rgdos, como
musculos e cérebro onde ¢é fosforilada a fosfocreatina. A interconversdo entre
fosfocreatina e creatina é uma caracteristica do processo metabdlico da contracdo

muscular [MENDELSSOHN et al., 1999].
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2.3.1 Absorcao — Distribuicio - Excrecao

Entre 1% e 2% da creatina muscular sdo transformados por dia em creatinina,
sendo que esta concentragdo de creatinina endégena produzida é proporcional a massa
muscular e a atividade fisica, variando com a idade e o sexo. A excrecdo didria de
creatinina pode ser 10% a 30% maior como resultado da alimentagdio [GRANOUILET
et al., 1996].

A taxa de excrecio em qualquer pessoa, na auséncia de doenca renal, é
relativamente constante e estd correlacionada com a producdo endégena. A maior parte
das variacOes interindividuais da excrecdo de creatinina € atribuida essencialmente a

idade, ao sexo e a massa corporal magra.

Diferentemente da uréia, a creatinina praticamente ndo € reabsorvida, sendo que,
praticamente, toda a creatinina filtrada pela estrutura glomerular passa pelo sistema

tubular e € excretada pela urina [UCHIDA et al., 2002].

2.4 Uréia

A uréia € o principal produto metabdlico nitrogenado do catabolismo protéico nos
seres humanos, responsavel por mais de 75% do nitrogénio ndo-proteico excretado. A
biossintese da uréia, a partir da amdnia derivada do nitrogénio aminico, é executada

exclusivamente por enzimas hepdticas do ciclo da uréia [CORREIA et al., 2005].

O organismo forma diariamente, em média, 25 a 30g de uréia, podendo ser
atingida uma quantidade ainda maior em pessoas com dieta muito rica em proteinas e
menor nas pessoas que adotam dietas em baixo teor protéico [GRANOUILET et al.,

1996].

2.4.1 Absorcao — Distribuicio - Excrecao

Na condigdo fisioldgica, a uréia serd reabsorvida passivamente pelos tibulos

renais, pois devido ao seu tamanho diminuto, quando a dgua € reabsorvida, cerca de
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metade da uréia do filtrado glomerular sofre reabsor¢do passiva ao se difundir junto
com a dgua, enquanto que o restante passa para a urina.

A maior parte da uréia é excretada pelos rins, sendo que o restante ocorre através
de perdas do aparelho gastrointestinal e da pele. Num rim normal, 40 a 70% da uréia
altamente difusivel, movem-se passivamente para fora do tibulo renal e para dentro do

intersticio, reentrando no plasma [NAGAYA et al., 2006].

Os dois fatores principais que determinam a velocidade de excrecdo da uréia sdo:
(1) a concentracdo plasmatica de uréia e (2) a intensidade da filtracdo glomerular. Esses
fatores aumentam a excrecdo de uréia, principalmente pelo fato do volume de uréia que
penetra nos tubulos proximais € igual ao produto da concentragdo plasmatica de uréia
pela intensidade de filtracdo glomerular. Em geral, a quantidade de uréia que passa
pelos tibulos para a urina corresponde, em média, de 40 a 60% da carga de uréia que
penetra nos tibulos proximais, sendo esta concentracdo diminuida quando a fungédo

renal encontra-se irregular [LASKOW et al., 1990; CORREIA et al., 2005].

2.5 Conclusao

Neste capitulo, apresentamos algumas substincias que influenciam na contragio
muscular.

Estas substincias, em especial neste trabalho, a creatinina, o célcio, a uréia e o
fosfato inorganico, possuem vérias fungdes no metabolismo orginico e no processo de
contracdo muscular.

Nos préximos capitulos iremos abordar algumas reacdes fisioldgicas onde as
substancias acima estdo atuando, como: a clivagem da ATP e a acdo da creatinina e do

célcio na contragdo muscular.
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Capitulo 3

Atuacao das Substancias Séricas nos

Processos Fisiologicos da Contracao Muscular

O processo de contragdo muscular vai além da visdo macroscopica, cinética,
clinica ou patoldgica do processo. O entendimento da contracdo muscular passa pela
compreensdo bioquimica das substincias que estdo direta ou indiretamente envolvidas

no processo metabolico de producgio de energia e da contracdo muscular.

3.1 Enzimas

As enzimas s@o fundamentais nos processos fisioldgicos, pois catalisam todas as
reacdes metabodlicas e capacitam aos organismos a constru¢do de outras moléculas,
como as proteinas, dcidos nucléicos, carboidratos e lipidios que sdo necessdrias para a
vida [WEBB, 1993; TIPTON et al., 2000].

As enzimas pertencem a classe dos peptideos, pois sdo formadas por aminodcidos
ligados entre si por ligacdes peptidicas (Figura 3.1). Uma ligacdo peptidica € a unido do
grupo amino (-NH;) de um aminoédcido com o grupo carboxila (-COOH) de outro

aminoacido, através da formagao de uma amida [WEBB, 1993].
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Figura 3.1 — Liga¢do peptidica [Adaptado de BERG et al., 2004, p. 180].

As enzimas, catalizadores dos sistemas bioldgicos, sdo notaveis dispositivos
moleculares que determinam o perfil das transformagdes quimicas, assim como do
processo de transformagdo de uma energia em outra. As caracteristicas fundamentais de
uma enzima sdo o seu poder catalitico e a sua especificidade. Na auséncia das enzimas,
a maioria das reacdes quimicas ndo aconteceria ou ocorreriam em velocidades menores.
Dessa maneira, as atividades metabdlicas das células ndo funcionariam sem as enzimas,

inviabilizando a vida como conhecemos hoje [GALPERIN et al., 1998].

Uma enzima geralmente cataliza somente uma reagdo quimica ou um conjunto
de reagcdes estritamente relacionadas [HOCHACHKA, 1999]. Conforme
demonstrado na Figura 3.2, onde a enzima tripsina cliva especificamente com as
ligacdes arginina lisina, enquanto a trombina cliva especificamente as ligacdes

arginina glicina, demonstrando a seletividade enzimaética.

o Local de hidrolise
Arg
H
A )HﬂﬁN 2
" 7{\
H 0] R,

Local de hidrolise

Arg H Gl 0
B H
RN

H O H,

Figura 3.2 — Especificidade enzimdtica. (A) A tripsina cliva no lado carboxilico
de arginina e lisina, enquanto (B) a trombina cliva especificamente
ligagcoes Arg-Gli somente em certas seqiiéncias [Adaptado de BERG
etal., 2004, p. 203].
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As atividades cataliticas de muitas reagdes enzimdticas dependem da presenca de
pequenas moléculas denominadas co-fatores. Os co-fatores podem ser subdivididos em
dois grupos: metais e moléculas orginicas pequenas. Os co-fatores sdo na maioria fons
inorginicos, podendo também ser moléculas orgénicas, necessarias a ativacdo das
enzimas. Sem o co-fator, as enzimas sdo inativas [PALMER et al., 1992; LO CONTE et
al., 2000].

E importante observar que as enzimas sio importantes catalizadores e com esta
capacidade podem acelerar a velocidade de reacdes quimicas para frente e também a
reversdo do processo, mas nao tem a capacidade de alterar o produto, ou seja, as reacdes
poderiam levar um tempo consideravel para se chegar a um equilibrio sem a presenca de
enzimas adequadas [GEGENHEIMER, 2000].

O estudo da atividade enzimadtica é importante no entendimento da acdo muscular,
pois toda contragdo passa inevitavelmente por reagdes quimicas, por uma atividade onde
uma substancia ou substrato precisa se aderir a outra para formar um novo produto ou
para produzir energia. Quando descrevemos sobre energia, estamos comentando sobre a
principal atividade enzimdtica do organismo, pois a maioria das reacdes quimicas
existentes no processo energético corresponde a transferéncia de um grupamento
funcional, tal como o fosfato ou amo6nia, de um substrato para outro [TIPTON et al.,

2000].

As reacdes quimicas de producdo de energia possuem uma atividade metabdlica
muito alta e, mesmo em repouso, necessitam de uma grande quantidade de substratos

para a realizag@o do processo.

E importante compreendermos que algumas substancias, condi¢des de
temperatura ou alteracdes do pH, podem inibir as atividades enzimadticas, desta maneira,

diminuindo consideravelmente o processo quimico.

As atividades de muitas enzimas podem ser inibidas pela ligacio a pequenas
moléculas e fons especificos. Este modo de inibir a atividade enzimética serve como um
dos principais mecanismos de controle de sistemas biologicos. Muitos medicamentos e

agentes toxicos agem inibindo enzimas [LOW et al., 2000].

A inibicdo enzimadtica pode influenciar o processo de contracio muscular, pois

esta inibi¢do pode estar associada a auséncia de fosforilacdo para a produgdo de energia,
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principalmente devido a presenca de algumas substancias nocivas formadas pelo
metabolismo muscular e que podem aderir ao centro ativo de enzimas especificas,
inibindo ou diminuindo o processo de glicdlise ou a transferéncia de fosfato para a
producdo da ATP. Esta inibicdo deve ser levada em consideracdo, pois pode
comprometer imensamente o resultado de uma pesquisa ou de uma avaliagdo clinica, se
o voluntario/paciente estiver fazendo uso de algum medicamento que possa influenciar

a atividade enzimdtica [PANENIC et al., 1999].

No processo energético, as enzimas nucleosideos monofosfato cinases
(nucleoside monophosphatase kinase - NMP) possuem importante fungdo, pois
catalisam a transferéncia do fosfato terminal de um nucleotideo trifosfato, geralmente
ATP, para a fosforila de um nucleosideo monofosfato. Estas enzimas empregam a
catdlise por fon metalico mas, neste caso, o metal forma um complexo com o substrato
para acentuar a interacdo da enzima com o substrato [PALMER et al., 1992] (Figura

3.3).
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Figura 3.3 — Transferéncia de fosforila por nucleotideo monofosfato cinases [Adaptado de
BERG et al., 2004, p. 265].

Estudos cinéticos das NMP revelam que estas enzimas sdo essencialmente
. . N , o . . £t 2+
inativas na auséncia de fons metilicos divalentes, tais como o magnésio (Mg™") ou o

A 2 . M ~ s z
manganés (Mn~"), mas se tornam ativas com a adi¢do destes fons. Os nucleotideos,
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como a ATP, se ligam a estes ions, e o complexo do nucleotideo com o fon metélico € o
real substrato para as enzimas, aumentando a energia de ligagdo [HOCHACHKA,

1999].

3.2 Adenosina Trifosfato (ATP)

A Adenosina Trifosfato ¢ um nucleotideo responsdavel pelo armazenamento de
energia em suas ligagdes quimicas. E constituida de adenina, uma base nitrogenada e
uma unidade trifosfato, cujas ligacdes permanecem estdveis, mas, quando sdo rompidas,
¢ liberada uma grande quantidade de energia que pode ser utilizada por diversos
processos bioldgicos, tais como o transporte ativo de moléculas, sintese e secrecdo de

substancias, locomocao, divisdo celular, entre outros [MOTTA, 2003].

A ATP armazena energia proveniente da respiracao celular e a principal forma de
producdo é a fosforilagdo oxidativa, onde um radical fosfato inorginico (Pi) é
adicionado a uma molécula de adenosina difosfato (ADP) ou a adenosina monofosfato
(adenosine monophosphate - AMP) e pirofosfato (pyrophosphate - PPi), utilizando
energia proveniente da decomposi¢do da glicose [CAMPBELL-O’SULLIVAN et al.,
2002] (Figura 3.4).

Para se tornar ativa, a ATP necessita de um metal, geralmente um complexo de

ATP com fons magnésio ou manganés [DAHLSTEDT et al., 2001].
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Figura 3.4 — Estruturas de ATP, ADP e AMP [Adaptado de BERG et al., 2004, p. 393].

A energia liberada na hidrdlise da ATP € aproveitada para impulsionar reagdes
que necessitam de uma entrada de energia livre, como a contragdo muscular. O ciclo
ATP-ADP € o modo mais funcional da troca de energia nos sistemas bioldgicos

[MOTTA, 2003].

Conforme citado no capitulo anterior, as enzimas podem catalisar a transferéncia
do fosfato terminal de um nucleotideo para outro. A fosforilacdo dos nucleotideos
monofosfatos € catalisada por uma familia de nucleotideo monofosfato cinase. Os
nucleotideos difosfato € catalisado pelo nucleotideo difosfato cinase, uma enzima com

ampla especificidade.

A ATP € conhecida como um composto de fosfato de alta energia e suas ligacdes
de anidrido fosférico sdo ditas liga¢des ricas em energia. De fato, um til (~ P) é com
freqiiéncia utilizado para indicar tal ligacdo. Entretanto, ndo h4 nada de especial acerca
das ligacdes em si. Elas s@o ligagdes ricas em energia no sentido de que muita energia é

liberada quando s@o hidrolisadas [BANGSBO et al., 2001] (Figura 3.5).
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Figura 3.5 — Estrutura da molécula de ATP mostrando as ligagdes do fosfato de alta
energia. Quando o terceiro fosfato da molécula de ATP é separado da
adenosina pela acdo da ATPase, a energia é liberada [Adaptado de FOSS
et al., 2000, p. 20].

Ao contrario do que muitos acreditam, a ATP ndo deve ser considerada como um
grande depdsito de energia ou um local de armazenamento a longo prazo, mas como o

principal doador imediato de energia livre num sistema bioldgico.

O organismo humano ndo possui uma quantidade congénita ou adquirida de
moléculas da ATP com energia pronta para ser oferecida quando existir qualquer
necessidade metabdlica e nem deve ser considerado que a molécula de ATP, depois de

formada, fica a disposicdo da célula até que esta tenha a necessidade de utilizac3o.

Numa célula tipica, uma molécula é consumida dentro de um minuto apds a sua
formacdo. Embora a quantidade total da ATP no organismo seja limitada a
aproximadamente 100g, a renovagdo desta pequena quantidade de ATP € muita alta. O

7z

carbono nas moléculas alimentares, como glicose e lipideos, é oxidado a diéxido de
carbono (carbon dioxide - CO;) e a energia liberada € utilizada para regenerar ATP

partindo de ADP e Pi [STRAJB et al., 2003].

Embora moléculas de alimentos sejam mais complexas do que compostos de um

unico carbono, quando um alimento é oxidado, a oxidacdo ocorre num carbono de cada
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vez. A energia de oxidagdo do carbono € utilizada em alguns casos para criar compostos
de alto potencial de transferéncia de fosforila e em outros casos para criar um gradiente

ionico. Em qualquer um deles, o ponto final é sempre a formacao da ATP.

3.3 Creatinina e a Contracao Muscular

No organismo, a ATP ndo é a tnica forma de fornecimento de energia. Outros
compostos também possuem este potencial e, algumas vezes, de maneira mais rapida.

A fosfocreatina ¢ um destes produtos com potencial para o processo de
fosforilagdo. Armazenada nos musculos, atua como um reservatério de fosforilas de alto
potencial que podem ser prontamente transferidas a ATP. De fato, utilizamos
fosfocreatina para regenerar ATP, a partir do ADP, cada vez que exercitamos
extenuadamente. Esta reacdo é catalisada por uma enzima denominada creatina quinase

[DAHLSTEDT et al., 2001] (Figura 3.6).

PC — — »  Energia

Figura 3.6 — Catalise da fosfocreatina pela creatina quinase [Modificado de
WILMORE et al., 2001, p. 121].

O sistema fosfagénio €, sem divida, o primeiro e o mais simples mecanismo para
0 processo energético, no qual a energia para a ressintese da ATP provém apenas de um
unico composto, a fosfocreatina [HOCHACHKA et al.,, 1999]. O importante,
inicialmente, € entender como ocorre a deplecdo e a ressintese deste primeiro processo
de produgio de energia.

No mdsculo em repouso, existem as seguintes concentracdes de ATP, ADP,
fosfocreatina e creatina respectivamente: 4 mM, 0,013 mM, 25 mM e 13 mM. A

quantidade de ATP no misculo € suficiente para sustentar a atividade contrtil por

menos de um segundo. Dessa maneira, a alta concentracdo de fosfocreatina e seu alto
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potencial de transferéncia de fosforila em relacdo ao da ATP, tornam-na um tamp@o de
fosforila altamente eficiente [DAHLSTEDT et al., 2000]. A Figura 3.7 demonstra a
relacdo do gasto energético, oriundo da hidrélise da fosfocreatina e da ATP, em relacdo

ao tempo durante o metabolismo aerdbico e anaerdbico.

ATP . -
/ Metabolismo aerobico

Fosfocreatina

Metabolismo
anaerobico

Energia —

Segundos — Minutos — Horas —

Figura 3.7 — Fontes de ATP durante a atividade fisica [Adaptado de
BERG et al., 2004, p. 396].

A fosfocreatina, assim como a ATP, € armazenada nas células musculares e
consegue fornecer energia quando os seus grupamentos fosfatos sdo removidos,
liberando uma grande quantidade de energia que imediatamente fica disponivel ou

acoplada a ressintese de ATP [PERALTA et al., 2002].

z

Esse processo € rapido e pode ser obtido sem qualquer estrutura especial no
interior da célula. Embora ele possa ocorrer na presenca de oxigénio, esse processo nao
exige oxigénio e, por essa razdo, considera-se o sistema fosfagénio como sendo

anaerobico [DAHLSTEDT et al., 2001].

Os produtos finais da desintegracdo da fosfocreatina sdo: a creatina (creatine - C)
e o fosfato inorginico (Pi) [HOCHACHKA, 1999; DAHLSTEDT et al., 2001]. A
ressintese ocorrerd por estas mesmas substincias, através da energia liberada pela

desintegracao de ATP.

27



Apdés um exercicio, a restauracdo do fosfanogénio € muito ripida, mas
posteriormente bem mais lenta, com 70% sendo completados dentro de 30 segundos e

100% completados dentro de trés a cinco minutos [WACKERHAGE et al., 1998].

3.4 A Producao de Energia

Em algum momento na nossa caminhada evolutiva, as espécies necessitaram de
algum tipo de alimento que pudesse gerar energia. Vdrias teorias, ao longo dos séculos,
trouxeram algum tipo de explicagdo para este fendmeno da criagdo. Estes conceitos
evoluiram de Aristételes, com a teoria da geracdo espontdnea, para o fixismo, o
criacionismo, até Stanley Miller com a experiéncia da formacdo espontanea da glicose
na chamada “sopa fundamental”, originada das descargas elétricas na atmosfera
terrestre, que naquele momento, era formada por metano, amonia, hidrogénio e vapor
d’agua [HALL, 2002; JERMIIN et al., 2005].

Esta geracdo de energia oriunda da quebra da glicose foi uma das principais
reacoes que produziram o combustivel necessdrio para o desenvolvimento do
metabolismo. Muitas espécies comegaram a surgir no ambiente terrestre, seres nos quais
os alimentos deveriam ser adquiridos do meio externo (denominados heterétrofos) e os
seres que, por uma organizagdo molecular, conseguiam produzir o seu préprio alimento

(autétrofos) [FORSDYKE, 2002].

Com o passar dos séculos, a atmosfera comecou a alterar a sua composi¢ao, assim
como, iniciou-se o resfriamento da Terra e a geragdo espontdnea de glicose diminuiu e
cessou. Dessa maneira, comecaram a ganhar espago no ambiente os seres autdtrofos.
Estes seres, no processo de producdo de alimento e energia, comecaram a liberar na

atmosfera um gas que mudaria significativamente o futuro, o oxigénio.

A presenca do oxigénio alterou a organizacdo evolutiva e com a incorporagdo de
uma bactéria, hoje conhecida como a organela mitocondria, iniciou o processo evolutivo
de dois mecanismos distintos de producdo de energia que foram fundamentais para a
evolucdo da acdo muscular: o sistema anaerdbico e o sistema aerébico [JERMIIN et al.,

2005].
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A diferenca entre os sistemas, anaerdbicos e aerdbicos, estd na presenca da
molécula de oxigénio, ou seja, as reagdes observadas no primeiro processo ocorrem na
auséncia completa de oxigénio e o segundo, apenas ocorre com sua presenga. Estes
mecanismos ocorrem em locais diferentes, utilizam substancias diferentes para a

realizacdo do mecanismo e geram outras substancias, titeis ou nao para o organismo.

Tanto o sistema aerdbico quanto o anaerdbico, fazem parte do processo de
respiragdo, que se define como um processo bioquimico que permite 0s seres vivos
extrair energia quimica armazenada nos alimentos para serem utilizadas nas atividades
metabdlicas, onde a principal forma de produgdo € a fosforilacio [CAMPBELL-
O’SULLIVAN et al., 2002].

A fosforilagdo é um dos principais participantes nos mecanismos de formagao
energética, onde um radical fosfato inorgénico (Pi) é adicionado a uma molécula de
adenosina difosfato (ADP) se convertendo na ATP [CAMPBELL-O’SULLIVAN et al.,
2002]. A molécula de ATP armazena a energia que fica a disposicdo da célula. A
elimina¢do de um grupo fosfato na ATP supde a liberacdo de 30,6 kJ/mol, ou seja,

energia [JENESON et al., 2000; STRAJB et al., 2003].

Os organismos vivos necessitam de uma entrada continua de energia para trés
propésitos principais: (1) desempenho do trabalho mecanico na contragdo muscular e
outros movimentos celulares; (2) o transporte ativo de moléculas e fons; e (3) a sintese
de macromoléculas e outras biomoléculas a partir de precursores simples. A energia
livre utilizada nestes processos, que mantém um organismo num estado que estd
préximo do equilibrio, deriva do ambiente aerdbico e anaerébico [DE GROOT et al.,
1989].

O musculo é um grande consumir de energia, mas nem todas as unidades motoras
dos musculos esqueléticos funcionam da mesma maneira, pois nem todas as fibras
musculares que formam este musculo possuem as mesmas capacidades metabdlicas e
funcionais. Todas as fibras estdo capacitadas para trabalharem em condi¢des aerdbicas e
anaerébicas, mas algumas tém a capacidade bioquimica e morfolégica para contrairem

melhor sob condi¢des aerdbicas enquanto outras sob ambiente anaerdbico.

No mdsculo ativo, a contracdo é a maior usudria da energia produzida por ATP.

Mesmo sendo uma condicdo bédsica para o processo de contragdo, nosso organismo
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possui uma quantidade muito limitada de ATP disponivel para a realizacdo imediata das
funcdes musculares. Desta forma, precisamos ressintetiza-lo continuamente através da
degradac@o dos vdrios nutrientes presentes no organismo [@RTENBLAD et al., 2003].
E dificil calcular a quantidade de energia total de um misculo, pois as
quantidades das substincias alimentares para a producdo de energia (carboidrato,
gordura e proteinas) sdo varidveis dentro do corpo humano. Em uma situacdo de
repouso, as substdncias alimentares que utilizamos para a nossa manuten¢do sdo a
gordura e a glicose e a quantidade de oxigénio que necessitamos € provido
satisfatoriamente pelo sistema cardio-respiratério, ou seja, a quantidade de ATP nesta
situacdo, € suficiente para as fungdes vitais. Esta é a razdo para o sistema anaerdbico
permitir que estas acdes de fornecimento de ATP, para as fungdes vegetativas, possam

ocorrer sem a necessidade de grandes quantidades de oxigénio [WALTER et al., 1999].

Neste momento, qualquer célula no organismo humano estd necessitando ou
passando por um processo de producdo de energia. A energia orgédnica estd sendo
extraida dos alimentos e utilizada para impulsionar os processos de biossintese. Estas

transformacgdes compdem o que chamamos de metabolismo.

O metabolismo é, essencialmente, uma série de reagdes quimicas ligadas que
comecam com uma molécula em particular e a converte em outra molécula ou
moléculas de um modo cuidadosamente definido. Podemos dividir as vias metabdlicas
em duas classes amplas: (1) as que convertem energia para formas biologicamente

utilizaveis e (2) as que necessitam de energia para ocorrerem [JENESON et al., 2000].

As reagdes que transformam alimento em energia celular sdo ditas reagdes
catabdlicas ou, mais usualmente, catabolismo. As reacdes que necessitam de energia,
como a sintese de glicose, lipideos ou acido desoxirribonucléico (desoxyribonucleic
acid - DNA), sd@o ditas reacdes anabdlicas ou anabolismo. As formas de energia que se
produzem no catabolismo sdo empregadas no anabolismo para gerarem estruturas
complexas a partir das mais simples. Algumas vias podem ser anabdlicas ou catabdlicas

dependendo das condi¢des energéticas das células [WACKERHAGE et al., 1998].
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3.4.1 Controle Metabdlico e o Fluxo Sanguineo

O processo de formagdo energética, especificamente provenientes dos
carboidratos e dos lipideos, nada mais € do que uma transferéncia de elétrons que serdo

utilizados para a formacdo da ATP.

A transferéncia de elétrons ocorre da maneira esperada na presenca de
carreadores, sendo que a ATP é um dos principais carreadores do metabolismo. Outros
carreadores também sdo necessdrios para a transferéncia de elétrons, dentre eles
podemos destacar os carreadores especiais que sdo os nucleotideos de pirimidina ou
flavina e os seus derivados, como a nicotinamida adenina dinucleotideo (nicotinamidade
adenine dinucleotide - NAD), derivado da pirimidina, que é o principal carreador na
oxidacdo de moléculas organicas [BANGSBO et al., 2001].

Para que o metabolismo e a transferéncia de elétrons possam ocorrer de forma
fisiologica no tecido muscular, é necessario que a circulagiio sanguinea nos mesmos seja
satisfatoria. Esta condicdo € necessdria para que ocorra a chegada de produtos
necessdrios ao processo e eliminagdo dos catabdlicos que poderiam interferir na

fosforilagao.

Um musculo contraturado tem no seu interior uma diminui¢c@o significativa de
sangue e, conseqiientemente, do fluxo de oxigénio e nutrientes, ou seja, uma isquemia
vascular € observada nos musculos onde a atividade excede o tonus vascular e ocorre
uma diminuicdo do suprimento sanguineo [HOCHACHKA, 1999; JUBRIAS et al,,
2003].

A manutengdo do fluxo sanguineo é fundamental para a restauragdo dos sistemas
de producdo de energia em musculos contraturados. A qualidade da contragdo muscular
quanto ao ritmo de recuperagdo da forca muscular, se correlacionam com a densidade de
capilares musculares, isto €, ao fornecimento de um fluxo sanguineo potencialmente
maior. O fluxo sanguineo interrompido pela contracdo, ndo € essencial para suprir a

energia via fosfagénios [JUBRIAS et al., 2003; MCCLELLAND et al., 2005].
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3.5 Conclusao

Neste capitulo, concluimos que para o entendimento da contracdo muscular, é
necessdrio o conhecimento das substincias quimicas que estdo diretamente ou
indiretamente envolvidas no processo metabdlico de produgéo de energia e da contracio

do musculo.

Concluimos, também, que as enzimas possuem fungdo fundamental nos processos
fisiologicos, pois catalisam todas as reagdes metabdlicas e capacitam aos organismos a
construcdo de outras moléculas, como as proteinas, os dcidos nucléicos, carboidratos e
lipideos. Em relacdo a producdo energética e na contragdo muscular, as enzimas sdo
fundamentais, pois toda contragdo passa inevitavelmente por reacdes quimicas, por uma
atividade onde uma substancia ou substrato precisa se aderir a outra para formar um

novo produto ou para produzir energia.

Observamos ainda que a ATP é um nucleotideo responsavel pelo armazenamento
de energia em suas ligacdes quimicas e quando a ligacdo trifosfato sdo rompidas, uma
grande quantidade de energia é liberada para ser utilizada por diversos processos
bioldgicos, tais como o transporte ativo de moléculas, sintese e secre¢do de substincias,
locomogao, divisao celular, entre outros. Para isto, € importante a manutengio do fluxo

sanguineo e de nutrientes.

No préximo capitulo, iniciaremos a abordagem sobre o mecanismo de contragdo
muscular, descrevendo os tipos de fibras musculares, a quimica envolvida no processo
de contragdo e, principalmente, a acdo do célcio e do fosfato inorganico na contracio

muscular.
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Capitulo 4

A Contracao Muscular e as Substancias

Séricas

z

O movimento é um dos principais mecanismos que ajudaram Nno Pprocesso
evolutivo. A possibilidade de se locomover proporcionou aos seres vivos a busca pelo
alimento e até a fuga nos momentos de perigo.

No processo de evolucdo, o movimento necessitou de muitas alteragdes e
respostas distintas que tiveram de ser modificadas e adaptadas, sendo necessarias
mudangas na conexdo estimulo-resposta, no programa motor, no esquema motor, nas
estruturas coordenativas, na modulag@o, nas estruturas hierarquicas centrais e periféricas,

entre outras.

A complexidade do movimento também ¢ traduzida pela complexidade de
estruturas que participam do processo de contragdo muscular. Uma quantidade
considerdvel de estruturas, produtos organicos e inorginicos, hormonios, potenciais
elétricos, entre outras substancias devem ser consideradas para que possamos entender o

quanto € importante e precioso 0 movimento humano.

Nos préximos itens, descreveremos as estruturas envolvidas no processo de

contragdo muscular e, no final, abordaremos as substancias séricas, especificamente o
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célcio e o fosfato inorganico, fundamentais para que o processo de contragdo possa
ocorrer. Finalizaremos o capitulo, abordando sobre o fosfato de cdlcio, originado da
interacdo quimica entre o cdlcio e o fosfato inorgénico e sua influencia na contracéo
muscular através da diminui¢io da quantidade de fons célcio disponivel para a interacéo

entre as pontes cruzadas do musculo.

4.1 Fibras Musculares (Sistema Muscular Esquelético)

A organizacdo muscular € formada por vdrios tipos de misculos, sendo
denominados de esqueléticos ou estriados, lisos, cardiaco e células mioepiteliais. Neste
trabalho, descreveremos em detalhes, apenas o musculo esquelético.

O sistema muscular esquelético constitui a maior parte da musculatura do corpo,
recobrindo totalmente o esqueleto e por estar fixado aos ossos € responsavel pela

movimentacao corporal.

Os miusculos esqueléticos estdo revestidos por laminas delgadas de tecido

conjuntivo, sendo a sua nomenclatura de acordo com a sua posi¢do em:

- epimisio, tecido conjuntivo que reveste todo o musculo. O epimisio é
responsével pela formacgao do tenddo e pela transmissdo da for¢a de contragdo do ventre

muscular para o tenddo;

- perimisio, que manda septos para o interior do miusculo, septos dos quais se
derivam divisdes sempre mais delgadas. Dessa maneira, o misculo fica dividido em

feixes primérios, secunddrios e tercidrios.

- endomisio, revestimento dos feixes menores (primarios) que manda para o
interior do musculo membranas delgadissimas que envolvem cada uma das fibras

musculares [SCOTT et al., 2001; MINAMOTO, 2005] (Figura 4.1).
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Epimisio

Figura 4.1 — Relagdo entre tecidos conjuntivos e a membrana celular do
miuisculo esquelético [Modificado de FOSS et al., 2000, p. 122].

A fibra muscular € uma célula cilindrica ou prismética, longa, de 3 a 12
centimetros, com o seu didmetro infinitamente menor, variando de 20 a 100
micrémetros, tendo um aspecto de filamento fusiforme. No seu interior notam-se muitos
ndcleos, originado da fusdo de mioblastos. Dessa forma, podemos dizer que um
musculo esquelético € um pacote formado por longas fibras que percorrem o musculo

de ponta a ponta [SCOTT et al., 2001] (Figura 4.2).

Tendao

Epimisio

Endomisio

Perimisio
Miofibrila

P

Musculo
Fibra Muscular

Fasciculo

Figura 4.2 — Fibras musculares e os tecidos conjuntivos
[Alterado de WILMORE et al., 2001, p. 26].
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No sarcoplasma da fibra muscular esquelética hd muitas miofibrilas contrateis
que sdo constituidas por unidades que se repetem ao longo de seu comprimento,

denominadas sarcOmeros.

Os sarcomeros sdo constituidos por filamentos compostos por dois tipos
principais de proteinas, denominados de actina e miosina. Os filamentos de actina e
miosina estdo dispostos regularmente e originam um padrdo bem definido de estrias
(faixas) transversais alternadas, claras e escuras [IRVING et al., 2000; EGELMAN,
2001].

As faixas mais extremas e mais claras do sarcOmero, chamadas banda I, contém
apenas filamentos de actina. Dentro da banda I existe uma linha denominada linha Z,
que corresponde a varias unides entre dois filamentos de actina, ou seja, divide a banda
I. A faixa central, mais escura, é chamada banda A, cujas extremidades sdao formadas
por filamentos de actina e miosina sobrepostos. Dentro da banda A existe uma regido
mediana mais clara denominada de banda H, no qual contém apenas miosina e sé
aparece quando o musculo estd em repouso. Um sarcOmero compreende o segmento
entre duas linhas Z consecutivas e é a unidade contratil da fibra muscular, pois é a
menor porcdo com capacidade de contracdo e extensibilidade [XIAO et al., 2003]

(Figura 4.3).
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Figura 4.3 — Exemplo de um sarcomero (Unidade funcional bdsica de uma
miofibrila) [Modificado de WILMORE et al., 2001, p. 32].

A contragdo do musculo esquelético é voluntaria e ocorre pelo deslizamento dos
filamentos de actina sobre os de miosina. Nas pontas dos filamentos de miosina existem
pequenas projecdes capazes de formar ligacdes com sitios ativos da actina quando o
musculo € estimulado. Essas projecdes de miosina puxam os filamentos de actina,
forcando-os a deslizar sobre os filamentos de miosina. Este deslizamento leva ao
encurtamento do sarcomero em série e a contracdo muscular. Durante a contragdo
muscular, o sarcomero diminui devido a aproximacao das duas linhas Z [SCOTT et al.,

2001; XTIAO et al., 2003].

Ao redor do conjunto de miofibrilas de uma fibra muscular esquelética situa-se o
reticulo sarcoplasmatico, especializado no armazenamento de fons calcio [CHIESI et al.,

1981; FAVERO, 1999; BALOG et al., 2001] (Figura 4.4).
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Figura 4.4 — Representagdo de um Reticulo Sarcoplasmdtico

[Modificado de SILVERTHORN, 2003, p. 349].

Constatou-se, através de microscopia eletrdnica, que o sarcolema sofre
invaginagdes, formando tdbulos anastomosados que envolvem cada conjunto de
miofibrilas. Essa rede foi denominada sistema T, pois as invaginagdes sao
perpendiculares as miofibrilas. Esse sistema é responsdvel pela propagacdo do potencial
de acdo uniforme de cada fibra muscular estriada esquelética, ndo ocorrendo nas fibras
lisas e sendo reduzido nas fibras cardiacas [SOELLER et al., 1999; FRIEDRICH et al.,
2001].

O estimulo para a contragdo muscular é geralmente um impulso nervoso motor
que chega a fibra muscular através de um nervo [STUART et al., 2001; ZHANG et al.,
2006]. O impulso nervoso propaga-se pelo sarcolema e atinge o reticulo
sarcoplasmatico fazendo com que o cdlcio, ali armazenado, seja liberado no
sarcoplasma [SYKES, 2003].

O reticulo sarcoplasmdtico armazena fons cédlcio em concentragdes muito
elevadas. No entanto, quando um potencial de acdo percorre os tiibulos T, ocorre uma
passagem do fluxo de corrente através das cisternas do reticulo sarcoplasmatico. As
cisternas projetam suas jungdes que rodeiam o tdbulo T, provavelmente para facilitar a
passagem do fluxo. Este estimulo desencadeia uma rapida libertagdo de fons calcio

pelas cisternas, presumivelmente pela abertura de canais de célcio. Os fons cdlcio, assim
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libertados pelas cisternas do reticulo sarcoplasmético, aumentam a sua concentragdo no
sarcoplasma que banha as miofibrilas e desencadeiam a contragdo muscular [DUKE et
al, 2000; STIENEN et al, 2000].

Ao entrar em contato com as miofibrilas, o célcio libera os sitios de ligagdo da
actina e permite a ligacdo da miosina iniciando a contracdo muscular. Assim que cessa o
estimulo, o cdlcio é imediatamente rebombeado para o interior do reticulo
sarcoplasmatico, o que faz cessar a contragdio [EGELMAN, 2001; KRENDEL et al.,
2005].

A energia necessaria para a contragdo muscular é suprida por moléculas de ATP.
A ATP atua tanto na ligacdo da miosina a actina quanto em sua separacdo que ocorre

durante o relaxamento muscular.

A quantidade de ATP presente na célula muscular é suficiente para suprir apenas
alguns segundos de atividade muscular intensa. Quando a fibra muscular necessita de
energia para manter a contragdo, grupos fosfatos ricos em energia sdo transferidos da
fosfocreatina para o ADP, que se transforma em ATP. Quando o trabalho muscular é
intenso, as células musculares repdem seus estoques de ATP e de fosfocreatina pela
intensificagdo da respiracdo celular. Para isso, utilizam o glicogénio armazenado no
sarcoplasma das fibras musculares como combustivel, sendo esta conversao ocorrendo

por via anaerdbica ou aerdbica.

4.1.1 Tipos de Fibras

O miisculo esquelético é constituido por diferentes tipos de fibras musculares que
se distinguem quanto as suas propriedades estruturais, funcionais e bioquimicas. A
caracteristica heterogénea do tecido muscular foi reconhecida inicialmente por Ranvier,
em 1873. Naquela época, as fibras musculares foram classificadas de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas sendo denominadas de fibras vermelhas ou brancas. A
coloracdo avermelhada se deve a grande quantidade de mioglobina e capilares, o que
resultam em maior capacidade oxidativa das fibras vermelhas em relacdo as fibras

brancas [EGELMAN, 2001; SPANGENBURG et al., 2003; SYKES, 2003].
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Uma alternativa para a classificagdo das fibras musculares estd relacionada com
as propriedades funcional ou contritil. Conforme a velocidade de contracdo muscular,
as fibras musculares passaram a ser classificadas de acordo com as propriedades

funcionais em fibras de contragdo rapida, intermedidria e lenta [SCOTT et al., 2001].

Ao longo dos anos, e com o desenvolvimento das técnicas de avaliagdo, as fibras
musculares passaram a ser classificadas de acordo com os niveis de fatigabilidade.
Algumas fibras musculares apresentam alta capacidade de gerar tensdo, mas sdo mais
suscetiveis a fadiga. Em contrapartida, outras fibras musculares, embora ndo tivessem
capacidade de gerar altos niveis de tensdo, sdo mais resistentes ao processo de fadiga.
Estas diferencas classificaram-nas em fibras rdpidas, com baixa resisténcia a fadiga,
rdpidas, com moderada resisténcia a fadiga e lentas, com alta resisténcia a fadiga

[PETTE et al., 1999; ESSE'N-GUSTAVSSON et al., 2002].

Com o avango nos tipos e na qualidade da tecnologia empregada para avaliacdo
muscular, como a morfometria e microfotometria, que permitem uma andlise de varios
parametros histoquimicos da adenosina trifosfatase (ATPase) miofibrilar ou ATPase das
miosinas (mATPase), bem como da atividade das enzimas metabdlicas, novas
classificagdes para os diferentes tipos de fibras musculares foram propostas [PETTE et

al., 1999].

As fibras foram classificadas em tipo I e do tipo II, sendo que, o segundo tipo
sofreu duas subdivisdes, denominando-as de fibras do tipo IIA e do tipo IIB. A
diferenca entre ambas € que a fibra do tipo IIB é a mais rdpida, seguida pelas fibras dos

tipos IIA e I [SPANGENBURG et al., 2003].

Apenas como efeito de exemplificacdo, a andlise histoquimica de coloragido da
mATPase estabelece o tipo especifico da fibra muscular com base na sensibilidade da
mATPase diante de diferentes niveis de pH (Figura 4.5). Em condi¢es de alcalose
(Figura 4.5a, pH=10,4), a mATPase das fibras de contrag¢do lenta (tipo I) é ativada e
adquirem uma coloragdo clara, ao passo que, em meio dcido (Figura 4.5b, pH=4,3 e
Figura 4.5¢, pH=4,55), onde as mATPases das fibras tipo I nio sdo ativadas, a
coloragdo se torna escura. Por outro lado, a mATPase das fibras de contracdo rapida
(tipo II), em condi¢des de acidose, ndo € ativada e apresentam coloragdo escura. Um

fato interessante € que no meio alcalino, as mATPases das fibras de contracio rapida
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apresentam comportamentos diferenciados. Na realidade, essas respostas diferenciadas
das mATPases permitem a distingdo de diferentes subgrupos da fibra do tipo II (IIC,
IIA, ITAB e IIB) [HOSTLER et al., 2001].

a b c
ph 10,4 ph4,3 ph 4,55
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1IC ‘ ‘
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Figura 4.5 — Esquema ilustrativo da andlise histoquimica em sec¢do transversal de um
miisculo para identificar a coloragdo da mATPase submetida a diferentes
niveis de pH (a: pH=10,4; b: pH=4,3; c: pH=4,55). Neste exemplo, é
possivel determinar cinco tipos de fibras musculares (I, 1IC, IIA, IIAB e
1IB) [Modificado de HOSTLER et al., 2001, p. 114].

Resumidamente, as classificacdes podem ser estabelecidas mediante as
propriedades morfoldgicas (fibras vermelhas e fibras brancas), em relagéo a velocidade
de encurtamento muscular (fibras de contragcdes rdpida, intermedidria e lenta), quanto ao
processo da fadiga (fibras rapidas com baixa resisténcia a fadiga, ripidas com moderada
resisténcia a fadiga e lentas com alta resisténcia a fadiga), ou ainda com base na

colorac¢do da miosina ATPase (fibras do tipo I, IC, IIC, IIAC, 1A, IIAB e IIB).

A identificacdo das diferentes isoformas da cadeia pesada da miosina (myosin
heavy chain - MHC) pela andlise imunohistoquimica, utilizando anticorpos antimiosina,
também permite outra classificacdo das fibras musculares [STARON, 1997; PETTE et
al., 1999].
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A MHC € a por¢do da cabeca da molécula de miosina que determina a velocidade
da reacdo das pontes cruzadas com os filamentos de actina e, conseqiientemente, a
velocidade de contracdo muscular. As diferentes fibras classificadas segundo a atividade
ATPasica da miosina correspondem as diferentes isoformas da MHC [WILLIAMS et al.,
2002].

Com a utilizagdo do método imunohistoquimico para a classificagdo dos tipos de
fibras encontramos uma diversidade muito grande da MHC, o que faz com que os
musculos de vertebrados sejam compostos por diferentes tipos de fibras musculares

[GOLDSPINK et al., 1998].

As fibras musculares foram, de modo geral, divididas em fibras puras e as
hibridas [STARON, 1997]. As primeiras sdo classificadas como as dos tipos I, IIA, IIB
e IIX ou IID. Esta tltima foi recentemente identificada e denominada tipo IIX ou IID
devido a sua abundante presenca no musculo diafragma de ratos. Ja as fibras hibridas,
cuja particularidade € a presenca de duas MHC, sdo fibras mistas, ou seja, fibras dos

tipos IIBD, ITAD, IC, I[IC [MINAMOTO, 2005].

Essa grande diversidade nos tipos de fibras forma um mosaico na anatomia dos
musculos esqueléticos. Assim, ndo existe um musculo composto exclusivamente de
fibras dos tipos I ou II (com seus vdrios subtipos), isto €, ndo existe somente um Gnico
tipo de fibra muscular compondo um determinado musculo. Os musculos sdo

compostos por diferentes tipos de fibras, mas com predominio de um tipo especifico.

4.1.2 Recrutamento das Fibras Musculares

A unidade funcional do controle do movimento € a unidade motora, formada por
um motoneurdnio-o e por todas as fibras musculares por ele inervadas. Quanto menor o
nimero de fibras inervadas pela unidade motora, menor a capacidade de producdo de
forca, embora, a fung¢@o de controle dos movimentos finos seja aumentada [LIEBER et
al., 2001]. Como pode ser observado existe uma estreita relagdo entre tipos de fibras

musculares e unidades motoras.
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Nesse sentido, as unidades motoras se distinguem quanto as propriedades
funcionais, uma vez que, podem ser observados trés tipos distintos de comportamento

de acordo com a velocidade de contragdo e a resisténcia a fadiga (Figura 4.6).
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Figura 4.6 — Propriedades funcionais da unidade motora. A - lenta, com alta resisténcia a
fadiga; B - rdpida, com moderada resisténcia a fadiga; C - rdpida, com
baixa resisténcia a fadiga [Modificado de ROBERGS et al., 2002, p. 3].

Com base na figura acima, observa-se que as unidades motoras apresentam
diferencas anatdmicas. Se por um lado a unidade motora lenta (Figura 4.6A) é menor e
apresenta baixa capacidade de gerar tensdo, por outro lado € altamente resistente a
fadiga. Na Figura 4.6B, a unidade motora com didmetro intermedidrio, apresenta
moderada capacidade de gerar tensdo e é relativamente resistente a fadiga. A maior
unidade motora, contudo, € a rapida (Figura 4.6C), visto que apesar de possuir alta
capacidade de gerar tensio apresenta baixa resisténcia a fadiga.

Segundo Hogrel [2003, p. 417] o inicio do recrutamento das unidades motoras
tem sido correlacionado com suas caracteristicas estruturais e funcionais, como o
“tamanho do neurénio motor, velocidade de conducdo do nervo, taxa de disparo,
resposta de contracdo, velocidade de conducdo da unidade motora e duracdo e
amplitude do potencial de acdo da unidade motora”.

Um aumento na amplitude, com um aumento na forgca, pode ser devido a

combinagdo de trés processos complementares: recrutamento das unidades motoras com
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mais fibras, recrutamento das unidades motoras com fibras de didmetros maiores ou

recrutamento das unidades motoras para o local de detec¢do.

Entretanto, a correlagcdo entre o limiar de recrutamento, o intervalo interpulso, a
velocidade de condugdo e a amplitude do potencial de acdo das unidades motoras
sugerem que as caracteristicas e o inicio de recrutamento da unidade motora sdo

determinados pela sua fun¢do de acordo com o principio do tamanho.

Os parametros da velocidade de contracdo e recrutamento das unidades motoras
podem ser grandemente influenciados pelas caracteristicas do sinal que é detectado
pelos eletrodos, no caso da eletromiografia, dependendo da variagdo espacial das
unidades motoras dentro do musculo e, sua tipologia ou seu controle dentro do sistema

nervoso central [HOGREL, 2003].

Em um processo de avaliacdo muscular, devemos considerar trés fatores que
influenciam a resisténcia muscular: (1) fatores anatdmicos (composi¢do muscular,
capilarizacdo), (2) fatores fisiolégicos (hormonios, enzimas, estoque de energia) e, (3)
fatores funcionais (controle motor). Estes fatores devem ser considerados nas analises
do potencial de agdo das fibras musculares, em musculos contraturados e com

diminuicdo do fluxo sanguineo.

4.1.3 Tipos de Contracao Muscular

Para que consigamos realizar a maioria dos nossos movimentos com sincronia e
harmoniosidade, o musculo nido se contrai isoladamente, em vez disso, diversos
musculos em uma sincronica combina¢do de intensidade de forgas contribuem para
produzir a forga e coordenacdo desejada.

No corpo humano, a contragcdo muscular necessariamente ndo produz movimento,
como € o caso dos miusculos antigravitacionais situados na regido posterior da coluna
em posi¢do ortostdtica. Dessa maneira, existem vérios tipos de contragdo que devem ser

levadas em consideracao:

1) Dinamica: caracteriza-se pela alteracdo no comprimento muscular. Observa-se
uma diminui¢do no comprimento do sarcomero em série e os filamentos tendem a se

encontrar no centro da banda H. Esta contragdo é subdividida em:
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Concéntrica — é o tipo mais comum de contracio muscular e ocorre em
atividades ritmicas quando o musculo se encurta na medida que desenvolve tensdo. O
torque interno é maior do que o torque externo. Como exemplo este tipo de contragdo

temos a flexdo do cotovelo pela agc@o do biceps braquial.

Excéntrica- é o alongamento do musculo na medida que perde tensdo. Isto é
obtido quando o peso ¢é abaixado através do arco de movimento. O mdusculo cede a
resisténcia, permitindo ser estirado. A ag@o do tibial anterior evitando o excesso de

flexdo plantar € um exemplo deste tipo de contracao.

Isocinética - tipo de exercicio que mantém tensdo e velocidade constante a
medida que os musculos se encurtam ou estiram [ITOI et al., 1997; WANG et al.,,
2000]. Esta contracdo € realizada por um dinamdmetro isocinético que tem como

objetivo manter a mesma velocidade angular em todas as amplitudes de movimento.

2) Estatica (Isométrica): tipo de contragdo onde ndo se observa alteragdo do
comprimento do musculo, a energia liberada pela ATP nio pode ser transformada em
trabalho e, portanto, resulta na producgao de calor [WILLEMS et al., 1999; KUBO et al.,
2001]. Um exemplo sdo musculos posteriores para manutencio da postura da coluna na

posicdo ereta.

Até o momento foi descrito sobre o processo de contragdo muscular de forma
genérica, mas para o contexto do trabalho é importante correlacionar a acdo das
substincias séricas sobre este processo. Desta forma, nos préoximos tépicos

destacaremos a a¢do do célcio e do fosfato inorganico sérico no mecanismo contratil.

4.2 A Acao do Calcio na Contraciao Muscular

O célcio, além das funcdes de manutencdo da integridade Ossea, tem papel
fundamental para o processo de contragdo muscular sob sua forma idnica Ca®*. Dentro
dos musculos, estes fons ficam armazenados nas cisternas do reticulo sarcoplasmaético,

que sdo longas invaginacdes tubulares que se interpdem pelas miofibrilas, sendo
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considerados como uma continuagdo do sarcolema no interior da fibra muscular

esquelética [FUCHS et al., 2001] (Figura 4.7).
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Figura 4.7 — Os titbulos transversos e o reticulo sarcoplasmdtico de uma fibra muscular
[Adaptado de WILMORE et al., 2001, p. 30].

Os tabulos T atravessam transversalmente a fibra e localizam-se, nos mamiferos,
especificamente entre as bandas A e 1. Estes tibulos ramificam-se e anastomosam-se
dentro do musculo, mantendo associacdo com o reticulo sarcoplasmadtico e intimo

contato com as bandas A e I [SOELLER et al., 1999; FRIEDRICH et al., 2001].

Esta estrutura, responsavel pelo armazenamento do cdlcio intracelular, forma uma
rede em torno de cada miofibrila e se dispde sob a forma de cisternas terminais dilatadas
a cada juncdo A-I. Assim, duas dessas cisternas estdo sempre em intima aposicdo a um
tibulo T, formando uma triade, no qual o tibulo T é flanqueado por duas cisternas

[FRIEDRICH et al., 2001].

A organizacdo da fibra muscular esquelética mostra filamentos contréteis
dispostos longitudinalmente (miofilamentos) que sao de dois tipos distintos: a miosina e

a actina [SCOTT et al., 2001].
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Os filamentos delgados de actina sdo formados por quatro proteinas denominadas
tropomiosina, troponina, actina G e actina F que medeiam a regulagdo da contracio por
meio dos fons Ca’* [EGELMAN, 2001].

A tropomiosina é uma molécula presa a actina de forma espiralada sobre a dupla
hélice. A tropomiosina impede a ligacdo actina/miosina bloqueando o sitio de ligacdo
[MACINTOSH, 2003].

A troponina fica presa a molécula de tropomiosina e é um complexo de trés
proteinas globulares: Troponina T (troponin T - TnT), que une cada complexo a um
sitio especifico na molécula de tropomiosina; Troponina C (troponin C - TnC) que liga
os fons cdlcio e Troponina I (troponin I - Tnl) que inibe a interacdo entre filamentos
delgados e espessos [EGELMAN, 2001; FUCHS et al., 2001; STEVENS et al., 2002]
(Figura 4.8).

Filamento fino

Tropomiosina Troponina Molécula de actina G

Cadeia de Actina

Figura 4.8 — Filamentos de troponina e tropomiosina
[Modificado de SILVERTHORN, 2003, p. 349].

A molécula de miosina é formada por uma longa cadeia polipeptidica e tem na
sua extremidade a sua cabeca. A miosina pode ser clivada em duas partes distintas: uma
parte contendo a sua maior extensio ¢ denominada de meromiosina leve e a parte menor

2

associada com a cabeca é conhecida por meromiosina pesada, sendo este udltimo o
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principal para o processo de contragdo muscular por ter um sitio de ligacdo a ATP e um

sitio de ligacdo a actina [KRENDEL et al., 2005] (Figura 4.9).

Cadeia pesada

Figura 4.9 — Divisdo da miosina: meromiosina leve e meromiosina pesada
[Modificado de VOET et al., 2002, p. 182].

De acordo com a hipdtese dos filamentos deslizantes, o processo de contragdo
ocorre quando a acetilcolina € liberada na fenda sindptica pelo impulso nervoso e
provoca a despolarizacdo do sarcolema, dos tiibulos T e do reticulo sarcoplasmatico
[WAN et al., 1999; BALOG et al., 2001; KABBARA et al., 2001; ZHANG et al., 2001;
MACDONALD et al., 2006]. Esses eventos provocam a liberagio de Ca®* do reticulo
sarcoplasmdtico para o sarcoplasma em torno das miofibrilas. O Ca® liga-se 2
subunidade TnC da troponina modificando sua conformacido [KABBARA et al., 2001;
MACINTOSH, 2003] (Figura 4.10).
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sinaptica
Receptor de
acetilcolina

Actina

Tropomiosina

Cabega da miosina
ligada ao sitio ativo

Figura 4.10 — Seqiiéncia de eventos que levam a contragdo muscular
[Adaptado de WILMORE et al., 2001, p. 35].

A mudanga conformacional na troponina aprofunda a tropomiosima no sulco da
actina e libera o seu sitio ativo. A ATP presente na cabeca da miosina € hidrolizado em
ADP e Pi. O Pi ¢ liberado, resultando ndo somente no aumento da forca de ligacdo entre
actina e miosina, mas também na alteracdo conformacional da cabeca de miosina. O
ADP ¢é também liberado e o filamento delgado é puxado em dire¢do ao centro do
sarcomero (forca de contragdo). Uma nova molécula de ATP se liga a cabeca de
miosina levando a uma liberagcdo da ponte entre actina e miosina [IRVING et al., 2000;

MACINTOSH, 2003; XIAO et al., 2003; MACDONALD et al., 2006] (Figura 4.11).
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Figura 4.11 — Pontes cruzadas. Processo de agdo do cdlcio sobre a
actina e a miosina [Adaptado de FOSS et al., 2000, p. 128].

4.3 A Acido do Fosfato Inorganico na Contracao

Muscular

Durante uma contragdo muscular, sabemos que a miosina interage ciclicamente
com a actina em um processo que ¢ potencializado energicamente pela hidrélise da
ATP. E conhecido que na transicio das pontes cruzadas a geragdo de forca estd

associada com a liberacdo de fosfato inorgénico (Pi), resultado da clivagem do ATP
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(ADP+Pi), necessario para a ligacdo e separacdo das pontes cruzadas [HINKEN et al.,
2004] (Figura 4.12).
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Figura 4.12 — Diagrama esquemdtico do ciclo catalitico das ATPases. Destaque para o
resultado da hidrolise com a liberagdo dos ions Mg** e do fosfato
inorganico (Pi) [Modificado de KUHLBRANDT, 2004, p. 291].

As evidéncias demonstram que o aumento do Pi diminui a forca de contragcdo
isométrica e conseqiientemente induz uma dificuldade do processo de contragdo
muscular [BALOG et al., 1999; DUKE et al., 2000; STIENEN et al., 2000; TESI et al.,
2000; ALLEN et al., 2001; BEAUGE, 2001; COUPLAND et al., 2001; DUKE et al.,
2001a; DUKE et al., 2001b; FUKUDA et al., 2001; VAN DER VELDEN et al., 2001;
TESI et al., 2002; WESTERBLAD et al., 2002; YAGI et al., 2002; BOSE et al., 2003;
HE et al., 2003; DEBOLD et al., 2004; HINKEN et al., 2004].

Durante uma contragdo muscular repetida, existe uma alteracdo substancial na
concentracdo de um nimero importante de metabdlitos. A concentracdo de fosfocreatina
pode diminuir préximo de 0, enquanto o fosfato inorganico (Pi) pode aumentar de 1-5

mM para 30 mM ou mais [DEBOLD et al., 2004]. Outras mudancas também podem
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ocorrer, como uma diminui¢do do pH intracelular de 7,0 para 6,5, ou menos, e uma

diminuicdo da ATP entre 25 a 30% [BALOG et al., 2000].

Existem constatacdes de que o Pi influencia no mecanismo de agcdo das pontes-
cruzadas devido a diminui¢do da quantidade de Ca®* liberado pelo reticulo
sarcoplasmatico, observados na presenca de uma elevacdo do Pi [FRUENS et al., 1994;
BALOG et al., 2000; DUKE et al., 2000; ALLEN et al., 2001; WESTERBLAD et al.,
2002].

Segundo Duke et al. [2001b, p. 418] nas “fibras musculares esqueléticas ocorre
uma redugdo da liberagcdo de Ca** pelos reticulos sarcoplasmdticos durante as fases

posteriores de fadiga, induzidas por repetida excitacdo tetdnica”.

Uma observagdo geral nos modelos estudados para a comprovacao da agdo do Pi
¢ a dificuldade de isola-lo nos processos metabdlicos musculares sem o aparecimento de
outras mudancgas metabdlicas [BALOG et al., 2000; WESTERBLAD et al., 2002].
Desta maneira, ainda sdo necessarias metodologias que permitam a andlise isolada do
processo e a diferenciacio dos mecanismos de producdo de energia e a contracdo

muscular.

O Pi é originado em dois momentos no metabolismo: no processo de produgdo de
energia, onde o Pi € originado da dissociagdo da fosfocreatina sob a acdo da enzima
fosfoquinase e, na contracdo muscular, através da hidrdlise da ATP necessaria para o
processo de deslizamento das pontes cruzadas, diminuindo a quantidade de liberagdo de

Ca’" [DUKE et al., 2000b] (Figura 4.13).

52



Tabulo-T —

Tabulo-T

®

oca® @Op

Figura 4.13 — Figura esquemdtica que ilustra os locais onde o aumento do Pi pode afetar

a fungdo muscular durante a fadiga. O aumento do Pi pode agir diretamente
na miofibrila e diminuir a produgcdo de for¢a das pontes cruzadas e a
sensibilidade das miofibrilas em relacdo ao Ca2+ (A). Agir sobre a
liberagdo do Ca2+ no reticulo sarcoplasmdtico (B). O aumento do Pi pode
aumentar a tetania na contragdo muscular pelo: estimulo dos canais de
liberagdo do Ca2+ do reticulo sarcoplasmdtico (1); inibi¢do da captagdo de
ATP do reticulo sarcoplasmdtico (2); e, através da precipita¢do com Ca2+,
diminuir o Ca2+ disponivel para liberagdo (3) [Adaptado de WESTERBLAD
etal., 2002, p. 20].

Entre os autores, ndo existe consenso de que o Pi atua em todos os niveis de
contragdo muscular e em todos os tipos de fibras, mas sdo unianimes em afirmar que o
fosfato inorganico atua diretamente na forma de contracdo, mas tendo poucas
influéncias na velocidade de contracdo [DUKE et al., 2000; HINKEN et al., 2004]. Nem
todas as fibras musculares sofrem influéncia da concentragdo de Pi, de acordo com os
experimentos, o musculo cardiaco parece ser mais sensivel ao Pi do que os miusculos

esqueléticos [DEBOLD et al., 2004; HINKEN et al., 2004].
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4.4 Fosfato de Calcio

Durante a contragdo muscular excessiva, os niveis de fosfato inorginico
intracelular podem aumentar significativamente de 1-5 Mm em repouso chegando a 30—
40 mM [ALLEN et al., 2001]. Este aumento gera associacdo com o cdlcio sérico e a
conseqiiente formacdo de um precipitado denominado fosfato de célcio [BALOG et al.,

2000; DUKE et al., 2000; ALLEN et al., 2001; WESTERBLAD et al., 2002].

Estudos anteriores demonstram que a entrada do Pi no limen do reticulo
sarcoplasmatico proporciona a precipitacio de fosfato de célcio, influenciando a
quantidade liberada de calcio necessdria para o processo de contragdo muscular, através
da sua aderéncia a troponina C [BALOG et al., 2000; DUKE et al., 2000; STIENEN et
al., 2000; TESI et al., 2000; BEAUGE, 2001; COUPLAND et al., 2001; DUKE et al.,
2001a; DUKE et al., 2001b; FUKUDA et al., 2001; VAN DER VELDE et al., 2001;
TESI et al., 2002; WESTERBLAD et al., 2002; BOSE et al., 2003; HE et al., 2003;
ALLEN et al., 2004; DEBOLD et al., 2004; HINKEN et al., 2004].

O fosfato de célcio precipitado ficarda momentaneamente no meio intracelular e
posteriormente ird para a circulagdo sanguinea onde serd eliminado via excrecdo
urinaria [GAASBEEK et al., 2005].

O fosfato de célcio é um sal inorganico que sofre dissociagcdo em meio aquoso,

conforme equagdo [MOTTA, 2003]:
Ca3(POy); (5) = 3Ca™ (ag) + 2P0 (aq)
Este composto € considerado de baixa solubilidade, sendo confirmado pelo seu
produto de solubilidade que € da ordem de 2,0 x 10% na temperatura de 25 °C.

Os aspectos bioquimicos, a absorcdo, distribui¢do, excrecdo e hormoénios de

influéncia no fosfato inorganico e do célcio, foram descritos no Capitulo 2.
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4.5 Conclusao

Observamos que diferentes estruturas sao responsaveis pela formagao do musculo
e a sua importancia para o processo de contracdo muscular.

Concluimos, também, a influéncia dos fons célcio e do fosfato inorganico no
processo de contracdo muscular e, através da precipitagdo com o célcio, formando um
composto denominado fosfato de célcio. Esta precipitacdo influenciard na quantidade de
fons célcio disponivel para a troponina C.

No préximo capitulo serd abordada a proposta da pesquisa, a descricdo dos
métodos, procedimentos e a descricdo dos equipamentos e drogas utilizadas para atingir

0 objetivo deste projeto.
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Capitulo 5
Metodologia

Este capitulo aborda o material e método, as drogas e reagentes utilizados para a
anestesia e aumento da concentracdo de fosfato inorginico sérico nos animais, a técnica
cirirgica e o método de andlise bioquimica da creatinina, uréia, calcio e fosfato
inorganico. Contudo, a maior énfase serd dada na andlise do cdlcio e do fosfato

inorginico, uma vez que este ¢ o ponto central deste trabalho.

5.1 Material e Método

5.1.1 Animais

Os animais utilizados na pesquisa foram ratos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), origindrios e mantidos no Biotério da Faculdades Cathedral de
Ensino Superior, em conformidade com a aprovacio do Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal - CETEA da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG,

conforme protocolo n° 020 (Anexo B).
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Os animais foram mantidos sob alimentaco e dgua ad libitum, sendo alojados em
gaiolas de polietileno branco com dimensdes de 42x24x17cm, com no maximo 5
animais por gaiola, sob condic¢des de iluminagdo controlada, com ciclo claro/escuro com
duracdo de 12/12 horas, além de aclimatizados e com higienizacdo didria.

Os animais foram ambientados no laboratério durante um periodo de, pelo menos,
1 h antes do experimento e com a finalidade de minimizar as variagdes circadianas,
todos os experimentos foram conduzidos sempre entre 13:00 e 17:00 h [MORIN, 1993].

Para o desenvolvimento da pesquisa, os animais tiveram a seguinte formagao:

- fator sexo: o grupo foi formado apenas por machos;

- fator peso: os animais foram pesados antecipadamente com uma balanga
Bioprecisa BS 300 A (Empresa Eletronic Balance - max: 3.000 g; d = 0,1 g; e= 10 d),
onde obtivemos o peso corpéreo variando entre 150 a 250 gramas.

- fator idade: idade média de 90 a 120 dias, evitando diferencas de maturagio
morfoldgica.

Foram considerados como critério de exclusdo os animais velhos ou muito jovens
ou que apresentassem alguma doenca que pudessem alterar a capacidade energética ou
contrictil. Para as andlises bioquimicas foram excluidas amostras sanguineas

hemolisadas.

5.1.2 Drogas e Reagentes

As seguintes drogas e reagentes foram utilizados: Fosfato de Potédssio (potassium
phosphate - K3PO4) 10 mL — 2 mEqg/mL (Darrow® Laboratério S.A); Anestésico
Tiopental Sédico 70 mg/kg (Anental®); Cilcio, método colorimétrico de ponto final
(Quibasa — Quimica Bésica do Brasil - Marca Bioclin®); Fésforo, método colorimétrico
de ponto final (Quibasa — Quimica Basica do Brasil - Marca Bioclin®); Creatinina,
método colorimétrico de ponto final (Quibasa — Quimica Bésica do Brasil - Marca
Bioclin®); Uréia, método enzimético colorimétrico (Quibasa — Quimica Basica do Brasil
- Marca Bioclin®).

O objetivo da utilizagdo do fosfato de potdssio para aumento da quantidade de
fosfato inorginico nos animais € devido a sua ampla utilizacdo para o controle da

hipofosfatemia [MILLER et al., 2000; SHELDON, 2004; TAYLOR et al., 2004].
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Considerando que uma dose utilizada para o tratamento da hipofosfatemia
administrada em um organismo normal resultard na ocorréncia de hiperfosfatemia,
teremos um aumento dos niveis plasméticos de fosfato inorginico. Levando em conta
que o célcio e o fosfato inorgénico apresentam atratividade, este aumento propiciard a
formacao do fosfato de célcio.

Nos itens abaixo, serdo apresentadas os locais e as doses onde estas drogas e

reagentes serdo utilizados.

5.1.3 Grupos

Os animais foram separados aleatoriamente e distribuidos em sete grupos iguais
de 7 animais, Grupo I (controle — administrag@o de soro fisiolégico), Grupo II (K3PO, -
0,5 mg/kg), Grupo III (K5PO4 - 1,5 mg/kg), Grupo IV (K3;PO4 - 2,5 mg/kg), Grupo V
(K5POy4 - 5,0 mg/kg), Grupo VI (K5PO4 - 7,5 mg/kg) e o Grupo VII (K3PO4 - 10,0
mg/kg).

Na Tabela 5.1 estdo relacionadas informagdes sobre o grupo, quantidade de
animais, droga, via de administracdo (intraperitoneal) e a dose injetada.

A diferenca entre os grupos estd na quantidade de fosfato de potéssio que serd
administrada, via injec@o rdpida, anteriormente a coleta das amostras sanguineas nos
grupos II, I, IV, V, VI e VIL

No grupo controle foi injetado 0,5 ml de soro fisiolégico (NaCl 0,9%). O objetivo
desta utilizacdo € reproduzir as mesmas condi¢des dos outros grupos no momento da
aplicacdo da inje¢do, ndo tendo efeito nas dosagens bioquimicas.

O grupo controle é utilizado para efeito de comparacdo entre os outros grupos,
sendo que marcadamente a Unica diferenca entre eles eram as concentragdes de fosfato
de potdssio administradas. Dessa forma, as alteracdes nos parametros analisados nédo
poderiam ser atribuidas a manipulagdo animal ou as caracteristicas do veiculo utilizado

para administracdo da droga.
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Tabela 5.1 — Distribuicdo do grupo, quantidade de animais, droga, via de
administrag¢do e o volume injetado.

Grupo Droga Dose Injetado
Controle soro fisiolégico (0,5 ml) -

I K3POy4 0,5 mg/kg
11 K3POy4 1,5 mg/kg
v K5POy4 2,5 mg/kg
A\ K5;POy4 5,0 mg/kg
VI K3POy4 7,5 mg/kg
VII K3POy4 10,0 mg/kg

n =7 animais por grupo

Via de administra¢io = intraperitoneal (i.p.)

5.2 Procedimentos

5.2.1 Administracao da droga

Apds 10 minutos da administracdo intraperitoneal do soro fisioldgico (grupo
controle) e do fosfato de potassio (distribuicio conforme a Tabela 5.1), os animais
foram anestesiados com injecao intraperitoneal de anestésico Tiopental sédico 70 mg/kg
(Anental®). Os animais foram considerados anestesiados apds ter sido constatada a
perda de reag@o aos estimulos mecanicos provocado por preensdo na cauda.

O tempo de espera de 10 minutos para o inicio da técnica cirurgica foi baseado
em um experimento prévio, onde foi verificado que este periodo foi suficiente para
apresentar variagdes nas concentragdes séricas calcio, fosfato inorganico, uréia e
creatinina ap0s a injecdo de doses diferentes de fosfato de potassio.

A Figura 5.1 destaca a via de administracdo intraperitoneal utilizada para a
administracdo do soro fisiologico, do fosfato de potissio e do anestésico em todos os

animais [BLOUIN et al., 2000].
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5.2.2 Técnica Cirargica

Os animais foram colocados sobre uma bandeja metilica, em decubito dorsal
horizontal, com imobilizacdo dos membros pélvicos e tordcicos por meio de fita
adesiva.

Foi realizada a incisdo longitudinal mediana da regido abdominal com uma
tesoura fina com seccdo da pele, tela subcutinea e linha aponeurdtica mediana de
aproximadamente 8 cm, com exposicdo e afastamento lateral das alcas intestinais para a
direita, para visualiza¢@o da veia cava inferior para a retirada de sangue venoso (Figuras

52,53e5.4).
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Figura 5.1 — Fotografia mostrando injecdo pela via intraperitoneal, utilizado para a administrag¢do do
soro fisioldgico, do fosfato de potdssio e do anestésico

Figura 5.2 — Fotografia mostrando a abertura da cavidade abdominal, visando a
retirada do sangue, através da veia cava inferior, para andlise.
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Figura 5.3 - Fotografia mostrando a veia cava inferior.

Figura 5.4 — Fotografia mostrando a retirada do sangue da veia cava inferior.
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O sangue coletado foi condicionado em tubos sem coagulante para o exame
bioquimico e centrifugados para a obtengdo do soro (Centrifuga Soroldgica Marca Bio
Eng® Modelo BE-5000 n° 1616).

Apés a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por meio de seccdo do
musculo diafragmadtico.

O soro foi separado da por¢do celular do sangue até vinte minutos apds a coleta,
evitando a troca i0nica entre ambos devido ao aumento da permeabilidade das hemécias
ao célcio [BIOCLIN, 2006a] e devido a liberacdo de fosfato hemdtico [BIOCLIN,

2006b] que poderiam interferir no resultado da andlise bioquimica.

5.2.3 Analise Bioquimica da Creatinina, Uréia, Calcio e Fosfato

Inorganico

As avaliacOes sanguineas de uréia, creatinina, cdlcio e fosfato inorgénico foram
realizadas em triplicada, onde os valores bioquimicos representam as quantidades
séricas das substincias. As tabelas, que compde o Anexo A, apresentam os valores em
triplicata, a média de cada animal e média dos grupos, das dosagens séricas de uréia,
creatinina, fosfato inorgénico e célcio.

As substincias bioquimicas analisadas no experimento foram: creatinina, uréia,
célcio e fosfato inorganico, onde no Grupo I (Controle) encontramos resultados
semelhantes aos de referéncia para ratos Wistar [CATHY, 1996] e observamos

similaridade também aos valores humanos [HENRY, 1999].

5.2.4 Dosagem Bioquimica

As amostras sanguineas foram analisadas através das seguintes metodologias

laboratoriais.
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5.2.4.1 Creatinina

Marca: Bioclin®

Objetivo: Teste colorimétrico in vitro para determinagdo de creatinina.

Principio: A creatinina reage com dcido picrico formando um complexo de cor
amarelo-avermelhado (Figura 5.6). Nesse pH ocorre a médxima formagdo do complexo
corado creatinina-picrato e com outros elementos plasmdticos. Com a adicdo do
reagente 4cido, o pH € diminuido e a cor da creatinina é desfeita, permanecendo a cor
devida aos cromogénios [HENRY, 1999]. Por diferenca entre as leituras obtidas em pH

alcalino e no acido, obtém-se o valor real da creatinina.

Técnica

1. Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra) e P (Padrio).

2. Pipetar 2,0 ml do reagente alcalino nos tubos B, A e P.

3. Adicionar 250 pl de dgua destilada no tubo B.

4. Adicionar 250 pl da Amostra (soro) no tubo A.

5. Adicionar 250 pl do Padrio no tubo P.

6. Adicionar 500 pl de acido picrico nos tubos B, A e P.

7. Homogeneizar os tubos e incubar em banho-maria a 37°C por 10 min.

8. Ler as absorbancias dos tubos A e P (Al) em filtro de 510 nm acertando o
zero com o Branco (B).

9. Adicionar 100 pl do reagente dcido no Branco e na Amostra.

10. Homogeneizar e aguardar 5 min. em temperatura ambiente.

11. Ler a absorbancia A2 da Amostra (A) em filtro de 510 nm, acertando o zero
com o Branco (B).

Calculos

Creatinina (mg/dl) = (A1-A2/Absor. padrdo) x 3. Como a reacdo segue a Lei de
Lambert-Beer, o método do fator de calibragdo pode ser usado: fator de calibracdo =
concentragcdo do padrdo (3 mg/ml) / Absor. Padrio, logo a creatinina (mg/dl) € igual a

(A1-A2) x fator de calibracio.
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Figura 5.5 — Fotografia mostrando o teste colorimétrico in vitro para determinagdo de creatinina.
5.2.4.2 Fosfato Inorganico
Marca: Bioclin®
Objetivo: Teste colorimétrico in vitro para a determinacdo do fosfato inorgénico.

Principio: A determinacao do fosfato inorgénico € feita por colorimetria a partir
da reag@o do fosfato inorganico com o molibdato de amonio, formando fosfomolibidato
de amo6nio que posteriormente € reduzido a azul de molibdénio, cuja intensidade de cor
desenvolvida é proporcional a concentracdo do fosfato inorgénico presente na amostra

[CANCADO, 2001] (Figura 5.7).

Técnica

1. Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra) e P (Padrao).
2. Pipetar 2,5 ml de dgua destilada nos tubos B, A e P.

3. Adicionar 100 pl da Amostra (soro) no tubo A.

4. Adicionar 100 pl do Padrio no tubo P.
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5. Adicionar 1 gota do reagente redutor nos tubos B, A e P.

6. Adicionar 1 gota do reagente molibdato nos tubos B, A e P.

7. Homogeneizar os tubos e aguardar 2 min. em temperatura ambiente.

8. Adicionar o regente alcalino nos tubos B, A e P.

9. Agitar os tubos e deixar em repouso em temperatura ambiente por 5 minutos
cronometrados.

10. Efetuar as leituras das absorbancias do Padrio (P) e da Amostra (A) em

espectrofotémetro utilizando filtro de 650 nm., acertando o zero com o Branco (B).

Calculos

Fosfato (mg/ml) = (Absor. amostra / Absor. padrdo) x 5. Como a reagio segue a

Lei de Lambert-Beer, o método do fator de calibragdo pode ser usado:

Fator de calibracdo = Concentracio do padrdo (5 mg/ml) / Absor. Padrdo, logo o

fosfato (mg/dl) € igual a Absor. da amostra x Fator de calibragéo.

Figura 5.6 — Fotografia mostrando o teste colorimétrico in vitro para determinagdo de fosfato

inorganico.
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5.2.4.3 Calcio
Marca: Bioclin®
Objetivo: Teste colorimétrico in vitro para determinagao do célcio.

Principio: A determinacio do cdlcio € feita por colorimetria através da medi¢ao
da intensidade de cor produzida pelo composto formado entre a orto-cresolftaleina

complexona e o cilcio em pH alcalino (Figura 5.8) [CANCADO, 2001].

Técnica

1. Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra) e P (Padrao).

2. Pipetar 1,0 ml do reagente tamp@o nos tubos B, A e P.

3. Adicionar 1,0 ml do reagente de cor nos tubos B, A e P.

4. Adicionar 20 pl da Amostra (soro) no tubo A.

5. Adicionar 20 pl do Padrdo no tubo P.

6. Homogeneizar e ler as absorbancias do Padrio (P) e da Amostra (A) em

espectrofotometro utilizando filtro de 578 nm, zerando o aparelho com o Branco (B).

Célculo

Célcio (mg/dl) = (Absor. amostra / Absor. padrdo) x 10. Como a reacdo segue a
Lei de Lambert-Beer, o método do fator de calibrag¢do pode ser usado:

Fator de calibracdo = Concentragdo do padrido (10 mg/ml) / Absor. Padréo, logo

o cdlcio (mg/dl) € igual a Absor. da amostra x Fator de calibragao.
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Figura 5.7 — Fotografia mostrando o teste colorimétrico in vitro para determinagdo de cdlcio.

5.2.4.4 Uréia

Marca: Bioclin

Objetivo: Teste enzimdtico colorimétrico para determinacao in vitro da uréia.

Principio: A uréia é hidrolisada a fons amonio e CO2 pela urease P Uréia +
3H20 »2 NH4+ + CO2 + 2 OH -. Em pH alcalino e na presenca de salicilato e
hipoclorito de sédio, amonia reage dando origem a um composto esverdeado cuja
intensidade de cor € proporcional a concentracdo da uréia na amostra (Figura 5.9)

[HENRY, 1999].

Técnica

1. Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra) e P (Padrio).

2. Pipetar 10 pl da amostra (soro) no tubo A.

3. Adicionar 10 pl do Padréo no tubo P.

4. Adicionar 1,0 ml do reagente de trabalho (uma parte da enzima para 20 partes
do tamp@o) nos tubos B, A e P.

5. Homogeneizar os tubos e colocar em banho-maria a 37°C por 5 min.
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6. Adicionar 1,0 ml do oxidante de trabalho nos tubos B, A e P.
7. Homogeneizar e manter em banho-maria a 37°C por mais 5 min.
8. Ler a absorbancia do tubo A e P em espectrofotdmetro em filtro de 600 nm,

acertando o zero com o Branco (B).

Célculo

Uréia (mg/dl) = (Absor. amostra / Absor. padrdo) x 70. Como a reacdo segue a
Lei de Lambert-Beer, o método do fator de calibragdo pode ser usado:

Fator de calibragdo = Concentracdo do padrdo (70 mg/ml) / Absor. Padrao, logo

o uréia (mg/dl) € igual a Absor. da amostra x Fator de calibracao.

Figura 5.8 — Fotografia mostrando o teste colorimétrico in vitro para determinagdo de uréia.

Para andlise da uréia, os tubos de ensaio foram imersos em Banho-Maria (Marca
Bioplus® IT 2002 BMI) por 05 (cinco) mantidos a 37 graus.
Ap6s o preparo das solucdes foi utilizado para andlise do valor da absorbancia

dos padrdes e das amostras o Espectrofotdmetro (Modelo E-225-D).

69



5.3 Conclusao

Neste capitulo descrevemos os materiais e métodos da pesquisa, a descricao dos
animais, o critério de divisdo dos grupos, assim como, as drogas e os reagentes
utilizados para a anestesia, para o aumento da concentracio sérica do fosfato inorgénico

e andlise bioquimica da creatinina, uréia, célcio e do fosfato inorgénico.

No préximo capitulo, serd apresentada a andlise estatistica dos resultados das
avaliacdes e as médias dos grupos apds os experimentos descritos acima, assim como,
os dados ajustados a modelos lineares e ndo lineares a fim de representar a relagdo entre

as variaveis analisadas sob a forma de um modelo estatistico.
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Capitulo 6
Resultados

Este capitulo apresenta a andlise estatistica dos experimentos descritos no
Capitulo 5, tendo como objetivo verificar se a administragdo de fosfato de potassio, em
diferentes doses variando de 0,0 a 10,0 mg/kg, proporcionou uma alteracdo na
concentracdo sérica da uréia, creatinina, célcio e fosfato inorganico. As tabelas do
Anexo A demonstram os valores em triplicata, a média de cada animal e média dos

grupos verificados na andlise bioquimica dos animais avaliados
6.1 Material e Métodos

Os modelos lineares [1-2] e ndo lineares [3-5] foram utilizados para ajustar os
dados a fim de representar a relacdo entre as varidveis analisadas sob a forma de um

modelo (Tabela 6.1).
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Tabela 6.1 — Representacdo dos modelos lineares e ndo lineares.

[1] Linear Y, = Y+ ax
(2] Quadritico Y, = Y, + ax+ bx’
[3] Exponencial negativo y,=ae ™
Exponencial negativo trés ™
(4] . Yi= Yot ae
parametros
Yi_Yot

[5] Sigmoidal com quatro parimetros

x-x0|
l+el

Cada um daqueles modelos deve ser aplicado em consonancia com os dados e
com os objetivos da andlise. Assim, antes de se iniciar qualquer avaliagdo € importante
analisar os modelos, através dos seguintes critérios: a) l6gica bioldgica, onde norteia o
objetivo, a natureza, a extensdo do estudo e o resultado esperado; b) a significincia do
ajuste do modelo aos dados; c) o valor do coeficiente de determinacio (R?).

Assim, nos casos em que, eventualmente, mais de um modelo puder ser ajustado
— expressar uma relacdo funcional entre as varidveis estudadas e permitir a estimativa de
parametros que possam determinar essa relacio — serdo considerados, para a selecdo do
modelo, o coeficiente de determinagdo e a ldgica bioldgica expressa pelo mesmo, de
forma que a escolha seja, além de estatisticamente correta, aquela que possa ser
explicada biologicamente de forma adequada [LWANGA et al., 1991].

Com relacdo a logica bioldgica em uma andlise estatistica, o tipo de resultado
deve ser levado em consideragdo e, nesta pesquisa, o resultado bioldgico esperado € a
influéncia do aumento da administracdo do fosfato de potdssio sobre a concentracio
sérica de cdlcio, a partir de uma determinada dose ideal para que este efeito possa ser
atingido.

Segundo a metodologia de analise de dados proposta por Fisher [GUIMARAES,
2004] onde considera, no seu desenvolvimento e aplicacdo, as seguintes suposicoes:
normalidade da varidvel; independéncia de erros e homocedasticidade (homogeneidade
de varidncia). Assim, como premissas para as andlises paramétricas, realizou-se, para

cada variavel, a andlise dos dados segundo o seguinte procedimento:
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a) Teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov [ZAR, 1999];

b) Teste de homocedasticidade (F méximo) de Hartley [HOFFMAN et al.,

1998];

c) Andlise de regressio para todos os modelos lineares e ndo-lineares;

d) Construcio de um grifico demonstrando (ou ndo) o ajuste do modelo

selecionado aos dados.

Conforme se pode observar nas Tabelas 6.2, 6.5, 6.8, e 6.11 e, em seguida, nas

Tabelas 6.3, 6.6, 6.9 e 6.12, todos os dados possuem funcdo de distribuicio de

probabilidade normal e homogeneidade de varidncia, respectivamente.

6.2 Analise dos Dados da Uréia

6.2.1 Teste de Normalidade

Tabela 6.2 — Fregiiéncia dos valores de uréia observados e esperados, e resultado (D) do teste

de Kolmogorov-Smirnov (K-S) de fung¢do de distribuicdo de probabilidade normal,

com indicagdo do nivel de significancia (p).

Uréia Observado Esperado
(mg/dl)  Freqiiéncia Percentual Freqiiéncia Percentual
(49-50] 1 2,04082 0,19665 2,04344
(50-51] 0 0,00000 1,19688 0,00000
(51-52] 8 16,32653 4,42879 16,34752
(52-53] 8 16,32653 9,97619 16,34752
(53-54] 11 22,44898 13,69196 2247784
(54-55] 13 26,53061 11,45357  26,56472
(55-56] 8 16,32653 5,83854 16,34752
(56-57] 0 0,00000 1,81233 0,00000
(57-58] 0 0,00000 0,34216 0,00000
K-S D=0,11963 p<0,20
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6.2.2 Teste de Homocedasticidade

Tabela 6.3 — Valores médios e desvios padrdo de uréia, nas diferentes concentragoes de fosfato

inorganico e teste de homocedasticidade de Hartley (F mdximo), com indicagdo

do nivel de significdancia (p).

Fosfato Inorganico Uréia Desvio
(mg/kg) (mg/dl) Padrao
0 53,6667 +1,1056
0,5 54,1429 +1,4383

1,5 53,3333 +1,5031 Fmax=2,2987

2,5 54,0000 +1,6216 p<0,1803

5 53,5238 +1,6762
7,5 53,4286 +1,4105
10 53,3809 +1,3392
Total 53,6395 +1,4421

Observa-se, pelos resultados obtidos nas Tabelas 6.2 e 6.3, que os dados para

uréia apresentam funcdo de distribui¢do de probabilidade normal e homogeneidade de

variancia. Assim, podemos proceder a andlise de regressdo para ajuste dos modelos

apresentados na Tabela 6.1, cujos resultados podem ser vistos na Tabela 6.4.

Tabela 6.4 — Parametros dos modelos de regressdo ajustados.

Modelos de Regressao Yo a b Xg Rzaj P
Linear 53,8215 -0,0472 0,3172 0,1806 0,1880
Quadratico 53,8284 -0,0537  0,0007 0,3176  0,0000 0,4656
Exponencial negativo 53,8217  0,0009 0,3172 0,1807 0,1880
Exponencial negativo trés pardmetros 51,5839  2,2434  0,0235 0,3176  0,0000 0,4657
Sigmoidal quatro parametros 53,4048 0,3809 -0,1336 4,8946 0,3470 0,0000 0,6917
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Observa-se que nenhum dos modelos foi estatisticamente significativo (todos os
valores de p sdo superiores a 5%) para representar alguma variacdo de uréia em funcio
das doses de fosfato inorgénico.

A Figura 6.1 representa a média de uréia sérica dos experimentos com diferentes
doses de fosfato de potdssio. Novamente, ndo se observam diferengas significativas na

concentracdo de uréia para as diferentes doses de fosfato de potassio (p <0,05).
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Figura 6.1 — Relagdo entre os niveis de fosfato inorgdnico (mg/kg) e uréia (mg/dl).
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6.3 Analise dos Dados da Creatinina

6.3.1 Teste de Normalidade

Tabela 6.5 — Fregiiéncia dos valores de creatinina observados e esperados, e resultado (D) do

teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) de fun¢do de distribuicdo de probabilidade

normal, com

indicagdo do nivel de significancia (p).

Creatinina Observado

Esperado

(mg/dl)  Freqiiéncia Percentual Freqiiéncia Percentual
(0,42-0,44] 2 4,08163 0,32438 4,24754
(0,44-0,46] 2 4,08163 1,31910 4,24754
(0,46-0,48] 2 4,08163 3,78585 4,24754
(0,48-0,50] 3 6,12245 7,67130 6,37131
(0,50-0,52] 9 18,36735 10,97749  19,11393
(0,52-0,54] 19 38,77551 11,09494  40,35162
(0,54-0,56] 8 16,32653 7,92020  16,99016
(0,56-0,58] 4 8,16327 3,99283 8,49508
(0,42-0,44] 2 4,08163 0,32438 4,24754

K-S D=0,16510 p<0,15
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6.3.2 Teste de Homocedasticidade

Tabela 6.6 — Valores médios e desvios padrado de creatinina, nas diferentes concentragoes de

fosfato inorgdnico e teste de homocedasticidade de Hartley (F mdximo), com

indicagdo do nivel de significancia (p).

Fosfato Inorganico Creatinina Desvio
(mg/kg) (mg/dl) Padrao
0 0,5152 +0,0509
0,5 0,5152 +0,0154
1,5 0,5176 +0,0522 Fmax=4,25
2,5 0,5324 +0,0213 p<0,10
5 0,5071 +0,0362
7,5 0,5152 +0,0154
10 0,5414 +0,0197
Total 0,5206 +0,0302

Observa-se, pelos resultados destacados nas Tabelas 6.5 e 6.6, que os dados

referentes a concentragdo de creatinina apresentam fungdo de distribuicio de

probabilidade normal e homogeneidade de varidncia e, dessa forma, pode-se proceder a

andlise de regressdo para ajuste dos modelos apresentados na Tabela 6.1, cujos

resultados podem ser vistos na Tabela 6.7.

Tabela 6.7 — Parametros dos modelos de regressdo ajustados.

2
X0 R

Modelo de Regressao Yo a b Rzaj, P
Linear 0,5151 0,0014 0,2068 0,0481 0,3053
Quadratico 0,5206 -0,0038 0,0005 0,4068 0,1102 0,3519
Exponencial negativo 0,5206 2,8723e-13 0,0000 0,0000 1,0000
Exp. negativo trés parametros 39,4624 -38,9473 3,6713e-5 0,2067 0,0000 0,6292
Sigmoidal quatro parametros 0,5171 1,2734 0,1560 10,6146 0,5956 0,1911 0,3791

Observa-se que nenhum dos modelos utilizados foi estatisticamente significativo

(todos os valores de p superiores a 5%) para representar alguma variagdo de creatinina

em fungdo das doses de fosfato inorgénico.
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A Figura 6.2 (a seguir) representa a média de creatinina sérica para os
experimentos com diferentes doses de fosfato de potassio. Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as dosagens (p < 0,05), ou seja, a quantidade de fosfato

inorganico (nos limites utilizados) néo altera a concentrag@o de creatinina no sangue.
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Figura 6.2 — Relagdo entre os niveis de fosfato inorganico (mg/kg) e creatinina sérica (mg/dl).
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6.4 Analise dos Dados do Fosfato Inorganico

6.4.1 Teste de Normalidade

Tabela 6.8 — Fregiiéncia dos valores de fosfato inorgdnico observados e esperados, e resultado
(D) do teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) de fungdo de distribuigdo de

probabilidade normal, com indicagcdo do nivel de significancia (p).

Fosfato Observado Esperado

(mg/dl)  Freqiiéncia Percentual Freqiiéncia Percentual

(3,0-3,5] 1 2,04082 0,206682  2,11949
(3,5-4,0] 1 2,04082 0,690783 2,11949
(4,0-4,5] 3 6,12245 1,836176  6,35847
(4,5-5,0] 2 4,08163 3,882070  4,23898
(5,0-5,5] 5 10,20408 6,528613  10,59745
(5,5-6,0] 5 10,20408 8,733943  10,59745
(6,0-6,5] 11 22,44898 9,294901  23,31438
(6,5-7,0] 10 20,40816 7,869137  21,19489
(7,0-7,5] 11 22,44898 5,299681  23,31438
(7,5-8,0] 0 0,00000 2,839192  0,00000

K-S  D=0,167401 p<0,15
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6.4.2 Teste de Homocedasticidade

Tabela 6.9 — Valores médios e desvios padrado de fosfato inorgdnico, nas diferentes

concentragoes de fosfato inorgdnico e teste de homocedasticidade de Hartley

(F mdximo), com indicagdo do nivel de significancia (p).

Fosfato Inorganico

Fosfato sérico  Desvio

(mg/kg) (mg/dl) Padrao
0 4,7238 +1,0935
0,5 5,0952 +0,7887
1,5 6,1048 +0,4511  Fmax=5,87
2,5 6,8238 +0,6253 p<0,10
5 7,0619 +0,1615
7,5 6,4857 +0,5534
10 6,6571 +0,4756
Total 6,1361 +0,5927

Observa-se, pelos resultados destacados nas Tabelas 6.8 e 6.9, que os dados

apresentam funcdo de distribuicio de probabilidade normal e homogeneidade de

varidncia. Podemos ent@o, proceder a andlise de regressdo para ajuste dos modelos

apresentados na Tabela 6.1, cujos resultados podem ser vistos na Tabela 6.10.

Tabela 6.10 — Pardmetros dos modelos de regressdo ajustados.

R2

Modelo de Regressao Yo a b Xo Rzaj, p
Linear 5,5244 0,1586 0,4495 0,3394 0,0993
Quadrético 4,9466 0,7037 -0,0562 0,8381 0,7571 0,0262
Exponencial negativo 6,1361 6,9672¢e-13 0,0000 0,0000 1,0000
Exp. Negativo trés pardmetros  6,7899 -2,2069 0,8456 0,9217 0,8825 0,0061
Sigmoidal quatro parametros 4,5916 2,1767 0,4361 1,0860 0,9574 09148 0,0147
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De acordo com a Tabela 6.10 e com os critérios definidos anteriormente para
selecio do modelo mais adequado, observa-se que o modelo quadritico, o modelo
exponencial negativo de trés pardmetros e o modelo sigmoidal de quatro parimetros
apresentam um excelente grau de ajuste aos dados (p<5%). Entretanto, se for
considerada a variagdo dos dados devido ao modelo ajustado em relagdo a variacdo
total, expressa pelo R?, percebe-se que este dltimo permite um melhor ajuste.

E importante notar que o modelo de regressio sigmoidal é o que apresenta a
melhor légica biolégica, uma vez que permite explicar de forma coerente o
comportamento observado dos niveis de fosfato inorgdnico sérico, pois mesmo a
quadrética apresentando melhores resultados, a curva plotada ndo representaria a
diminuicdo da concentragdo do cdlcio influenciada pelo aumento da concentracdo de
fosfato inorganico sérico, visto que a representagdo grifica da curva do modelo
quadritico mostrou uma tendéncia a aumentar em razdo da dose, ndo expressando a
reacdo bioldgica de diminui¢do ou manutencdo da concentragio do célcio.

A Figura 6.3 representa a média de fosfato inorginico sérico durante os periodos
experimentais sob diferentes doses de fosfato de potdssio. E possivel observar o
aumento da concentracdo de fosfato inorginico sérico mediante o aumento das doses de
fosfato inorgédnico até a dose de 2,5 mg/kg, onde foram encontradas diferencas
estatisticamente significante entre as doses. A partir desse valor hd uma tendéncia a
estabilizacdo da resposta apresentada devido a absor¢do maxima do fosfato de potdssio
pelo organismo, a partir da qual ndo se observam diferencas estatisticamente
significante entre o grupo controle e as doses de fosfato de potdssio, de acordo com o

que sera apresentado na Tabela 6.14.
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Figura 6.3 — Relagdo entre os niveis de fosfato inorganico (mg/kg) e fosfato sérico (mg/dl)

e a linha de tendéncia caracterizando um sigmoidal de quatro pardmetros.
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6.5 Analise dos Dados do Calcio

6.5.1 Teste de Normalidade

Tabela 6.11 - Fregqiiéncia dos valores de cdlcio observados e esperados, e resultado (D) do teste
de Kolmogorov-Smirnov (K-S) de fungdo de distribui¢cdo de probabilidade normal,
com indicagdo

do nivel de significdncia (p).

Calcio Observado Esperado

(mg/dl)  Freqiiéncia Percentual Freqiiéncia Percentual

(4-5] 7 14,28571 3,97353 8,31060
(5-6] 12 24,48980 9,58091 20,03838
(6-7] 8 16,32653 13,83103  28,92745
(7-8] 11 22,44898 11,95961  25,01340
(8-9] 9 18,36735 6,19321 12,95303
(9-10] 2 4,08163 1,91913 4,01384
(10-11] 0 0,00000 0,35540 0,74331

K-S D=0,12569 p<0,20
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6.5.2 Teste de Homocedasticidade

Tabela 6.12 — Valores médios e desvios padrdo de cdlcio, nas diferentes concentragoes de fosfato
inorganico e teste de homocedasticidade de Hartley (F mdximo), com indicagdo

do nivel de significdncia (p).

Fosfato Inorganico  Calcio sérico  Desvio

(mg/kg) (mg/dl) Padrao
0 8,7333 +0,3805
0,5 7,9857 +0,5577
L5 7,3619 +0,3263 Fmax=2,9220
2,5 6,7714 +0,5394  p<0,1382
5 5,2238 +0,5287
7,5 5,3714 +0,5148
10 5,5667 +0,4018
Total 6,7163 +0,4642

Observa-se, pelos resultados obtidos, constantes nas Tabelas 6.11 e 6.12, que os
dados apresentam fung¢do de distribuicdo de probabilidade normal e homogeneidade de
varidncia e, dessa forma, pode-se proceder a andlise de regressdo para ajuste dos

modelos apresentados na Tabela 6.1, cujos resultados podem ser vistos na Tabela 6.13.

Tabela 6.13 — Pardmetros dos modelos de regressdo ajustados.

Modelo de Regressao Yo a b Xo R’ Rzaj, p
Linear 7,9430  -0,3180 0,7579 0,7095 0,0108
Quadrético 8,6239  -0,9604 0,0662 0,9841 0,9761 0,0003
Exponencial negativo 8,1247 0,0539 0,8090 0,7708 0,0058
Exp. negativo trés parametros 5,2387 3,5702 0,4046 0,9629 09444 0,0014

Sigmoidal quatro parametros 5,3532 4,0662 -1,1411 1,5231 0,9744 0,9489 00,0069
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De acordo com a Tabela 6.13 e com os critérios definidos anteriormente para
selecio do modelo mais adequado, observa-se que todos os modelos testados
apresentam um excelente grau de ajuste aos dados (p<5%). Ao ser considerada a
variagdo dos dados devido ao modelo ajustado em relagcdo & variagdo total dos dados,
expressa pelo R?, percebe-se que o modelo quadritico expressa um melhor ajuste.
Entretanto, como a maior légica bioldgica reside no fato de existir uma estabilizagdo da
precipitacdo do célcio com o fosfato inorganico, e esse € o principal critério de selecdo
de um modelo que possa expressar a relacdo observada, o inico modelo que atende aos
critérios definidos € o modelo de regressdo sigmoidal, uma vez que permite explicar de
forma coerente o comportamento observado dos niveis de cdlcio em razdo da variacdo
dos niveis de fosfato inorganico, conforme descrito na anélise de regressdo para ajuste
dos modelos do fosfato inorganico.

A Figura 6.4 representa a média de cdlcio sérico para os experimentos com
diferentes doses de fosfato de potdssio. Nesta Figura é possivel observar a diminuicdo
da concentracdo sérica de célcio mediante o aumento das doses de fosfato inorganico
até a dose de 5,0 mg/kg, onde encontramos diferencas estatisticamente significante entre
as doses. A partir desse valor ha uma tendéncia a estabilizagdo da resposta apresentada,
onde ndo encontramos diferencas estatisticamente significantes entre o controle e as
doses de fosfato de potéssio de acordo com o que serd apresentado na Tabela 6.14 (p

>0,05).
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Figura 6.4 — Relagdo entre os niveis de fosfato inorgdnico (mg/kg) e cdlcio sérico (mg/dl)

e a linha de tendéncia caracterizando um sigmoidal de quatro pardmetros.
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6.6 Analise da Relacao entre a Concentracao Sérica

de Fosfato Inorganico e Calcio

Tabela 6.14 — Comparagdo de médias de fosfato sérico e cdlcio sérico nas

diferentes doses de fosfato inorgdnico, com o teste de Tukey.

Fosfato Fosfato Fosfato Calcio
Inorganico sérico Inorganico  Sérico
(mg/kg) (mg/dl) (mg/ kg) (mg/dl)
0,0 4,72 C 0,0 8,73 a
0,5 5,10 C 0,5 7,99 b
1,5 6,10 b 1,5 7,36 c
2,5 6,82 a 2,5 6,77 d
5,0 7,06 a 5,0 5,22 e
7.5 6,49 ab 7.5 5,37 e
10,0 6,66 ab 10,0 5,57 e
Analise de Variancia
gl (7;140) g.l. (7;140)
QM (Efeito)  805,0826 QM (Efeito) 981,6625
QM (Erro) 0,4807 QM (Erro) 0,2762
F 1674,716 F 3553,770
P skeksk P sksksk

Valores precedidos de mesma letra, na vertical, ndao diferem significativamente,
segundo o teste de Tukey, no nivel de 5%.

g.l. = graus de liberdade

O.M. = Quadrado Médio

F = Valor do teste F

P = Nivel de significancia (*** = altamente significativo)

Observa-se pelos testes comparativos de médias (Tabela 6.14) que, com relacdo
ao fosfato inorganico sérico, ndo existe diferenca estatisticamente significativa, ao nivel
de 5%, entre as doses de 2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 7,5 mg/kg e 10,0 mg/kg. Em relagdo ao
célcio sérico, observa-se que, estatisticamente, ndo ha diferenca significativa entre as
doses 5,0 mg/kg, 7,5 mg/kg e 10 mg/kg de fosfato inorgénico. Estes resultados

corroboraram com aqueles apresentados nas Figuras 6.3 e 6.4.
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Na Tabela 6.14, apresenta-se as médias de fosfato sérico sob diferentes niveis de
fosfato inorgénico, sendo que as letras a, b e ¢ correspondem as diferengas significativas
entre o grupo controle e as doses de fosfato inorginico. Dessa maneira, as médias dos
resultados apresentados pelo grupo controle e a dose 0,5 mg/kg (marcado com a letra ¢),
nao diferem significativamente. As doses 1,5, 7,5 e 10,0 mg/kg (contendo a letra b) ndo
diferem significativamente e, finalmente, as de 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg/kg (contendo a
letra @) também nao diferem significativamente entre si, mas diferem entre as doses 0,0
e 1,5 mg/kg, indicando que a quantidade de fosfato sérico estabilizou a partir da dose
2,5 mg/kg, conforme o que se pode observar na Figura 6.3.

Apresenta-se, também, as médias de cdlcio, sob os diferentes niveis de fosfato
inorganico, onde as letras a, b, ¢, d e e correspondem as diferencas significativas entre o
grupo controle e as doses de fosfato inorgdnico. Dessa maneira, as médias dos
resultados apresentados pelo grupo controle (marcado com a letra a) diferem
significativamente das doses de fosfato inorganico injetada. Este resultado também ¢é
observado pelas doses 0,5, 1,5 e 2,5 (respectivamente com as letras b, ¢ e d) onde ndo
apresentam resultados significantes comparados com as outras doses. A partir da dose
5,0 mg/kg, comparado com as doses 7,5 e 10,0 mg/kg (todos marcados com a letra e)
ndo observamos diferencas estatisticamente significativamente entre as doses, mas sdo
diferentes do controle. Nota-se que, a concentracdo de célcio sérico se estabilizou a
partir da dose de 5,0 mg/kg de fosfato inorginico injetada, também destacado
visualmente na Figura 6.4.

Finalmente, na Figura 6.5, pode-se observar a diferenca que existe entre o grupo
controle e o grupo que corresponde a aplicagdo de 5,0 mg/kg de fosfato potassio, em
relacdo a resposta obtida do célcio sérico. A Figura 6.5 demonstra a que a dose de 5,0
mg/kg é a dose ideal para conseguir a menor concentragdo de célcio sérico. Isto estd de
acordo com os objetivos propostos, pois a pesquisa tem como finalidade a validacdo de

um modelo experimental que permite inferéncias a este respeito.
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Figura 6.5 — Diferenca entre a dose de 0,0 mg/kg de fosfato inorgdnico (controle) e a dose de

5,0 mg/kg, sobre cdlcio sérico, e seus respectivos desvios padrao.

6.7 Conclusao

Neste capitulo apresentamos a andlise estatistica dos resultados das avaliagdes e
as médias dos grupos apds os experimentos, assim como, os dados ajustados a modelos
lineares e ndo lineares a fim de representar a relagdo entre as varidveis analisadas sob a

forma de um modelo estatistico.

No préximo capitulo, discutiremos os resultados das andlises estatisticas e

apresentaremos pesquisas anteriores que diferem ou que possam corroborar com este

trabalho.
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Capitulo 7
Discussao

Durante a contracdo muscular, a miosina interage ciclicamente com a actina em
um processo que € controlado energicamente pela hidrélise da ATP. Os eventos
bioquimicos (glicdlise, fosforilacdo, hidrélise do ATP, etc.) e mecanicos (liberagdo dos
sitios ativos da actina, movimento das pontes cruzadas, etc.), assim como as substincias
séricas que auxiliam ou interferem neste processo de contracdo, como o cdlcio,
creatinina, magnésio, potassio, sddio, entre outros [DAHLSTEDT et al., 2000; ALLEN
et al.,, 2001; WESTERBLAD et al., 2002; SYKES, 2003; BARTHEL et al., 2007] tém
sido investigados ao longo dos anos e utilizados para explicar diferentes fendmenos,
levando-se em conta a questdo central da pesquisa, a varidvel primdria definida, o tipo
de resposta esperada e o tipo de andlise estatistica que se pretende realizar [LWANGA
et al., 1991].

Nas pesquisas com objetivo de analisar a diminui¢do na qualidade da contragdo
e/ou da forca muscular, os metabdlitos mais frequentemente estudados sdo o 4cido
latico e os fons hidrogénio, que levam as alteracdes do pH produzidas pela acidose; e a
relacdo do fosfato inorgénico e o cdlcio, influenciando na ligagdo do Ca® com a
subunidade TnC da troponina (troponina C) e consequentemente diminuindo a liberacéo
dos sitios ativos da actina.

Alguns estudos sobre a fibra muscular mostram que a acidose pode reduzir a

forca isométrica e a velocidade de contracdo [BRUTON et al., 1998; BROOKS, 2001;
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FUKUDA et al, 2001; FRASER et al, 2005]. Entretanto, algumas pesquisas
observaram que a diminui¢do da fung@o de contracdo nem sempre estd relacionada
diretamente com a diminuicio do pH [DUKE et al, 2001b; GLADDEN, 2001;
GLADDEN, 2004]. Esses autores concluiram que esta relacio nem sempre ¢&
diretamente proporcional, e, consequentemente, sugeriram ndo haver uma relag¢do causal

entre a acidose e a producio da forca de contragdo muscular.

Duke [2001b], Gladden [2001], Westerblad [2002], Gladden [2004] e Kristensen
[2005] analisaram a relagdo da temperatura com o efeito da acidose sobre a for¢a, sendo
que os resultados indicaram que a acidose tem efeito direto sobre a contracdo muscular
apenas em determinadas temperaturas. Os autores observam que a acidose tem pouco
efeito sobre a contragcdo muscular em temperaturas fisiolégicas, ou seja, se a diminuicao
da for¢a muscular esta relacionado com a acidez, este efeito também seria observado em

temperaturas fisioldgicas.

Jubrias et al. [2003] relacionaram a diminuicdo da contragdo muscular pela
inibicdo de enzimas relacionadas a glicdlise, tais como a fosforilase e a
fosfofrutoquinase na presenca de acidose, o que levaria a diminui¢do da producdo de
energia em forma de ATP. Entretanto, a inibicdo destas enzimas pela acidose muscular,
também ndo foi observada em temperaturas fisioldgicas, ou seja, se existe uma
correlacdo positiva entre a acidose e a inibicdo enzimdtica da fosforilase e da
fosfofrutoquinase, este efeito também seria observado em temperaturas fisiologicas

[GLADDEN, 2004].

Posterino et al. [2001] também estudou o efeito da acidose diminuindo a liberagdo
de Ca** pelo reticulo sarcoplasmadtico. Entretanto, Gladden [2004] questionou o efeito
depressivo sobre a acdo do Ca® proveniente do reticulo sarcoplasmatico, ndo

~ . e .. 2+ .
encontrando relagio entre a acidose e a diminuigfio da atividade do Ca”" intracelular.

Nos ultimos anos, a relacdo do fosfato inorgdnico com o célcio tem ganhado
importancia devido 2 atuagdo do Ca** no processo de contragio muscular, através da
regulacdo da contragdo por meio dos filamentos delgados de actina, particularmente
sobre um sitio especifico na molécula de TnC que liga os fons célcio permitindo a
interac@o dos filamentos contrateis [EGELMAN, 2001; FUCHS et al., 2001; STEVENS
et al., 2002].
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Evidéncias demonstram a influéncia do fosfato inorganico sobre a contragdo
muscular através de sua precipitacdo com o célcio e consequente formacdo de um sal
denominado fosfato de cdlcio, promovendo a reducdo dos niveis do céilcio i6nico
disponiveis para a sua aderéncia com a troponina C [BALOG et al., 2000; DUKE et al.,
2000; STIENEN et al., 2000; TESI et al., 2000; ALLEN et al., 2001; BEAUGE, 2001;
COUPLAND et al., 2001; DUKE et al., 2001a; DUKE et al., 2001b; FUKUDA et al.,
2001; VAN DER VELDEN et al., 2001; TESI et al., 2002; WESTERBLAD et al., 2002;
YAGI et al., 2002; BOSE et al., 2003; HE et al., 2003; DEBOLD et al., 2004; HINKEN
et al., 2004].

A andlise bioquimica da concentragdo sérica do cdlcio tem importincia nio
apenas para o processo de contragdo muscular, mas também para o funcionamento e
controle de diversos 6rgdos internos, através do controle e manutencdo das atividades
vitais. Um exemplo € o aumento da disponibilidade de célcio extracelular nas fibras
musculares cardiacas influenciando a forca de contragdo [BAILEY et al., 1990; SHIELS
et al., 1997; BERS, 2002].

A variagdo da forga de contragdo deve envolver um ndmero varidvel de pontes
cruzadas entre os filamentos finos de actina e os filamentos grossos de miosina, o qual
ird requerer a ligacdo de quantidades varidveis de fons calcio as proteinas contrateis,
particularmente & TnC. Alteragdes na for¢a de contrag@o cardiaca, portanto, podem ser
observadas pela variagdo na quantidade de célcio disponivel no meio extracelular [KIM

et al., 2000].

Segundo Eisner et al. [1998], uma intervencdo que aumente a concentracdo de
célcio intracelular pode aumentar a for¢a de contragdo em midcitos cardiacos, mas ndo
ha como definir se este efeito € devido apenas ao aumento do cdlcio intracelular
isoladamente ou por um aumento na fragdo liberada pelo RS [VORNANEN et al.,
2002].

A importancia do cdlcio extracelular para contragdo cardiaca foi evidenciada pela
adicdo de concentracdes crescentes de calcio no meio extracelular, chegando a um
aumento de 90% da forca de contracio cardiaca em relagdo aos valores iniciais (efeito

inotropico positivo). Tal resultado sugere uma elevada dependéncia do calcio
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extracelular para a contra¢io cardfaca, embora um aumento da liberagio de cdlcio Ca™*-

induzida pelo RS ndo possa ser descartada [EISNER et al., 1998].

A maioria dos autores, que concentraram seus estudos na andlise da relagdo do
fosfato inorgénico com o célcio, descreveram a grande dificuldade de realizar seus
experimentos em células intactas (in vivo), pois pequenas alteracdes nas concentracdes
de Pi podem provocar outras mudangas metabdlicas ndo necessariamente relacionadas
ao mecanismo de contracdo muscular [COOKE et al., 1985; MILLAR et al., 1990;
WESTERBLAD et al., 2002; BOSE et al., 2003; HE et al., 2003; DEBOLD et al., 2004;
HINKEN et al., 2004; DUTKA et al., 2005].

Dessa maneira, pelo fato da acdo do fosfato inorgénico estar sobre influéncia do
metabolismo muscular, muitos autores optaram por realizar os experimentos in vitro
[DUKE et al.,, 2001; FUKUDA et al, 2001; VAN DER VELDEN et al., 2001;
DEBOLD et al., 2002; HINKEN et al., 2004].

Um estudo com o objetivo de analisar o efeito do Pi citoplasmético em fibras
musculares (in vitro) utilizando uma microinje¢do de Pi em fibras ndo fatigadas
(aumento de 2-21 mM) observou que a concentragdo de Ca®* intracelular em repouso e
durante estimulagdo tetanica foi reduzida ap6s as inje¢des de Pi [DUTKA et al., 2005].
Porém, o autor ndo afirma se a diminui¢do do cdlcio intracelular ocorreu durante ou
depois de injecdo de Pi, pois as altera¢des poderiam estar relacionadas com a utilizacio
do Ca** necessario para alteracdo conformacional da subunidade TnC da troponina ou
pela retomada de cédlcio pelo RS apds a contracio muscular [COOKE et al., 1985;

MILLAR et al., 1990].

Em outra pesquisa, realizado por Dahlstedt et al. [2000], utilizou-se ratos
modificados geneticamente com a auséncia da creatina quinase (CK) nas fibras
musculares e, consequentemente, diminuindo a liberacdo do fosfato inorginico pela
catdlise da fosfocreatina. O resultado mostrou que nos ratos com auséncia da creatinina
quinase as concentragdes de Pi e do Ca®* intracelular permaneceram quase constantes e,
consequentemente, ndo foi observada uma diminuicdo significativa da for¢ca muscular
em contracdes tetanicas. Este resultado ndo foi similar com os ratos sem a modificacio
genética, onde observou-se uma concentracio do Pi, uma diminui¢io do Ca**
intracelular e da forca muscular. A conclusi@o do estudo é a confirmagdo de que o

. L. .. . . ~ 2.
aumento citoplasmético do Pi influencia diretamente na concentragdo de Ca™ em

93



contracdes tetanicas. Entretanto, o autor questiona se a inibicdo é devido a liberagdo do
Ca® pelos receptores de rianodina (RyR) ou devido 2 precipitacdo do fosfato de célcio

(CaPi) dentro do reticulo sarcoplasmatico.

Dahlstedt et al. [2001] realizou um estudo similar confirmando os resultados
encontrados em sua pesquisa anterior [DAHLSTEDT et al., 2000], onde analisou a
concentracdo de Pi em fibras musculares com inibi¢cdo farmacoldgica da atividade
enzimdtica da creatina quinase (CK). Neste experimento, os ratos com a inibicdo
farmacolégica da enzima CK permaneceram com a concentracdo de Pi e de Ca®
intracelular constante e os ratos sem a inibicao tiveram um aumento da concentracio do
Pi e uma diminuicio do Ca®' intracelular nas contratacdes tetinicas eletricamente

estimuladas.

Existem consideracdes de que o Pi ndo influencia apenas na diminuicdo da
concentragdo sérica do célcio através de sua atratividade para a formacgao do fosfato de
célcio e conseqiiente diminuicdo da quantidade disponivel de Ca®*, mas que também
atua sobre as enzimas (ATPase) dos receptores de rianodina do reticulo
sarcoplasmatico. Stienen et al. [2000], analisou a influéncia do Pi e da alteracdo do pH,
sobre a atividade da ATPase que atua na liberagio do Ca®* pelo reticulo sarcoplasmético
e concluiu que a atividade da ATPase é mais sensivel ao aumento de Pi (de 0 a 30 mM)
do que a diminui¢do do pH (de 7,1 para 6,2). Entretanto, os autores observaram que
durante o processo inverso (captagio dos Ca** para o RS) o efeito combinado do Pi e do

pH € mais pronunciado do que a a¢fdo independente do Pi e do pH.

Balog et al. [2000] e Duke et al. [2000] refor¢am os achados encontrados Stienen
et al. [2000], confirmando a potencial acdo do Pi como regulador end6geno do canal de

rianodina (RyR), responsavel pela liberagio do Ca** pelo RS dos miisculos esqueléticos.

De acordo com Bruton et al. [1998], sdo poucas as informagdes disponiveis em
relacdo ao aumento do Pi ser ou ndo dependente de temperatura, pois a maioria dos
estudos utilizados em fibras musculares isoladas (in vitro) foram realizadas em baixas
temperaturas. Coupland et al. [2001] analisou o efeito da adicdo do Pi em diversas
temperaturas entre 5°C e 30°C, em contracdes mdximas do musculo psoas de coelhos e
concluiram que a influéncia do Pi é menor em temperaturas fisiologicas (menor que

20% com 25 mM Pi). Este achado € similar ao encontrado por Debold et al. [2004], que
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observaram o efeito da elevagdo do nivel de Pi sobre a contracdo de fibras do tipo I
(lentas) e fibras do tipo II (rdpidas) em diferentes temperaturas. Os resultados
demonstraram que a forga isométrica maxima foi significativamente reduzida em
temperaturas de 15°C em relag@o aquelas observadas a 30 °C, tanto em fibras do tipo |
quanto em fibras do tipo II. Entretanto, a velocidade de encurtamento ndo foi

significativamente afetada pela elevacdo do Pi em ambas as temperaturas.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito do
fosfato inorganico (Pi) na precipitacio do célcio sérico, assim como validar um
protocolo experimental para determinar a dose ideal para que esta relacdo tenha o

maximo resultado esperado.

O aumento da concentracdo sérica de fosfato inorganico, necessirio para
precipitar com o cdlcio sérico, foi conseguido através da indugdo de fosfato de potéssio
em animais vivos via injecdo intraperitoneal. Apesar de ndo terem sido realizadas
experiéncias in vitro, observamos que os resultados encontrados nesta pesquisa
ocorreram de maneira semelhante aos relatados por alguns estudos. Corroborando com
este pressuposto, existem constatacdes de que o Pi influencia no mecanismo de agdo das
pontes-cruzadas, devido 2 diminui¢do da quantidade de Ca®* liberado pelo reticulo
sarcoplasmatico [FRUENS et al., 1994; BALOG et al., 2000; DUKE et al., 2000;
ALLEN et al., 2001; WESTERBLAD et al., 2002; WESTERBLAD et al., 2002; BOSE
et al., 2003; HE et al., 2003; DEBOLD et al., 2004; HINKEN et al., 2004]. Estes autores
realizaram suas pesquisas utilizando o aumento da concentragdo sérica do fosfato

inorgénico in vitro.

Neste trabalho, conforme citado no capitulo 2, a andlise bioquimica da uréia e da
creatinina sérica teve como objetivo verificar a integridade metabdlica, pois as
alteracdes nesses parametros sdo indicadores diretos do funcionamento normal do
sistema urindrio e do metabolismo protéico que poderiam influenciar diretamente nos
resultados desse trabalho. O aumento na concentracdo de uréia e da creatinina no
plasma € indicador de uma variedade de doencas renais, com diferentes lesdes
glomerular, tubular ou vascular [GRANOUILET et al., 1996].

Ao se analisar os resultados da uréia na Tabela 6.4, observam-se que de todos os

modelos analisados, nenhum se ajusta significativamente aos dados e este resultado esta
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diretamente relacionado com a ldgica bioldgica, pois sabe-se que a concentracdo de
uréia sérica pode ser devido a disfuncdes renais [LUM et al., 1989] ou produto da
degradacdo de proteinas exdgenas oriundas da alimentacio, podendo ocorrer um
aumento da concentragdo de uréia decorrente do processo alimentar [LASKOW et al.,
1990; CORREIA et al., 2005; NAGAYA et al., 2006]. No entanto, este ndo € o caso
neste trabalho, visto que todos os animais encontravam-se em jejum antes da realizacdo
dos experimentos.

No caso da creatinina, observou-se situagdo semelhante ao da uréia, onde
verificou-se uma correlagdo negativa entre o efeito da inje¢do de Pi sobre a
concentracdo de creatinina sérica.

Na Tabela 6.7, observa-se que, de todos os modelos analisados, nenhum se ajusta
significativamente aos dados. Este resultado também estd diretamente relacionado com
a logica bioldgica, pois existem duas possibilidades de ocorrer um aumento sérico da
creatinina: disfuncdes renais ou um aumento da atividade muscular esquelética
[GREENBERG et al, 1999; GRANOUILET et al, 1996].

Os resultados apresentados neste experimento demonstraram auséncia de
variagdes nas concentragdes de creatinina e uréia nos animais analisados
bioquimicamente. Esta afirmacdo pode ser confirmada pelos resultados encontrados por
Mendelssohn et al., [1999], Usher-Smith [2006] e Lin et al. [2007], onde verificaram
que niveis elevados de creatinina sérica sdo freqiientemente encontrados em pacientes
com hipertensdo, arteriosclerose, diabete melitos, anemia, com insuficiéncia renal ou
nefrotoxidade [KAIRA, 1998; EDMUNDS et al., 2000]

Zhu et al. [2002] e Kopp et al. [2004] descrevem que o aumento da concentragdo
de creatinina sérica pode indicar possiveis lesdes do misculo esquelético, ocasionado
por hipoxia, calor ou convulsdes.

Ao analisar os resultados da creatinina e da uréia em conjunto observou-se que
estes estdo de acordo com os resultados encontrados por outros autores, pois se
ocorresse alguma altera¢do na concentragdo de creatinina seria esperado um aumento
também da uréia. Verificando as vias metabdlicas de sintese endégena da creatinina,
podemos observar que a arginina, um dos aminodcidos precursores desta sintese,
também serve como precursor para a produgdo da uréia. O aumento da creatinina

poderia fornecer uma fonte adicional de arginina e incrementar a producio de uréia e
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consequentemente ocorreria um aumento proporcional de creatinina e uréia

[DESHMUKH et al, 1991].

Dessa maneira, a manutencdo da concentracdo sérica da uréia e da creatinina
demonstra que os animais analisados bioquimicamente estavam sadios antes da
aplicacdo da injecdo de fosfato de potissio, fato observado pelos resultados das
amostras sanguineas do grupo controle e, que permaneceram sem alteragdes nos
parametros analisados mesmo depois da aplicacdo do fosfato inorgénico, comprovados
pelas andlises sanguineas dos grupos contendo variagdes das doses de fosfato de

potassio.

Um dos resultados mais importantes deste trabalho € que a quantidade de célcio
sérico foi substancialmente reduzida depois da injecdo de Pi (Figura 6.4). Percebe-se
também que esta reducdo variou de acordo com a dose utilizada, sendo que, apds 5,0
mg/kg ndo foi observada nenhum aumento estatisticamente significante (Tabela 6.14).
Desta forma, pode-se pressupor que esta resposta tenha alcancado um certo equilibrio
metabdlico, visto que doses maiores de Pi ndo levam a maiores alteracdes na
concentragdo de célcio.

Observamos ainda que, de todos os modelos analisados, o modelo sigmoidal de
quatro parimetros é o que melhor explica a variacdo de uma varidvel em funcio da
outra, pois além de ter um alto coeficiente de determinacio (R”) e se ajustar
significativamente aos dados ao nivel de 5% (p< 0,05), é o que melhor expressa a l6gica
bioldgica, pois permite verificar que existe uma correlacdo positiva entre o aumento da
concentracdo sérica do fosfato inorganico e a diminui¢do da concentragcdo sérica do
célcio.

E importante observar que, tanto na Figura 6.3 e 6.4, que destacam as variagdes
nas contragdes séricas do fosfato inorgénico e do cdlcio sérico (respectivamente) sobre a
influéncia de doses diferentes de fosfato de potdssio, em certo momento da curva
sigmoidal de quatro parametros é possivel observar uma estabilizacdo da resposta
apresentada, onde ndo mais encontramos diferengas estaticamente significantes entre as
doses posteriores (2,5 mg/kg para o fosfato inorganico sérico e 5,0 mg/dl para o célcio
sérico). Possivelmente, esta estabilizacdo € decorrente da capacidade enddgena de
metabolizar/excretar substancias em altas concentragdes. Esta observacdo estd de acordo

com as pesquisas prévias, como a realizada por Hinken et al. [2004] que analisaram a
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acdo do Pi através de uma solucdo com quantidades variadas de Pi (0,5; 2,5; 5,0 e
10mM) em fibras cardiacas de ratos (in vitro) e observaram uma reducgdo significativa
da forca muscular e da quantidade de Ca’* com a adi¢do de 2,5, 5,0 e 10mM. O
pesquisador ndo observou nenhuma alteracdo significativa com a adi¢do de 0,5mM de
Pi e apds 5,0mM ocorreu uma estabilizacdo da diminui¢do da forca isométrica (> 10%)
devido a um equilibrio metabdlico.

Resultado semelhante, relacionando o aumento do Pi e a conseqiiente reducao do
Ca’" liberado pelo reticulo sarcoplasmatico, foi encontrado por Dutka et al. [2005], que
observaram um aumento de > 30 mM de Pi em fibras musculares de ratos submetidos a
um esforco fisico exaustivo e uma conseqiiente diminui¢do da quantidade de Ca®
liberado pelo reticulo sarcoplasmatico, ocorrendo uma diminui¢do de 20% da forga

muscular durante os 20 minutos iniciais da atividade.

Duke et al. [2001a] observaram que a quantidade de Ca®* liberado pelo RS em
resposta a despolarizacdo do tdbulo-T, estimulado por cafeina, foi reduzida pelo

aumento na concentragio de Pi.

No mesmo ano, Duke et al. [2001b], analisando fibras isolados do extensor longo
dos dedos de ratos Wistar (in vitro), observaram um aumento da precipitacdo e
formacdo do fosfato de calcio (Ca-Pi) dentro do RS em quantidades > 5 mM de Pi. A
precipitacdo foi aumentada em solucdo de Pi e fosfocreatina.

Deve-se considerar que a principal contribuicdo desta pesquisa € a realizacdo do
experimento in vivo, além de validar um protocolo experimental apresentando uma
droga (fosfato de potdssio) que permite atingir o objetivo proposto, que ¢ o aumento da
concentragdo sérica do fosfato inorgénico, sem causar nenhum tipo de lesdo ao animal,
resultado verificado através da andlise bioquimica da concentragdo sérica da creatinina e
da uréia.

Neste trabalho, a utilizacdo de um experimento in vivo, comparando com o0s
resultados apresentados utilizando modelos in vitro, mostrou-se suficiente para
representar as alteragdes nos pardmetros bioquimicos do fosfato inorgénico e calcio
analisados. Além disso, foi possivel realizar a parte experimental com baixo custo na
aquisi¢do das drogas e dos reagentes. Esta facilidade permite a reprodutibilidade do
experimento sem a necessidade de muitos equipamentos, baixa duracio e confiabilidade

no resultado, cuja resposta satisfaz as necessidades deste trabalho.
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7.1 Conclusao

Neste capitulo, discutimos os resultados das andlises estatisticas e apresentamos
pesquisas anteriores que diferem ou corroboraram com este trabalho.

No préximo capitulo, concluiremos a partir dos dados obtidos nos ensaios
experimentais, além de propor futuros projetos que possam corroborar, aprimorar ou se

beneficiar destes resultados.
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Capitulo 8

Conclusao e Trabalhos Futuros

8.1 Conclusoes Gerais

Neste trabalho, realizamos diversos experimentos com o objetivo de verificar se o
fosfato inorgénico, induzido através da injecdo de fosfato de potdssio em animais vivos,
causa precipitacdo com o cdlcio sérico e, qual quantidade ideal a ser injetada para que

tal precipitacdo ocorra efetivamente.

Para tal, foi necessario, inicialmente, definir a substincia a ser analisada
bioquimicamente. Através de revisdao bibliografica, observamos uma quantidade
significativa de artigos descrevendo que a concentragdo do fosfato inorganico, oriunda
da hidrdlise da fosfocreatina ou da ATP, seria responsdvel pela diminui¢do da qualidade
da contracdo muscular. Esta interferéncia no processo contritil ocorre através da

precipitacdo com o célcio oriundo do reticulo sarcoplasmatico.
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Para proporcionar o aumento artificial na concentragdo de fosfato inorgénico, foi
necessdria ainda a definicdo de uma substincia que, quando inoculada no organismo de
um animal, ndo causasse qualquer tipo de lesdo orgdnica. Ou ainda, para que
pudéssemos ter o resultado esperado, a substincia a ser utilizada deveria ter sido testada
e aprovada previamente. Através de uma revisdo bibliogrifica, observamos qual
substancia era amplamente utilizada no controle da hipofosfatemia e concluimos que o

fosfato de potdssio era a op¢do mais apropriada.

Para a definicdo do protocolo experimental, foram realizados vérios testes onde
observamos que a substincia utilizada (fosfato de potdssio) mostrou-se capaz de
aumentar a concentragdo do fosfato inorganico sérico adequadamente, ou seja, com o
aumento dos pardmetros bioquimicos do Pi, foi possivel associar uma determinada
atividade de precipitagdo com a diminui¢do do célcio sérico observado nas andlises

sanguineas.

A proposta de uma metodologia para a realizacdo dos experimentos em animais
vivos € um ponto de destaque deste trabalho. O que se observa na literatura em geral,
conforme apresentada nos capitulos anteriores, € que os trabalhos nao apresentam uma
proposta de metodologia in vivo, sendo que alguns experimentos sdo impossiveis de
serem repetidos ou comparados devido a quantidade de equipamentos, instrumentacio e
substancia utilizados para a realizagdo in vitro. A metodologia apresentada no Capitulo

5 é uma proposta que pode ser utilizada para garantir a repetibilidade de experimentos.

As principais contribui¢des observadas na escolha do método sdo:
- facilidade na execucdo e a reproducio do experimento.

- 0 modelo apresentado mostrou-se suficiente para representar as alteracdes nos

parametros bioquimicos do fosfato inorgénico e cdlcio analisados (in vivo);

- 0 modelo experimental foi eficiente com relacdo a velocidade e a facilidade de
realizacdo, permitindo que outras pesquisas, como por exemplo, para andlise da
qualidade da contragdo muscular, possam ser realizadas sem a necessidade de sacrificar

0 animal;
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- Independéncia com relacdo as alteracdes na amplitude de outros pardmetros
séricos, como € o caso da creatinina e da uréia, permitindo avaliar a integridade

organica do animal.

Um dos grandes problemas encontrados no modelo in vivo é a impossibilidade de
controlar o metabolismo, as patologias associadas, ritmo circadiano ou alteracdes
comportamentais dos animais utilizados no experimento. Uma conseqiiéncia imediata
poderia ser um elevado grau de resultados alterados ou mascarados dos parametros
analisados, tornando-se bastante remota a possibilidade de uma boa interpretagdo dos
resultados bioquimicos. Foi justamente por isso, que adotou-se a restricdo alimentar
antes do experimento, a ambientacdo no laboratério durante um periodo de, pelo menos,
1 h antes do experimento e com a finalidade de minimizar as variacdes circadianas,
todos os experimentos foram conduzidos sempre entre 13:00 e 17:00 h. Tais
procedimentos, mesmo ndo excluindo totalmente as varidveis que poderiam interferir no
resultado, diminuiu a influéncia de processos fisiolégicos que poderiam interferir nos
parametros analisados, garantindo assim uma melhor representacdo das andlises

bioquimicos.

De forma geral, podemos destacar as seguintes conclusdes emanadas deste

trabalho:

- o fosfato de potdssio € uma substincia capaz de causar precipitagdo de célcio

sérico sem qualquer lesdo nos animais;

- a quantidade ideal de fosfato de potdssio a ser injetada para aumento da
concentracdo de fosfato inorgénico e diminuicao do célcio sérico é de 5,0 mg/kg, sendo
que doses superiores ou inferiores ndo apresentam efeitos na concentracdo de cdlcio
sérico devido a sua precipitacdo com o fosfato inorganico. Este resultado é decorrente
de um equilibrio metabdlico, pois o organismo tende a manter a homeostasia e doses

superiores tendem a ser expelidas pelas vias excretoras;

7

- a metodologia apresentada é util como modelo experimental para avaliar a
influéncia do fosfato inorgénico sobre a concentragdo do cdlcio na contracdo muscular
in vivo, podendo abrir um leque para outros projetos com objetivos similares ou

baseados nos resultados obtidos neste trabalho.
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Destaca-se que este trabalho ndo teve como objetivo explorar em detalhes os
possiveis mecanismos fisiolégicos associados que podem interferir e/ou influenciar nos
resultados encontrados. Neste sentido, outros trabalhos devem ser ainda executados no

sentido de elucidar aquelas questdes.

8.2 Estudos Futuros

Neste trabalho, as alteracdes dos pardmetros bioquimicos do fosfato inorginico e
do célcio sérico foram tratadas como processos praticamente estaciondrios, visto que os
animais utilizados nos experimentos nao foram submetidos a nenhum tipo de esfor¢o
fisico, pois a proposta inicial nfo tinha este objetivo. Entretanto, em estudos futuros,
podem ser realizadas andlises bioquimicas colocando os animais em situagdes de
esfor¢o fisico como, por exemplo, em uma esteira rolante, em atividades aqudticas ou
outras formas de atividades fisicas com intensidades variadas. Com estas varidveis de
esfor¢o fisico, poderiamos verificar a influéncia do fosfato inorgdnico no mecanismo
contritil em diferentes atividades, velocidade e intensidade de contracdo muscular.
Também poderiam ser analisadas bioquimicamente outras substincias séricas que
poderiam, ou ndo, ser influenciadas pelo aumento na concentracio do fosfato inorganico
e se estas substdncias poderiam afetar a qualidade do mecanismo de contragdo ou

integridade organica do animal.

Uma variacdo do estudo seria analisar a influéncia do aumento da concentracio do
fosfato inorganico em fibras musculares distintas, como o miusculo cardiaco e o
esquelético, comparando os resultados em repouso e diferentes atividades fisicas. O
objetivo desta proposta é verificar a influéncia do Pi em diferentes fibras musculares,
visto que os artigos [BAILEY et al., 1990; SHIELS et al., 1997; FRANK et al., 2003]
destacam que as fibras musculares cardiacas s3o mais sensiveis ao aumento de
concentracdio do Pi. Mesmo que os resultados destes artigos indiquem esta

predisposicdo das fibras cardiacas, ndo se descarta possibilidade de utilizacdo desta
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metodologia, pois todas as pesquisas foram realizadas in vitro, ndo possibilitando a

andlise da alteragdo do Pi com animais realizando atividades fisicas.

Outro trabalho importante seria estudar as possiveis alteracdes nos parametros da
avaliag@o eletromiogréfica decorrentes da injecdo de diferentes quantidades de fosfato
de potdssio. O objetivo deste trabalho seria tracar um paralelo entre as alteracdes
observadas na contracdo muscular, pela inje¢do de fosfato de potdssio, conforme
estabelecido neste trabalho, e as variagdes nos parametros de anilise EMG (como por

exemplo, freqiiéncia mediana, alteracdes no espectro EMG e outras).

Tais estudos, poderiam ser comparados com os realizados nesse trabalho e/ou
utilizar a metodologia e os resultados encontrados como inicio de um novo projeto
experimental, como € o caso da quantidade ideal de fosfato de potassio (5,0 mg/kg) para

conseguir uma diminui¢do significativa de cdlcio sérico.

Estudos futuros analisando as alteracdes circadianas, como a alteracio de
temperatura, poderiam ser realizadas com a injecdo de fosfato de potdssio em animais
vivos. Estes experimentos teriam como finalidade verificar possiveis alteracdes nos
pardmetros devido aos ciclos circadianos. E importante salientar, que outros
experimentos ji foram realizados associando o aumento da concentracdo de Pi com a
alteracdo de temperatura [BRUTON et al., 1998; COUPLAND et al., 2001; DEBOLD et
al., 2004]. Entretanto, sdo poucas as informacdes disponiveis em relacdo ao aumento do
Pi ser ou ndo dependente de temperatura, pois a maioria dos estudos utilizados em fibras
musculares isoladas (in vitro) foram realizadas em baixas temperaturas e nenhum in
vivo. Dessa maneira, ndo se descarta ainda a possibilidade de utilizacdo desta

metodologia.
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Anexo A

As tabelas 1, 2, 3 e 4 demonstram os valores em triplicata, a média de cada
animal e média do Grupo I (Controle) das dosagens séricas de uréia, creatinina, fosfato

inorganico e célcio.

Tabela 1 — Grupo I (Controle) segundo valores de uréia

Uréia (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 53 53 54 53,0
2 54 53 54 54,0
3 53 54 51 52,7
4 52 53 52 52,0
5 57 54 52 54,3
6 54 54 53 54,0
7 56 55 56 55,7

Média 54
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Tabela 2 — Grupo I (Controle) segundo valores de creatinina

Creatinina (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média

1 0,56 0,54 0,55 0,55
2 0,44 0,43 0,44 0,44
3 0,52 0,53 0,52 0,52
4 0,56 0,54 0,55 0,55
5 0,44 0,46 0,46 0,45
6 0,52 0,53 0,52 0,52
7 0,56 0,57 0,58 0,57
Média 0,52

Tabela 3 — Grupo I (Controle) segundo valores de fosfato inorginico

Fosfato Inorganico (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 4 3,8 3 3,6
2 3.4 3,3 3.4 3.4
3 6 6,2 7 6,4
4 4,6 4,5 4,6 4.6
5 4,3 42 4.3 43
6 5,5 5,5 5,6 5,5
7 53 5,4 53 5,3
Média 4,7

Tabela 4 — Grupo I (Controle) segundo valores de célcio

Calcio (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 9,1 9 9,2 9,1
2 9,1 9 8,6 8,9
3 8,6 8,8 8 8,5
4 8,9 8,6 9 8.8
5 8,7 8,6 8,8 8,7
6 9,3 9,2 8,8 9,1
7 8,3 8 7,8 8,0

Média 8,7
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As tabelas 5, 6, 7 e 8 demonstram os valores em triplicata, a média de cada
animal e média do Grupo II (K;PO4 0,5 mg/kg) das dosagens séricas de uréia,

creatinina, fosfato inorgénico e célcio.

Tabela 5 — Grupo II (K;POy 0,5 mg/kg) segundo valores de uréia

Uréia (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 54 55 56 55,0
2 53 52 53 53,3
3 51 53 51 52,0
4 57 55 51 54,3
5 55 54 56 55,0
6 53 55 59 55,7
7 56 52 56 54,7
Média 54

Tabela 6 — Grupo II (K3PO4 0,5 mg/kg) segundo valores de creatinina

Creatinina (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
0,5 0,5 0,52 0,51

0,51 0,51 0,52 0,51
0,55 0,52 0,53 0,53
0,48 0,57 0,55 0,53
0,52 0,53 0,52 0,52
0,49 0,5 0,49 0,49
0,5 0,5 0,51 0,50

NN AW -

Média 0,51
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Tabela 7 — Grupo II (K5PO,4 0,5 mg/kg) segundo valores de fosfato inorganico
Fosfato Inorganico (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 4 3,8 4,7 472
2 4.4 43 4.4 4.4
3 6 6,2 7 6,4
4 4,6 4,5 4,6 4,6
5 4.8 5,2 5.4 5,1
6 5,5 5,5 5,6 5,5
7 53 5,4 5,8 5,5
Média 5,1

Tabela 8 — Grupo II (K3PO,4 0,5 mg/kg) segundo valores de célcio

Calcio (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 8,1 8 8,2 8,1
2 9,1 7,8 7,6 8.2
3 8,6 8,8 8 8,5
4 7,9 7,6 8 7,8
5 8,7 8,6 8,8 8,7
6 7,5 7.5 7,8 7,6
7 7,3 7 6,8 7,0

Média 8,0

122



As tabelas 9, 10, 11 e 12 demonstram os valores em triplicata, a média de cada
animal e média do Grupo III (K3;PO4 1,5 mg/kg) das dosagens séricas de uréia,

creatinina, fosfato inorgénico e célcio.

Tabela 9 — Grupo III (K5PO, 1,5 mg/kg) segundo valores de uréia

Uréia (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 53 54 55 54,0
2 53 53 54 53,3
3 51 52 51 51,0
4 51 56 54 53,7
5 54 55 54 54,0
6 55 55 56 55,0
7 51 51 52 51,0

Média 53

Tabela 10 — Grupo III (K3PO,4 1,5 mg/kg) segundo valores de creatinina

Creatinina (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
0,6 0,5 0,55 0,55
0,46 0,47 0,47 0,47
0,55 0,52 0,53 0,53
0,57 0,57 0,58 0,57
0,56 0,54 0,55 0,55
0,42 0,44 0,42 0,42
0,52 0,53 0,52 0,52

NN AW -

Média 0,52
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Tabela 11 — Grupo III (K3PO4 1,5 mg/kg) segundo valores de fosfato inorganico
Fosfato Inorganico (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 5,8 5,7 5,5 5,7
2 5.4 5,8 5,7 5,6
3 6,6 6,5 5,9 6,3
4 6,2 6,6 6,4 6,4
5 5,9 6,3 6,3 6,2
6 6,1 6,8 5,8 6,2
7 7,1 6,3 6.4 6,6
Média 6,1

Tabela 12 - Grupo III (K3PO4 1,5 mg/kg) segundo valores de célcio

Calcio (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 7,7 7,2 7,5 7,5
2 7,5 7,6 7,2 7.4
3 6,9 6,6 7,1 6,9
4 7,8 7,7 7.9 7,8
5 7,1 7.4 7.4 7,3
6 7,4 7.8 7,7 7,6
7 7,2 6,8 7,1 7,0

Média 7.4
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As tabelas 13, 14, 15 e 16 demonstram os valores em triplicata, a média de cada
animal e média do Grupo III (K3PO4 2,5 mg/kg) das dosagens séricas de uréia,

creatinina, fosfato inorgénico e célcio.

Tabela 13 — Grupo IV (K5PO4 2,5 mg/kg) segundo valores de uréia

Uréia (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 54 55 55 55,0
2 56 55 55 55,0
3 53 53 51 53,0
4 51 55 52 52,7
5 59 54 52 55,0
6 51 53 52 52,0
7 57 55 56 56,0
Média 54

Tabela 14 — Grupo IV (K5PO4 2,5 mg/kg) segundo valores de creatinina

Creatinina (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
0,54 0,54 0,53 0,54
0,56 0,57 0,56 0,56
0,53 0,55 0,55 0,55
0,55 0,54 0,55 0,55
0,51 0,51 0,51 0,51

0,5 0,51 0,5 0,50
0,52 0,53 0,52 0,52

NN AW -

Média 0,53
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Tabela 15 — Grupo IV (K5PO4 2,5 mg/kg) segundo valores de fosfato inorganico
Fosfato Inorganico (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 7,7 7,3 7 7,3
2 7,2 7,3 7,3 7,3
3 6,9 7 7,2 7,0
4 6,9 6,9 53 6,4
5 7.4 6,8 7,2 7,1
6 5,5 5,4 5,9 5,6
7 7,1 7,1 6,9 7,0
Média 6,8

Tabela 16 — Grupo IV (K3PO4 2,5 mg/kg) segundo valores de cdlcio

Calcio (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 7,1 7,3 7,1 7,2
2 6,1 6,5 5,9 6,2
3 6,5 6,6 6,9 6,7
4 6,5 5,8 6,1 6,1
5 6,6 6,8 6,9 6,8
6 7,6 7,9 7.5 7,7
7 7 6,6 6,9 6,8

Média 6,8
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As tabelas 17, 18, 19 e 20 demonstram os valores em triplicata, a média de cada
animal e média do Grupo IV (K3;POs 5,0 mg/kg) das dosagens séricas de uréia,

creatinina, fosfato inorgénico e célcio.

Tabela 17 — Grupo V (K3;PO,4 5,0 mg/kg) segundo valores de uréia

Uréia (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 53 53 54 53,0
2 54 55 56 55,0
3 48 51 51 50,0
4 55 54 55 54,7
5 54 55 54 54,0
6 54 53 53 53,0
7 54 54 54 54,0
Média 53

Tabela 18 — Grupo V (K3PO, 5,0 mg/kg) segundo valores de creatinina

Creatinina (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
0,54 0,53 0,54 0,54
0,52 0,53 0,54 0,53
0,54 0,54 0,54 0,54
0,46 0,48 0,47 0,47
0,53 0,54 0,53 0,53
0,45 0,45 0,46 0,45
0,49 0,48 0,49 0,49

NN AW -

Média 0,51
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Tabela 19 — Grupo V (K3PO, 5,0 mg/kg) segundo valores de fosfato inorgéanico
Fosfato Inorganico (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 7,3 6,9 7,1 7,1
2 7.4 6,8 7,6 7,3
3 7 7,2 6,9 7,0
4 6,9 6,8 7,2 7,0
5 7,1 6,8 6,6 6,8
6 6,8 7,2 6,9 7,0
7 7.4 7,3 7,1 7,3
Média 7,1

Tabela 20 — Grupo V (K3PO, 5,0 mg/kg) segundo valores de célcio

Calcio (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 4,5 5,2 4,8 4,8
2 5,7 4,6 4,7 5,0
3 5,6 5,8 6,3 5,9
4 6 5,8 6,1 6,0
5 5,6 4.4 4,7 4,9
6 4,5 4.8 4,6 4.6
7 5,5 5,4 5,1 5,3

Média 52
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As tabelas 21, 22, 23 e 24 demonstram os valores em triplicata, a média de cada
animal e média do Grupo VI (KsPOs 7,5 mg/kg) das dosagens séricas de uréia,

creatinina, fosfato inorgénico e célcio.

Tabela 21 — Grupo VI (K5PO4 7,5 mg/kg) segundo valores de uréia

Uréia (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 53 53 54 53,0
2 53 54 53 53,0
3 55 55 56 55,0
4 51 53 52 52,0
5 52 52 52 52,0
6 54 57 55 55,0
7 53 53 52 53,0

Média 53

Tabela 22 — Grupo VI (K5PO4 7,5 mg/kg) segundo valores de creatinina

Creatinina (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
0,5 0,5 0,52 0,51

0,51 0,51 0,52 0,51
0,55 0,52 0,53 0,53
0,48 0,57 0,55 0,53
0,52 0,53 0,52 0,52
0,49 0,5 0,49 0,49
0,5 0,5 0,51 0,50

NN AW -

Média 0,51
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Tabela 23 — Grupo VI (K5PO4 7,5 mg/kg) segundo valores de fosfato inorganico
Fosfato Inorganico (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 5,1 5,7 5,4 5,4
2 6,8 5,8 6.4 6,3
3 6 6,4 6,6 6,3
4 6,9 7 6,5 6,8
5 6,6 6,8 6,6 6,7
6 6,1 7,7 6.4 6,7
7 7.4 6,8 7,2 7,1
Média 6,5

Tabela 24 — Grupo VI (K3PO4 7,5 mg/kg) segundo valores de cdlcio

Calcio (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 4,5 5,4 5,6 5,2
2 5,7 4.8 5,5 5,3
3 5,6 5,8 6,3 5,9
4 6,2 5,8 6,4 6,1
5 5,9 4.4 4,7 5,0
6 4,5 4.8 4,6 4.6
7 5,5 5,4 5.4 5,4

Média 5,4
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As tabelas 25, 26, 27 e 28 demonstram os valores em triplicata, a média de cada
animal e média do Grupo VII (KsPO4 10,0 mg/kg) das dosagens séricas de uréia,

creatinina, fosfato inorgénico e célcio.

Tabela 25 — Grupo VII (K3PO4 10,0 mg/kg) segundo valores de uréia

Uréia (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 51 52 52 52,0
2 53 51 52 52,0
3 54 52 53 53,0
4 55 54 54 54,0
5 53 53 53 53,0
6 54 54 55 54,0
7 55 55 56 55,0
Média 53

Tabela 26 — Grupo VII (K3PO4 10,0 mg/kg) segundo valores de creatinina

Creatinina (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
0,53 0,53 0,54 0,53
0,56 0,56 0,56 0,56
0,54 0,53 0,54 0,54
0,57 0,57 0,57 0,57
0,53 0,53 0,54 0,53
0,54 0,54 0,56 0,54
0,52 0,51 0,5 0,51

NN AW -

Média 0,54
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Tabela 27 — Grupo VII (K5;PO4 10,0 mg/kg) segundo valores de fosfato inorganico
Fosfato Inorganico (mg/dl)

Rato 1 2 3 Média
1 7,1 5,7 5,4 6,1
2 6,8 5,8 6.4 6,3
3 6 6,4 6,6 6,3
4 6,9 7 6,8 6,9
5 7,3 5,8 6,6 6,6
6 6,7 7,7 6.4 6,9
7 7.4 7,3 7,7 7,5
Média 6,7

Tabela 28 — Grupo VII (K3PO4 10,0 mg/kg) segundo valores de calcio

Calcio (mg/dl)
Rato 1 2 3 Média
1 5,3 5,4 5,6 5,4
2 5,7 4.8 5,5 5,3
3 5,6 6,1 6,3 6,0
4 6,2 5,8 6,4 6,1
5 5,9 5,4 5,7 5,7
6 5,2 5,1 4,6 5,0
7 5,5 5,4 5.4 5,4

Média 5,6
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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