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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is

the time to understand more, so that we may fear less.”

“Nada na vida deve ser temido, apenas compreendido. Agora é a

hora de entender mais para que possamos temer menos.”

— Marie Curie



RESUMO

Os ajustes cardiovasculares que ocorrem apds a alimentacdo sdo essenciais para suprir as
demandas da digestdo em vertebrados. Répteis carnivoros, por exemplo, apresentam ajustes
cardiovasculares de grande magnitude em resposta ao intenso incremento no metabolismo
aerébio. Dentre estes ajustes, o mais bem documentado é a taquicardia pos-prandial
desencadeada pela redugdo da atividade vagal conjuntamente & atuacdo de fatores ndo-
adrenérgicos e ndo-colinérgicos (NANC). Entretanto, os répteis estudados até o0 momento séo
carnivoros, que se alimentam infrequentemente e que ingerem grandes presas em relacdo ao
seu tamanho corporal, evidenciando uma lacuna no conhecimento acerca dos ajustes
fisiologicos pos-prandiais dos répteis herbivoros. Considerando que as caracteristicas
alimentares dos animais possuem grande influéncia nas respostas fisioldgicas pds-prandiais, o
presente trabalho investigou as respostas do metabolismo aerébio e do sistema cardiovascular,
assim como seus respectivos mecanismos de controle autonémico, em um réptil herbivoro de
alimentacdo frequente submetido a alimentacao voluntaria com pequenas por¢des de alimento
em relacdo ao seu tamanho corporal (3,5%) — o lacertilio Iguana iguana (Squamata: Lacertilia).
Para isso, 0 consumo de oxigénio (VO>), a frequéncia cardiaca (fn), a pressao arterial média (Pa
média), a atividade do miocérdio (produto entre a fy e a pressdo arterial sistélica), o tébnus
autondémico cardiaco, a variabilidade da f+ e da Pa média e a eficiéncia do barorreflexo foram
avaliados em animais em jejum e em digestdo. Os resultados revelaram que 20 horas ap6s a
ingestdo do alimento os lagartos atingiram com incremento maximo na VO,. Os resultados
também revelaram que a digestdo em I. iguana é marcada por uma taquicardia de magnitude
relativamente pequena, determinada exclusivamente por uma redugdo da atividade
parassimpatica cardiaca — sendo o primeiro caso reportado em vertebrados terrestres no qual 0s
fatores NANC ndo auxiliam neste ajuste. Por fim, foi evidenciado que a digestdo provoca uma
reducdo na eficiéncia do barorreflexo, prejudicando a responsividade do nodo sinoatrial frente

as oscilacdes na pressao arterial.

Palavras-chave: Répteis. Lagarto herbivoro. Iguana iguana. Digestdo. Ajustes
cardiovasculares. Sistema nervoso autdbnomo. Taquicardia pés-prandial. Barorreflexo.



ABSTRACT

Cardiovascular adjustments that occur after feeding are essential to supply the demands of
digestion in vertebrates. Carnivorous reptiles commonly exhibit cardiovascular adjustments of
great magnitude to supply the intense increment in aerobic metabolism. The well-documented
postprandial tachycardia on these animals is triggered by a withdrawal of vagal drive and by
non-adrenergic non-cholinergic (NANC) factors. Most reptiles studied are carnivores that feed
infrequently and ingest large prey, while the postprandial physiological adjustments in
herbivorous reptiles are little known. Considering that feeding characteristics have a great
influence on postprandial physiological responses, the present work investigated the responses
of the aerobic metabolism and the cardiovascular system, as well as their mechanisms of
autonomic control, in a frequently feeding herbivorous reptile submitted to voluntary feeding
with small portions of food compared to their body size (3.5%) — the lizard Iguana iguana
(Squamata: Lacertilia). For this, oxygen consumption (VO2), heart rate (f4), mean arterial
pressure (Pa mean), myocardial activity (rate-pressure product), cardiac autonomic tones,
variability of fy and Pa mean, and baroreflex efficiency were assessed both in fasting and
digesting animals. The results revealed that peak of VO in the lizards was reached 20 hours
after meal ingestion. Also, digestion in I. iguana was associated with an unremarkable
tachycardia of small magnitude mediated by a reduction in cardiac parasympathetic activity and
no chronotropic effects of NANC factors — the first case reported in terrestrial vertebrates in
which NANC factors do not participate in postprandial tachycardia. Finally, it was shown that
digestion decreases the baroreflex efficiency, impairing the responsiveness of the sinoatrial

node to changes in arterial blood pressure.

Keywords: Reptile. Herbivorous lizard. Iguana iguana. Digestion. Cardiovascular
adjustments. Autonomic nervous system. Postprandial tachycardia. Baroreflex.
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1. INTRODUCAO

A digestdo consiste em um processo complexo, caracterizado pela ingestdo, quebra fisico-
quimica de biomoléculas e absor¢do dos macro e micronutrientes — transcurso que resulta em
consideravel incremento metabdlico derivado principalmente das demandas energéticas
gastrointestinais (ANDRADE et al., 2005; MCCUE, 2006; SECOR, 2009). Inimeros ajustes
fisiologicos ocorrem para suprir esse incremento metabolico, dentre os quais estdo incluidos os
ajustes cardiovasculares (ANDRADE et al., 2005; BRAGA et al., 2016). Esse conjunto de
alteracdes fisiologicas associadas a digestdo € comumente denominado Acdo Dinamica
Especifica (SDA — Specific Dinamic Action) (ANDRADE et al., 2005; SECOR, 2009).

Em relacdo aos ajustes cardiovasculares, estudos prévios com vertebrados documentaram
aumentos na frequéncia cardiaca (f+), débito cardiaco (Qc) e, eventualmente, na presséo arterial
(Pa) associados aos periodos de digestdo — conjunto de alteracdes que garantem um maior
aporte de sangue para todo o organismo a fim de as demandas metabdlicas do processo
digestdrio, além de favorecer o transporte de biomoléculas do lumen intestinal para o sangue
(HICKS; WANG; BENNETT et al., 2000; WANG et al., 2001a; ALTIMIRAS et al., 2008;
SECOR; WHITE, 2010; CLAESSON et al., 2015; BRAGA et al., 2016; GUAGNONI et al.,
2020). Tais ajustes podem ser controlados tanto pelo sistema nervoso autonomo (via
neurotransmissores secretados diretamente nos drgaos-alvo por terminacfes nervosas ou via
catecolaminas secretadas na corrente sanguinea por células cromafins) quanto pelos fatores
ndo-adrenérgicos ndo-colinérgicos (NANC) (os quais geralmente sdo secretados na corrente
sanguinea por inumeras células enddcrinas, mas que também podem ser eventualmente
secretados por terminacGes nervosas diretamente nos 6rgaos-alvo) (NILSSON, 1983; WANG
etal., 2001a; L1 et al., 2006; SKOVGAARD et al., 2009; ENOK et al., 2012).

Os neurotransmissores autondmicos (acetilcolina e noradrenalina) secretados por
terminac6es nervosas sao os principais moduladores dos ajustes a curto prazo da fu, enquanto
0s ajustes a médio e longo prazo sao usualmente modulados por catecolaminas e fatores NANC
circulantes — apesar de fatores NANC secretados por terminagdes nervosas também serem
capazes de realizar ajustes rapidos nessas variaveis (NILSSON, 1983; ALTIMIRAS, 1999;
WANG et al., 2001a; LI et al., 2006; WAALER et al., 2006; BRAGA et al., 2016).

Especificamente, a inervacdo parassimpatica cardiaca (colinérgica) atua por meio da
interacdo da acetilcolina com receptores muscarinicos colineérgicos no nodo sinoatrial. Ao
estimular tais receptores, subunidades de proteina G promovem fechamento de canais de célcio
(Ca?") e abertura de canais de potassio (K*) celulares, reduzindo o influxo de Ca?* e aumentando

o efluxo de K, resultando em uma hiperpolarizacdo de membrana que aumenta os intervalos
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entre os potenciais de acdo das células autoexcitaveis do nodo sinoatrial, diminuindo a fy
(TAYLORetal., 1999; STANFIELD, 2011; TAYLOR etal., 2014). Por outro lado, a inervacao
simpatica cardiaca (adrenérgica) atua por meio da interacdo da noradrenalina com receptores
B1-adrenérgicos no nodo sinoatrial e nos cardiomidcitos. Ao estimular tais receptores, as
subunidades da proteina G ativam enzimas adenilato ciclase, a qual converte o trifosfato de
adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) que, por sua vez, promove a
abertura indireta de canais de sodio (Na*) e Ca®*, aumentando o influxo desses ions nas células.
Tal cascata de eventos resulta em uma elevacdo do potencial de membrana, facilitando a
despolarizacédo das células do nodo sinoatrial e dos cardiomidcitos, e aumentando a fy e a forca
de contracdo do miocardio (TAYLOR etal., 1999; STANFIELD, 2011; TAYLOR et al., 2014).
Portanto, um aumento na fy (e, consequentemente, no Qc e na Pa) pode ser consequéncia tanto
de uma elevacdo na atividade simpética cardiaca quanto de uma reducdo na atividade
parassimpatica cardiaca — ou ambas alternativas (WANG et al., 2001a; TAYLOR et al., 2014;
CLAESSON et al., 2015; BRAGA et al., 2016). No entanto, como mencionado anteriormente,
existem ainda as influéncias de fatores NANC (e.g., polipeptidios intestinais, insulina e
histamina), que também modulam a atividade cardiaca em situacdo pos-prandial em diversos
grupos de vertebrados (RIGEL, 1988; BARON, 1994; WAALER et al., 2006; SKOVGAARD
et al., 2009; ENOK et al., 2012; CLAESSON et al., 2015; BRAGA et al., 2016).

No teledsteo Dicentrarchus labrax (Robalo Europeu), a taquicardia pds-prandial é
desencadeada exclusivamente por uma reducdo do tbnus parassimpatico cardiaco — sem
influéncia de fatores NANC (IVERSEN et al., 2010). J& na Tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus; Teleostei), tal ajuste é determinado tanto por uma reducdo do ténus parassimpatico
cardiaco quanto pela acdo de fatores NANC (GUAGNONI et al., 2020) — mesmo padrao
regulatério observado nos anfibios anuros Lithobates catesbeianus e nos répteis da ordem
Squamata estudados até a atualidade (Boa constrictor, Python molurus, Python regius e Python
bivittatus) (WANG et al., 2001a; SKOVGAARD et al., 2009; SLAY et al., 2014; CLAESSON
et al., 2015). Em contrapartida, no crocodiliano Caiman latirostris (Jacaré-de-papo-amarelo), a
taquicardia pds-prandial é resultado de um aumento do ténus adrenérgico cardiaco associado a
acdo de fatores NANC (BRAGA et al., 2016) — sendo essa modulagdo muito semelhante aquela
presumida para mamiferos (Canis lupus, Homo sapiens e Rattus norvegicus) (ROTHWELL et
al.,, 1982; YOUNG et al., 1982; ACHESON; JEQUIER; WAHREN, 1983; DIAMOND;
LEBLANC, 1987; ASTRUP et al., 1989).

Com base no supramencionado, parece ter havido uma mudanca na regulacdo da

taquicardia pds-prandial ao longo da evolugéo dos vertebrados, passando de uma determinagéo
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primariamente colinérgica em taxons mais primitivos (que usualmente apresentam inervacéo
parassimpatica cardiaca mais desenvolvida que a simpatica; TAYLOR et al., 2014) para uma
determinacdo primariamente adrenérgica em taxons mais derivados (que usualmente
apresentam inervacdes parassimpatica e simpatica cardiacas bem desenvolvidas; TAYLOR et
al., 2014) — acompanhada de um aumento na participacdo de fatores NANC. Porém, tal
generalizacdo ainda é prematura, visto que essa questdo foi estudada em uma pequena
diversidade de espécies. Notadamente, essa tematica nunca foi abordada em espécies
herbivoras, e apenas espécies pertencentes a subordem Serpentes foram investigadas dentro da
ordem Squamata — o que configura lacunas importantes no conhecimento acerca da fisiologia
e da evolucdo de vertebrados, especialmente ao considerarmos que a classe Reptilia é
parafilética (MODESTO; ANDERSON, 2004).

Além das caracteristicas morfofisiologicas dentro de um panorama evolutivo as quais
sdo cruciais para as respostas fisiologicas da digestdo, deve se levar em conta também nesta
andlise as caracteristicas alimentares dos animais, como a quantidade e tamanho do alimento
ingerido, sua composicdo nutricional (com destaque para sua carga proteica, visto que quanto
maior a porcentagem de proteina ingerida mais acido gastrico é necessario para a digestdo e
mais intensa sera a alcalose metabolica decorrente do processo) e a frequéncia de ingestdo de
alimentos (relacdo direta com a quantidade de alimento ingerido, com o gasto energético
necessario para manutencdo da atividade do trato gastrointestinal e com a manutencao da taxa
metabolica padrdo) — caracteristicas que possuem grandes influéncias sobre as respostas
fisioldgicas pos-prandiais (SECOR et al., 1997; SECOR, 2001; WANG et al., 2001b;
ANDRADE et al., 2005; SECOR, 2009). Entretanto, os estudos sobre essa tematica em
ectotérmicos terrestres estdo focados em investigar as respostas cardiacas pds-prandiais em
animais gque possuem caracteristicas alimentares semelhantes entre si — sendo todos carnivoros,
de alimentacdo infrequente e que ingerem presas relativamente grandes em rela¢do ao seu
tamanho corporal (HICKS; WANG; BENNETT et al., 2000; SECOR; HICKS; BENNETT,
2000; WANG et al., 2001a; STARCK et al., 2005; SKOVGAARD et al., 2009; SECOR,;
WHITE, 2010; ENOK et al., 2012; CLAESSON et al., 2015; BRAGA et al., 2016). Dessa
maneira, considerando que as caracteristicas alimentares dos animais podem ter grande
influéncia nas respostas fisioldgicas durante o processo de digestéo, é possivel que os ajustes
cardiacos pos-prandiais de espécies com outras caracteristicas alimentares sejam diferentes
daqueles observados nas espécies ja estudadas.

Com base no exposto, o presente trabalho se propds a investigar 0s ajustes

cardiovasculares pos-prandiais e seus respectivos mecanismos de controle autonémico em um
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réptil herbivoro de alimentacéo frequente e que ingere pequenas por¢des de alimento em relacdo
ao seu tamanho corporal — o lacertilio Iguana iguana (Squamata: Lacertilia). As hipdteses que
estruturaram o presente trabalho foram: (1) que a espécie em questdo exibiria uma taquicardia
pos-prandial de menor magnitude em comparagdo aquela dos demais répteis estudados por
apresentar caracteristicas alimentares completamente distintas, o que é presumivel tendo em
vista que o incremento metabdlico associado ao trabalho gastrointestinal é menor nesses
animais fazendo com que a demanda pelo aporte sanguineo seja inferior; (2) que 0s mecanismos
de controle da taquicardia pos-prandial seriam semelhantes aos observados nas outras espéecies
da ordem Squamata (reducdo da atividade vagal cardiaca associada a acdo de fatores NANC),
apontando para uma conservacdo evolutiva de tal caracteristica no t&xon em questdo; e (3) que
a digestdo promoveria mais eventos de hipotensdo corrigidos pelo barorreflexo conjuntamente
ao aumento na eficiéncia deste ajuste, uma vez que a vasodilatacdo gastrointestinal necessaria
para suprir as demandas metabdlicas deste processo pode causar um desequilibrio pressérico
ao sistema cardiovascular necessitando da atuagdo mais eficiente do barorreflexo para

estabilizar a Pa.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Investigar os ajustes cardiovasculares pos-prandiais e 0s seus mecanismos de controle

autondémico no lacertilio herbivoro I. iguana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Calcular o consumo de oxigénio em situacfes pré e pos-prandiais;
b. Determinar o pico metabolico da SDA, bem como 0 momento de sua ocorréncia;
c. Verificar a ocorréncia e a magnitude da taquicardia pds-prandial neste lacertilio;
d. Verificar se a digestdo ocasiona alteragdes na atividade do miocardio;
e. Avaliar a influéncia da digestdo no controle autondémico cardiaco;
f. Verificar se fatores NANC tém participacdo na taquicardia p6s-prandial;
g. Investigar se a digestdo altera a pressao arterial e seus mecanismos de controle neural;
h. Avaliar se a digestdo impacta a eficiéncia do barorreflexo;

I. Verificar a origem autonémica do barorreflexo.
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3. MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), Campus de Sao José do Rio Preto (SP, Brasil) — Laboratorio de Zoofisiologia
Comparativa dos Vertebrados. Todos os procedimentos necessarios para desenvolver o presente
estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da
referida instituicdo (Processo 200/2019).

3.1. OS ANIMAIS

Foram utilizados 24 espécimes adultos de I. iguana (Linnaeus, 1758) (Figura 1), de ambos
0s sexos, com massa corporal igual a 2,816 + 0,351 kg, obtidos em criadouro cientifico
devidamente regularizado (Jacarezario da UNESP, Campus de Rio Claro, SP, Brasil). Os
animais foram mantidos em dois recintos (4x4 m) sob fotoperiodo natural, com acesso a agua
ad libitum, alimentacdo diaria ad libitum com vegetais picados (couve, cenoura, abobrinha,
maca e banana) e sujeitos a oscilacbes de temperatura entre 25 e 30°C. Estes locais de
manutencdo eram cercados por telas gradeadas, as quais permitiram a penetragéo da luz solar
em até 50% da area do recinto. Ademais, 0s animais tiveram a disposicdo diversos poleiros para
facilitar sua exposicdo ao Sol, tocas para se refugiar e um tanque de 300 | abastecido com agua

limpa e potavel.

3

¢ Al
Figura 1. Fotografia de um exemplar de Iguana iguana. Fonte: Carlos Eduardo de Sousa — responsavel técnico
pelo Laboratério de Zoofisiologia Comparativa dos Vertebrados (LZCV).
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Anteriormente ao inicio dos experimentos, descritos doravante, todos os animais
passaram por um periodo de aclimatacdo de sete dias em caixas de polietileno (150x60x60 cm)
sob as mesmas condicOes de fotoperiodo e alimentacdo proporcionadas nos recintos
supracitados, porém, alocadas em uma sala com temperatura controlada a 25 + 0,1°C — visando
eliminar vieses provocados por oscilagcbes de temperatura no metabolismo dos animais
(MOBERLY, 1968; WANG et al., 2002).

3.2. DETERMINACAO DO PICO METABOLICO POS-PRANDIAL

O aumento no metabolismo aerdbio € um dos ajustes fisiolégicos mais marcantes que
pode ser observado na transicdo do estado de jejum para o alimentado (SECOR, 2009). Ao
longo desse processo, 0s ajustes cardiovasculares responsaveis por suprir as demandas
metabolicas gastrointestinais e sistémicas vao gradativamente se intensificando conjuntamente
com a elevacdo do metabolismo, podendo perdurar até o fim da SDA (HICKS; WANG,;
BENNETT et al., 2000; SECOR; WHITE, 2010). Dessa maneira, € notavel a importancia de se
conhecer 0 momento em que a taxa metabodlica e/ou o0 consumo de O atingem seus valores
méaximos durante o periodo pos-prandial para que a investigacdo dos ajustes cardiovasculares
e seus mecanismos de controle autonémico possa ser realizada de forma adequada (WANG et
al., 2001a).

Dessa maneira, para que a avaliacdo dos ajustes cardiovasculares pos-prandiais fosse
realizada no momento em que a taxa metabdlica dos animais estivesse em seu valor maximo
(i.e., pico metabdlico da ADE), dez animais foram submetidos a respirometria de sistema
fechado com objetivo de quantificar o consumo de oxigénio (VO2) sob as condicdes de jejum

(Grupo Jejum; N =5) e digestdo (Grupo Digestdo; N = 5).

3.2.1. Protocolo experimental: respirometria de sistema fechado

Anteriormente ao inicio dos experimentos, e ap6s o periodo de aclimatacdo de sete dias
a temperatura de 25 £ 0,1°C, os dois grupos experimentais passaram por um periodo de jejum
prolongado de 96 horas para padronizar o estado metabdlico dos individuos (LICHTENBELT,
1992; MAXWELL et al., 2003). Apos, 0 Grupo Jejum (N = 5) foi mantido nessa condicdo,
enquanto o Grupo Digestdo (N = 5) foi alimentado com vegetais picados (couve, cenoura,
abobrinha, maca e banana; proporgéo de 3,5% da massa corporal dos animais; NAGY, 1982;
LICHTENBELT, 1992) imediatamente antes da realizacdo dos experimentos.

Posteriormente, os animais foram transferidos para cdmaras respirométricas (Figura 2)
individuais seladas (45 1), as quais estavam alocadas em uma sala silenciosa com temperatura

controlada a 25 + 0,1°C. Entéo, o respirdmetro foi acoplado a uma bomba de ar atmosférico
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externo (1,5 1.mint), que estava conectada a um timer configurado para realizar ciclos de
liga/desliga a cada 45 minutos — renovando e umidificando o ar da camara (Figura 2A). Dessa
forma, ficou estabelecida uma fase aberta de 45 minutos na qual a bomba de ar externo
permaneceu ligada, renovando o ar da camara constantemente, e uma fase fechada de 45
minutos na qual a bomba de ar externo permaneceu desligada com intuito de registrar a
deplecéo da quantidade do oxigénio no respirdmetro por conta do consumo dos animais.

O respirdmetro também dispunha de um tubo para saida de ar, de forma a evitar aumento
da presséo interna durante os periodos em que a bomba de ar externa estava ligada (Figura 2B)
— ressalta-se que para impedir entrada de ar na cdmara atraves desse tubo durante os periodos
em que a bomba de ar externa estava desligada, 0 mesmo foi mantido imerso em agua (Figura
2C). O respirometro também possuia uma bomba de ar interna (0,75 I.min), que bombeou
continuamente o ar da camara para uma coluna de silica gel e para um analisador de Oz (Witrox
1, Loligo Systems), respectivamente — o qual mediu e registrou em um computador a quantidade
de O dentro da cdmara ininterruptamente (Figura 2D) através do software WitroxWiew 1.0
(Loligo Systems). Depois de passar pelo analisador, o ar movimentado por tal bomba retornou
ao respirémetro, de forma a evitar queda da pressao interna durante os periodos em que a bomba
de ar externa estava desligada (Figura 2E). Por fim, uma terceira bomba de ar (1,5 I.min%),
também localizada dentro do respirdmetro, promoveu constante circulacdo e mistura do ar

interno da camara (Figura 2F), garantindo medicGes fidedignas pelo analisador de O».

Analisador de O,

—
I —  silicaGel r | E
D I| ' ' !
. [\ [ \ e
Bomba de Ar
[ — T
Bomba de Ar
A
Bomba de Ar

(45/45 min)

Figura 2. llustragdo esquematica representando o aparato experimental utilizado para realizagdo da respirometria
de sistema fechado. As setas pretas indicam fluxo de ar gerado através das bombas. Em A, a bomba de ar externo
conectada a um timer configurado para realizar ciclos de liga/desliga a cada 45 minutos; em B, uma saida de ar de
dentro do respirdmetro para um recipiente com agua (C), de forma a evitar aumentos de pressdo durante a fase
aberta; em D, uma bomba de ar interna continuamente ligada com intuito de gerar um fluxo continuo de ar para
uma coluna de silica gel e para um analisador de O», fazendo-o retornar ao respirdmetro posteriormente (E); por
fim, em F, uma segunda bomba de ar interna ligada continuamente promoveu constante circulagdo e mistura dos
gases na camara respirométrica. Fonte: o autor.
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3.2.2. Anélise dos dados: célculo do consumo de oxigénio preé e pds-prandial

Os animais de ambos os grupos foram mantidos no aparato supracitado por 72 horas, e a
medicdo da VO ocorreu durante os periodos de 45 minutos em que a bomba externa que renova
o0 ar do respirdmetro estava desligada — fase fechada (uma medicdo a cada uma hora e meia).
Durante esses periodos, houve um decaimento notavel na quantidade de O dentro da cdmara
devido ao consumo desse gés pelo animal e, entdo, a VO2 pbde ser calculada de acordo com a

equacao descrita abaixo:
V0,(ml0,.h™1) = (Vg — Vu).(0,i— 0,f).At™?

Onde: Vk é 0 volume total do respirdmetro (I); Va é o volume do animal (I); Oi é a quantidade de Oz (ml.I%)
aferida no momento inicial da fase aberta; Of é a quantidade de O, (ml.I"Y) aferida no momento final da fase

fechada; At é o intervalo de tempo da fase fechada (h).

Apos a obtencdo dos valores do consumo de oxigénio ao longo das 72 horas de coleta de
dados, foram calculadas médias aritméticas com os trés menores valores consecutivos de VO>
registrados no Grupo Jejum, e com os trés maiores valores consecutivos de VO, registrados no
Grupo Digestédo (JACKSON et al., 2015). Em seguida, com intuito de possibilitar a visualizagao
dos aumentos/reduc6es proporcionais entre a VO2 do Grupo Digestdo em relacdo a do Grupo
Jejum, os valores brutos da VO dos animais em digestdo (A) obtidos a cada fase fechada da
respirometria foram relativizados proporcionalmente pela média aritmética dos trés menores

valores consecutivos da VO- registrada no Grupo Jejum (B), como descrito na equacao abaixo:

V0,(%) = ( ) X 100

Onde: “A” representa os valores brutos de VO, a registrados a cada uma hora e meia no Grupo Digest&o;
“B” representa o valor encontrado pela média aritmética dos trés menores valores consecutivos de VO, no Grupo

Jejum.

Posteriormente, os dados percentuais de VO foram plotados em um grafico em funcao
do tempo para melhor visualizagdo dos aumentos/redugdes proporcionais na variavel em
questdo, permitindo também verificar 0 momento exato em que ocorreu o0 pico da SDA (i.e.,

momento da digestdo em que a VO atinge seu valor maximo; Atpico).

3.2.3. Andlise estatistica
Com auxilio do software estatistico Prism 8.0 (GraphPad Inc.), as médias aritméticas dos

trés valores consecutivos mais altos da VO2 do Grupo Digestdo e dos trés consecutivos mais
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baixos do Grupo Jejum foram submetidas aos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Em seguida,
foi realizada uma comparagdo entre 0s grupos experimentais através do teste de Teste-t de
Student ndo-pareado bicaudal a fim de elucidar as possiveis diferencas significativas entre a
VO, pré e pbs-prandial. Para todos os testes foi considerado nivel de significancia p < 0,05.

Todos os dados foram expressos como media * erro padrdo médio (E.P.M.).

3.3. INVESTIGAGAO DOS AJUSTES CARDIOVASCULARES POS-PRANDIAIS E SEUS
MECANISMOS DE CONTROLE AUTONOMICO

3.3.1. Instrumentalizacéo

Anteriormente ao inicio da instrumentalizacdo e apds o periodo de aclimatacdo de sete
dias a temperatura de 25°C, os dois grupos experimentais passaram por um periodo de jejum
prolongado de 96 horas para padronizar o estado metabdlico dos individuos (LICHTENBELT,
1992; MAXWELL et al., 2003). Ap6s, o0 Grupo Jejum (N = 7) foi mantido nessa condicdo,
enquanto o Grupo Digestdo (N = 7) foi alimentado com vegetais picados (couve, cenoura,
abobrinha, maca e banana; proporc¢édo de 3,5% da massa corporal dos animais; NAGY, 1982;
LICHTENBELT, 1992) imediatamente antes da instrumentalizac&o.

Em uma mesa cirdrgica veterinaria, os lagartos foram anestesiados por inalacdo de
isoflurano (3%) e O2 (97%) através de uma mascara até apresentarem perda de tdbnus muscular
e auséncia de resposta fisica a manipulacdo (MOSLEY, 2005; ARMELIN et al., 2019). Entéo,
a glote dos animais foi entubada com uma sonda endotraqueal para ventilar diretamente seus
pulmd@es com outra mistura gasosa de isoflurano (1%) e O2 (99%) a fim de manter a anestesia
durante todo procedimento (MOSLEY, 2005). A ventilacdo foi mantida em uma taxa de 4
respiracdes.min™ com um volume corrente de 20 ml.kg?, utilizando um aparato veterinario de
anestesia ventilatoria (Colibri, Brasmed) (MOSLEY, 2005; LOPES et al., 2017).

Subsequentemente, com os animais devidamente anestesiados, foi realizada uma inciséo
de 3 cm na regido ventral da coxa esquerda dos individuos, expondo a artéria femoral para
insercdo oclusiva de uma canula de polietileno (PE50) contendo solucdo salina heparinizada
(100 Ul.mI%; 0,9% NaCl), a qual permitiu a realizacio de administragdes farmacoldgicas e o
registro da Pa na artéria femoral (TUCKER, 1966; HOHNKE, 1975; ACKERMAN; WHITE,
1980). Ademais, foi injetado o anestésico lidocaina (diluicdo de 2%; 2 mg.kg?), via
intramuscular, proximo ao local da incisdo a fim de minimizar a dor e o desconforto do animal
apos a cirurgia (MOSLEY, 2005; FILOGONIO et al., 2019). Em seguida, os animais foram
transferidos para tubos de contencdo individuais, alocados em uma sala silenciosa com

temperatura controlada (25 + 0,1°C), no qual passaram por um periodo de recuperacao de 20
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horas até 0 momento do pico metabdlico pos-prandial (como serd demonstrado doravante na

secdo de resultados pela variavel Atpico).

3.3.2. Aquisicao das variaveis cardiacas

Apbs o periodo de recuperacdo cirdrgica, a canula arterial foi conectada a um transdutor
de presséo (BIOPAC SS13L, BIOPAC Systems) previamente calibrado para adquirir e registrar
continuamente, a 1000 Hz, os pulsos pressoricos da Pa na artéria femoral utilizando o sistema
de aquisicdo de dados BIOPAC MP36 (BIOPAC Systems). A partir desse registro, a Pa média
(kPa) dos animais foi obtida através da média aritmética da Pa e a fu (bpm) foi obtida por meio
da contagem dos pulsos da Pa que ocorrem a cada um minuto. Para acessar a medida
representativa da atividade do miocéardio denominada produto pressdo-frequéncia (PPF;
kPa.mint), a pressédo sistdlica (Ps) média (kPa) foi obtida através da média aritmética dos
maiores valores da Pa, e entdo foi multiplicada pela fu (WHITE, 1999; DA SILVA et al., 2008;
ZENA et al., 2016). Além disso, o intervalo de pulso cardiaco (IP; ms) foi obtido por meio da
contagem do intervalo de tempo existente entre os pulsos da Pa. Essa variavel foi necessaria
para calcular o tbnus autonémico cardiaco, analisar a variabilidade da fy e avaliar a eficiéncia
do barorreflexo dos animais pelo Método da Sequéncia (métodos detalhados nas préximas

secdes).

3.3.3. Protocolo experimental

Apbs a conexdo da canula no transdutor de pressdo e do preparo do sistema de aquisi¢do
de dados, as varidveis cardiacas dos animais do Grupo Jejum e do Grupo Digestdo foram
coletadas pelo periodo de uma hora com os animais ndo-tratados (sem influéncia de farmacos
antagonistas autonémicos).

Ao término deste periodo, foi administrada solucdo salina (0,9% NacCl), via céanula
arterial, para investigar as possiveis influéncias de alteracdes volémicas nas variaveis estudadas
causadas pelas aplicagbes dos farmacos administrados subsequentemente no protocolo
experimental. Para isso, 0 maior volume de farmaco aplicado foi utilizado como referéncia para
0 volume de solucdo salina. O periodo de coleta dos dados apés esta administracéo intrarterial
foi de 30 minutos.

Em seguida, o antagonista muscarinico-colinérgico sulfato de atropina (2,5 mg.kg?;
TROIANO et al., 2018) foi administrado via canula arterial, seguido da infusdo de 0,5 ml de
solugdo salina heparinizada (100 Ul.mI; 0,9% NaCl) para evitar que o farmaco ficasse

estagnado no interior da canula. Entdo, foram aguardados 30 minutos para que a atropina
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pudesse exercer seus efeitos, e as varidveis cardiacas foram novamente coletadas pelo periodo
de uma hora com os animais sob bloqueio autondmico cardiaco parassimpético (TROIANO et
al., 2018).

Posteriormente a coleta de dados com os animais atropinizados, o antagonista [-
adrenérgico cloridrato de propranolol (3,5 mg.kg™; TROIANO et al., 2018) foi administrado,
via canula arterial, seguido de uma infusdo de 0,5 ml de solugéo salina heparinizada (100 Ul.mI
1-0,9% NaCl) para que o farmaco ficasse contido no interior da canula. Ap6s 30 minutos para
que o propranolol pudesse exercer seus efeitos, as variaveis cardiacas dos animais foram
coletadas pelo periodo de uma hora. Ressalta-se que a administracdo de propranolol estabeleceu
um duplo blogueio autonémico no coragdo dos animais, visto que a atropina ainda estava
bloqueando os receptores muscarinicos-colinérgicos cardiacos (SARTORI et al., 2015;
TROIANO et al., 2018).

Ao término deste periodo de coleta, foi testada a efetividade dos bloqueios
farmacoldgicos supracitados através da administracéo, via canula arterial, de epinefrina (10
mol.I"t; TROIANO et al., 2018) e de cloreto de acetilcolina (50 x10° mol.I"; MCKENZIE et
al., 2007), respectivamente. Dessa forma, foi possivel garantir e comprovar a auséncia completa
de regulacdo autonémica no coracdo dos animais apés este tratamento (MCKENZIE et al.,
2007; TROIANO et al., 2018). O periodo de coleta dos dados apds a aplicacdo da epinefrina e
do cloreto de acetilcolina foi de 30 minutos para cada um dos farmacos.

Finalizados os experimentos, 0s animais foram anestesiados com isoflurano exatamente
como descrito nos procedimentos para instrumentalizacdo (secdo 3.3.1) e a canula intrarterial
foi removida. Apos a recuperagdo da anestesia os animais foram encaminhados aos recintos de
manutencdo e acompanhados diariamente durante um més. O analgésico lidocaina (diluicdo
2%; 2 mg.kg?') e o anti-inflamatério meloxican (0,2 mg.kg') foram aplicados, via
intramuscular, a cada dois dias por duas semanas a fim de minimizar a dor dos animais e conter
possiveis reacdes inflamatdrias pos-cirdrgicas (MOSLEY, 2005). Para facilitar a compreenséo,

todo o protocolo experimental encontra-se esquematizado na figura 3.
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Instrumentalizacao

20h

Nao-tratado

1h

salina
(0,9% NaCl)

30min

Atropina
(2,5 mg.kg-)

1h30min

Propranolol
(3,5 mg.kg)

1h30min

Epinefrina
(10¢ mol.I")
30min

Acetilcolina
(50 x10-6 mol.I1)

30min

Término
do experimento

Cuidados
Pds-experimentais

Figura 3. Esquema do protocolo experimental colocado em pratica no presente trabalho, o qual foi utilizado para
investigar os ajustes cardiovasculares pds-prandiais de lguana iguana e 0s seus respectivos mecanismos de
controle neural. Fonte: o autor.

3.3.4. Andlise de dados: calculo dos tobnus adrenérgico e colinérgico cardiacos

Para avaliar a influéncia da digestdo no controle autondmico cardiaco, os tbnus
adrenérgico e colinérgico no coracdo dos animais foram calculados utilizando os IP (60000/f;
ms) observados anteriormente e posteriormente aos bloqueios autondmicos cardiacos, atraves
das equacdes descritas abaixo propostas por Altimiras et al. (1997), e em seguida comparados

entre o Grupo Jejum e 0 Grupo Digestéo:

IP io — IP. i
Tonus adrenérgico cardiaco (%) = < duplo bloguelo atroPma) x 100

Il:)duplo bloqueio

IP 50— — IP. ;
Tonus colinérgico cardiaco (%) = ( ndo—tratado atmpma> X 100

IF'duplo bloqueio

Onde: “IPngo-tratado”, “IPatropina” € “IPduplo bloqueio”” representam, respectivamente, os valores do intervalo de
pulso dos animais na condigdo ndo-tratada, sob blogueio muscarinico colinérgico cardiaco realizado com atropina

e duplo bloqueio autonédmico cardiaco.
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3.3.5. Anélise de dados: avaliacdo da variabilidade da fy e da P média

Para analisar a variabilidade da fu (HRV) e da Pa média (BPV) foram utilizados trechos
de dados do IP (reciproco a fu) e da Pa média, respectivamente, contendo 256 ciclos cardiacos
dos animais do Grupo Jejum e do Grupo Digestéo nos trés tratamentos estudados (ndo-tratados,
atropinizados, e sob duplo bloqueio autonémico cardiaco). Entdo, estes trechos foram
convertidos em tacogramas de IP e de Pa média no software BIOPAC Student Lab Pro v3.7
(BIOPAC Systems) e foram exportados como arquivos de texto (*.txt) para o processamento
no software CardioSeries v2.4, o qual fez uma reamostragem por meio da insercdo de pontos a
cada 333 ms via interpolacao de splines cubicas (3 Hz). As séries interpoladas foram divididas
em segmentos de 256 pontos com sobreposi¢do de 50%. Uma janela de Hanning foi utilizada
para atenuar o vazamento espectral. Em seguida, os espectros de variabilidade foram calculados
para todos os segmentos com uma Transformacdo Rapida de Fourier (FFT) e foram sobrepostos
para a formacédo de um espectro final Unico. Com um espectro Unico gerado em cada tratamento
para cada animal, foi possivel calcular a amplitude espectral média de cada tratamento em
ambos 0S grupos experimentais.

Dessa maneira, através dos espectros gerados para cada tratamento, foi possivel localizar
os picos de baixa (LF; > 0,1 Hz) ¢ de alta frequéncia (HF; < 0,1 Hz) com base nos picos que
vieram a ser consideravelmente reduzidos apds os bloqueios farmacolégicos. A partir dessa
determinacdo, foi calculada a poténcia espectral de LF (HRVpLr € BPVpiF; i.e., drea abaixo do
pico LF), e a poténcia espectral de HF (HRVpHr € BPVphr; i.e., area abaixo do pico HF), com o

objetivo de avaliar a dindmica simpatovagal pré e pés-prandial.

3.3.6. Anélise de dados: avaliagdo da eficiéncia do barorreflexo pelo Método da Sequéncia
A eficiéncia do barorreflexo dos animais foi avaliada utilizando trechos continuos com
300 ciclos cardiacos contendo o IP e a Ps média extraidas dos individuos do Grupo Jejum e do
Grupo Digestdo, anteriormente e posteriormente as infusdes dos antagonistas autonémicos.
Estes trechos foram convertidos em tacogramas no software BIOPAC Student Lab Pro v3.7 e
exportados como arquivos de texto (*.txt) para processamento no software CardioSeries — 0
qual identificou: (1) sequéncias de trés ou mais ciclos cardiacos em que aumentos progressivos
na Ps média foram acompanhados por aumentos progressivos no IP (reducdo na fu), e (2)
sequéncias de trés ou mais ciclos cardiacos em que reducgdes progressivas na Ps média foram
acompanhadas por reducGes progressivas no IP (aumento na fu) — as chamadas sequéncias
barorreflexas (BERTINIERI et al., 1985; BERTINIERI et al., 1988; DI RIENZO et al., 2001a).
Os limiares para deteccdo de aumento ou reducdo na Ps média ou IP foram de >0,1 kPa
e >1,0 ms, respectivamente. Assim, qualquer alteracdo nessas variaveis que superaram 0S
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limiares impostos foi levada em conta pelo software na identificacdo de sequéncias
barorreflexas. Além disso, o software foi configurado para identificar sequéncias barorreflexas
com 01 ciclo cardiaco de atraso entre as oscilagfes na Ps média e as alteragdes reflexas no IP —
0 qual representa o tempo necessario para a ocorréncia da alga barorreflexa (PICKERING E
DAVIES, 1973; BORST E KAREMAKER, 1983; DAVIES et al., 2001; DI RIENZO et al.,
2001a; LAUDE et al., 2009; FILOGONIO et al., 2019).

Apos tal processo de identificacdo, o software fez regressdes lineares entre a Ps média e
o IP das sequéncias barorreflexas individualmente, e calculou o coeficiente de correlacdo e o
coeficiente angular de cada uma das regressées (BERTINIERI et al., 1985; STAUSS et al.,
2006). Para evitar que sequéncias geradas por mecanismos néo-barorreflexos enviesassem os
resultados, foram consideradas na analise apenas as sequéncias cuja regressdo linear apresentou
um coeficiente de correlagdo entre a Ps média e o IP igual ou superior a 80% (R? > 0,8).

O numero de sequéncias barorreflexas Up (aumento na Ps média acompanhada de
aumento no IP) e a nimero de sequéncias barorreflexas Down (redugdo na Ps média
acompanhada de reducdo no IP) foram contabilizadas como forma de mensurar 0 nimero de
aumentos e reducdes na Ps média que foram corrigidas via reflexo barostatico. O nimero total
de sequéncias barorreflexas (soma das sequéncias Up e Down — sequéncias All) foi calculado a
fim de verificar a quantidade geral de perturbacdes pressoricas sofridas pelos animais e que
foram corrigidas via barorreflexo. O ganho barorreflexo (G; s.kPal) — representagio da
magnitude da resposta no IP por alteracdo na Ps média — foi calculado para cada animal como
a média aritmética do coeficiente angular de todas as regressGes lineares individuais
(BERTINIERI etal., 1985; STAUSS et al., 2006). O indice de efetividade do barorreflexo (IEB,;
sem unidade) foi calculado para cada animal como a razdo entre 0 nimero de sequéncias
barorreflexas e o de rampas na Ps média (sequéncias de variacdo na Ps média acompanhadas
ou ndo de alteracGes reflexas no IP) encontradas na série temporal analisada —reciproco a
porcentagem de alteracGes na Ps média que causaram um barorreflexo (DI RIENZO etal., 2001b).

Por fim, considerando a influéncia da digestédo no IP dos animais, o G foi normalizado
para permitir uma comparacgao mais fidedigna entre o ganho barorreflexo observado em animais
do Grupo Jejum e do Grupo Digestdo. O G de cada animal foi normalizado em porcentagem de
seu IP na condicdo ndo-tratada (basal) por alteracio na Ps média (Gn; %.kPat), de acordo com
a equacéo abaixo:

Gy (%.kPa™') = (G x 100)/IP pzo_tratado

Onde: Gy representa o ganho barorreflexo normalizado; G como o ganho barorreflexo bruto; e 0 “IPnzo-

tratado” FEPresenta os valores do intervalo de pulso dos animais na condi¢do ndo-tratada.
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A comparacéo entre os resultados da anélise do barorreflexo pelo Método da Sequéncia
observados no Grupo Jejum e no Grupo Digestdo permitiu avaliar o impacto do processo
digestivo na eficiéncia da regulacdo em curto prazo da Pa dos animais. Ja os resultados
observados nesses grupos posteriormente as administracdes dos antagonistas autonémicos teve
como objetivo possibilitar uma confirmacdo da origem regulatoria das respostas estudadas.
Todos os procedimentos experimentais relacionados ao método da sequéncia foram realizados
de acordo com estudos e recomendacdes previamente publicadas (BERTINIERI et al., 1985;
DI RIENZO et al., 2001a; LAUDE et al., 2009), e sua validade para répteis foi atestada

recentemente por Filogonio et al. (2019).

3.3.7. Anaélise estatistica

Primeiramente, todos os valores encontrados correspondentes a todas as variaveis
cardiovasculares estudadas foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e de
Levene para verificar a normalidade e homocedasticidade do conjunto de dados.

Os valores obtidos para as variaveis cardiovasculares (fu, Pa média, PPF, HRVp_F,
HRVpHr, BPVpLr BPVpHF, N° de sequéncias barorreflexas Up, n° de sequéncias barorreflexas
Down, n° sequéncias All, G, Gn e IEB) foram comparados entre 0s grupos experimentais (1°
fator) e entre os tratamentos (2° fator) através de uma ANOVA two-way de medidas repetidas
complementada pelo pés-teste de comparacdes multiplas de Holm-Sidak. As comparagdes dos
resultados de tonus autondmico cardiaco colinérgico e adrenérgico entre o Grupo Jejum e 0
Grupo Digestdo foram realizadas por meio de uma ANOVA one-way complementada pelo pds-
teste de comparac6es multiplas de Holm-Sidak.

As possiveis alteracfes nas variaveis cardiovasculares basais (fu € Pa média) induzidas
pela administragdo de solucdo salina foram avaliadas por meio de um Teste-t de Student
pareado bicaudal. Por fim, buscando verificar se o blogueio autondmico do coracdo foi
realmente efetivado, foi realizado um Teste-t de Student pareado bicaudal para comparar a fy e
a Pa média dos animais anteriormente e posteriormente as aplicacdes de acetilcolina e
epinefrina dentro de cada grupo experimental.

Para todos os testes descritos nesta secdo foi adotado valor de p < 0,05. As analises
estatisticas foram realizadas no Prism 8.0 (GraphPad Inc.), assim como a constru¢do dos
gréaficos exibidos a seguir na secéo de resultados. Todos os dados foram expressos como média
+EP.M.



31

4. RESULTADOS
4.1. O CONSUMO DE OXIGENIO PRE E POS-PRANDIAL E A DETERMINAQAO DO
PICO METABOLICO

A figura 4A mostra os valores medios da VO de I. iguana obtidos no Grupo Jejum e no
Grupo Digestdo. Como é possivel observar através desta figura, a média da VO, dos lagartos
que foram submetidos a alimentagdo (74,73 + 9,17 ml O2. h) se apresentou significativamente
superior a dos individuos que foram mantidos em jejum (37,04 + 4,93 ml O2. h™%). Esse aumento
no consumo de oxigénio pos-prandial pode ser observado tanto nos valores relativizados em
porcentagem na Figura 4B, como nos valores brutos da VO, de animais representativos
ilustrados na Figura 4C.

Através do registro percentual ilustrado na Figura 4B, é possivel observar que a
diferenga percentual da VO registrada no tempo inicial (Oh) entre os animais alimentados e 0s
que permaneceram em jejum é de 57 + 14%, e que posteriormente essa diferenca atinge seu
pico préximo das 20 horas com uma diferenca percentual de 87 + 44% (Atpico = 20h). Por fim,
deve-se destacar que ap6s o pico metabdlico os valores da VO2 do Grupo Digestdo foram
gradativamente decaindo e cada vez mais se assemelhando aos do Grupo Jejum, como pode ser
observado as 36 horas quando os valores percentuais da VO intersectam a linha pontilhada na
Figura 4B. O reflexo destas alteracdes em porcentagem pode ser observado claramente ao
comparar a VO, (ml Oz. h') dos animais representativos (Figura 4C), uma vez que apresentam
grande semelhanca entre as alteracfes percentuais ponto a ponto ao longo do tempo.
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Figura 4. Consumo de oxigénio (VO2) de Iguana iguana em situacfes pré e pos-prandiais. Em A, médias de VO,
(ml Oz . h'Y) calculadas animais em jejum (N = 5; coluna preta) e em digestdo (N = 5; coluna cinza). Em B,
representacdo das mudangas percentuais na VO, pos-prandial em relacdo ao consumo de oxigénio basal dos
animais em jejum ao longo do tempo. A linha pontilhada representa uma linha de referéncia, ou seja, 0s pontos
registrados acima dela representam incremento na VO, pés-prandial em relacdo ao jejum, abaixo representam
decréscimo e quando alinhados a ela demonstram equilibrio. Em C, estdo representados valores brutos da VO, de
animais representativos do Grupo Jejum (tridngulos pretos) e do Grupo Digestdo (circulos cinzas) ao longo do
tempo. O asterisco sobrescrito a barra de erro padrdo médio indica diferenca significativa em relagdo ao Grupo
Jejum (p < 0,05). Dados expressos em média + E.P.M., exceto em C onde estdo sendo apresentados animais

representativos da média. Fonte: o autor.
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4.2. VARIAVEIS CARDIOVASCULARES PRE E POS-PRANDIAIS

A média da fy (Figura 5A) dos animais do Grupo Jejum quando ndo-tratados foi de
29,12 + 2,56 bpm, a qual aumentou significativamente ap06s o bloqueio muscarinico colinérgico
realizado com atropina (41,17 = 2,29 bpm), e decaiu significativamente em seguida para 23,75
+ 1,22 bpm apos o duplo blogueio autondémico. J& no Grupo Digestdo, foi registrada uma fy
média de 42,77 + 3,45 bpm nos animais ndo-tratados, valor significativamente maior que ao
encontrado nos animais em jejum sob 0 mesmo tratamento. Ainda, foi observado um aumento
significativo nesta variavel para 48,11 + 3,13 bpm ap06s a administracdo de atropina, e,
subsequentemente, uma reducdo também significativa apds o estabelecimento do duplo
bloqueio autonémico cardiaco (27,84 + 1,31 bpm). Por fim, é importante salientar que a fy dos
animais atropinizados e sob duplo blogueio autondémico cardiaco do Grupo Digestdo ndo diferiu
significativamente em relacéo a do Grupo Jejum sob estes mesmos tratamentos.

De maneira geral, a digestdo ndo promoveu alteracdes significativas na Pa média
(Figura 5B) dos animais em relacéo ao jejum sob 0s mesmos tratamentos. Especificamente, 0s
animais ndo-tratados em jejum exibiram Pa média de 8,96 + 0,33 kPa, a qual sofreu uma
reducdo significativa apds o tratamento com atropina (7,80 £ 0,28 kPa) e esse valor manteve-
se sem alteracdes significativas apds o duplo bloqueio autonémico (7,37 + 0,49 kPa). Os
animais ndo-tratados em digestéo apresentaram Pa média de 9,70 + 0,74 kPa, a qual manteve-
se sem mudancas significativas ap6s aplicacdo de atropina (8,86 + 0,75 kPa) e, posteriormente
ao duplo bloqueio, sofreu uma reducéo em seus valores médios para 6,99 + 0,21 kPa. Contudo,
deve-se notar que essa reducdo na Pa média apos o duplo blogueio se mostrou significativa
apenas em relacdo a condicéo nao-tratada.

Os aumentos/reducdes na fu provocados pela digestdo e pelos bloqueios autondémicos
refletiram de maneira geral no indicador de atividade do miocardio PPF (Figura 5C). No Grupo
Jejum, os animais ndo-tratados apresentaram valor de PPF igual a 320,80 + 28,37 kPa.min™, o
qual se manteve sem diferencas significativas apds o bloqueio muscarinico colinérgico (361,70
+ 22,23 kPa.min™) e, apds o duplo bloqueio autondmico, sofreu uma reducéo significativa para
211,30 + 15,52 kPa.min. Por outro lado, os animais ndo-tratados em digest&o registraram PPF
igual a 485,10 + 63,55 kPa.min™%, valor significativamente maior que o encontrado nos animais
em do Grupo Jejum sob 0 mesmo tratamento. Ademais, os valores desta variavel permaneceram
sem alteragBes significativas apds a administragio de atropina (482,90 + 63,24 kPa.min™),
contudo, sofreram uma reducéo significativa para 228,90 + 14,91 kPa.min ap6s o duplo

bloqueio autondmico cardiaco.
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Figura 5. Frequéncia cardiaca (fu; A), pressao arterial média (P média; B) e produto pressdo-frequéncia (PPF;
C) de Iguana iguana em jejum (N = 7; colunas pretas) e digestdo (N = 7; colunas cinzas), (B) sob as condi¢des
nao-tratado, apds blogqueio muscarinico colinérgico realizado com atropina (2,5 mg.kg™?) e sob duplo blogueio
autondmico estabelecido ap6s administracdo de propranolol (3,5 mg.kg™?). Os resultados encontrados em cada
tratamento dentro de um mesmo grupo experimental que ndo compartilham mesma letra sobrescrita apresentam
diferenca significativa entre si (p < 0,05). Os asteriscos sobrescritos as letras indicam diferenga significativa em
relacdo ao Grupo Jejum sob 0 mesmo tratamento (p < 0,05). Dados expressos em média + E.P.M. Fonte: o autor.
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O processo digestivo também alterou o controle autondmico cardiaco dos animais
(Figura 6). Houve uma reducdo significativa na atuagdo do tonus colinérgico dos animais
alimentados (8,84 + 3,83%) em relacdo a dos animais em jejum (26,27 + 5,17%). Por outro
lado, a atuacdo do ténus adrenérgico permaneceu sem alteracdes significativas (42,03 £ 1,65%
no Grupo Jejum e 41,54 + 2,79% no Grupo Digestdo). E importante ressaltar que o tonus
adrenérgico cardiaco se mostrou significativamente maior que o colinérgico em ambos 0s

grupos experimentais.

60

Jejum Digestédo

Ténus Autondmico Cardiaco (%)

Figura 6. Ténus autonémico cardiaco colinérgico e adrenérgico calculado nos lagartos Iguana iguana do Grupo
Jejum (N = 7; colunas pretas) e do Grupo Digestdo (N = 7; colunas cinzas). O asterisco sobrescrito a barra de erro
padrdo médio indica diferenca significativa da variavel em questdo em relago ao Grupo Jejum (p < 0,05). Dados
expressos em média + E.P.M. Fonte: o autor.

Os espectros do HRV de I. iguana apresentados na Figura 7 revelaram que os padrdes
das oscilacdes da fu encontram-se essencialmente abaixo de 0,30 Hz. Foi possivel identificar
um pico de baixa frequéncia (LF) maioritario entre 0,00 e 0,10 Hz em ambos os grupos
experimentais quando nao-tratados, porém, apenas no Grupo Jejum foi possivel verificar um
pico de alta frequéncia (HF) minoritario acima de 0,10 Hz (Figura 7A). Ao comparar 0S
espectros de ambos grupos experimentais sob a condi¢cdo ndo-tratada, fica evidente que o0s
animais em digestdo apresentaram menor densidade espectral referente as oscila¢fes de baixa
frequéncia em relagdo aos animais em jejum (Figura 7A). Ademais, nota-se que o pico LF foi
marcadamente reduzido no Grupo Jejum ap0os o blogueio muscarinico colinérgico realizado
com atropina (Figura 7B) e manteve-se sem alteracéo apos o estabelecimento do duplo bloqueio

autondémico cardiaco (Figura 7C).
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Figura 7. Amplitude espectral média da variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) de Iguana iguana em jejum
(N = 7; &rea de cor preta) e digestdo (N = 7; area de cor cinza) na condi¢do ndo-tratada (A), ap6s o bloqueio
muscarinico colinérgico realizado com atropina (B; 2,5 mg.kg™), e apds o estabelecimento do duplo blogueio
autondmico cardiaco realizado com propranolol (C; 3,5 mg.kg™?). A linha pontilhada separa e demarca as
oscilacBes de baixa frequéncia na frequéncia cardiaca (0,00 > 0,10Hz) das oscilag¢des de alta frequéncia (< 0,10).
Fonte: o autor.

Com base na localizagéo dos picos de frequéncia nos espectros do HRV, foi realizado o
calculo da poténcia espectral das bandas HRVpLr € HRVprr (Figura 8). Os animais do Grupo
Jejum ndo-tratados apresentaram HRVp e igual 1,429x10° + 0,630x10° ms? e HRVpur de
0,236x10% + 0,064x10% ms2. Apos o tratamento com atropina, 0 HRVpLr sofreu uma reducéo
significativa para 0,067x10° + 0,022x10° ms?, enquanto 0 HRVpre Se manteve sem alteragoes
(0,020x10% + 0,004x10° ms?). Por fim, os valores do HRVpLr (0,113x10% + 0,025x10% ms?) e
HRVpre (0,033x10% + 0,006x10% ms?) apds o estabelecimento do duplo bloqueio autondmico

cardiaco ndo sofreram mudancas significativas em relagéo ao tratamento atropina.
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Os animais nao-tratados do Grupo Digestdo apresentaram HRVpLr igual 0,575x10° +
0,300x10% ms? (valor significativamente menor que o registrado nos animais nio-tratados do
Grupo Jejum) e HRVpre de 0,189x10° + 0,081x10° ms?. Tais valores ndo sofreram alteragdes
significativas apds a administragdo com atropina (0,142x10% + 0,082x10% ms? e 0,03x10° +
0,007x10%® ms?, respectivamente) e ap6s o estabelecimento do duplo blogqueio autondémico
(0,105x103 + 0,035x10% ms? e 0,087x10° + 0,042x10° ms?, respectivamente).
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Figura 8. Poténcia espectral das bandas de baixa (HRVp.r) € alta (HRVpre) frequéncia localizados nos espectros
de variabilidade da fy de Iguana iguana em jejum (N = 7; barras de cor preta; A) e em digestdo (N = 7; barras de
cor cinza; B), sob as condi¢des ndo-tratado, apds bloqueio muscarinico colinérgico realizado com atropina (2,5
mg.kg?) e sob duplo bloqueio autonémico estabelecido apds administracdo de propranolol (3,5 mg.kg?). Os
resultados encontrados em cada tratamento dentro de um mesmo grupo experimental que ndo compartilham mesma
letra sobrescrita apresentam diferenca significativa entre si (p < 0,05). Os asteriscos sobrescritos as letras indicam
diferencga significativa em relagdo ao Grupo Jejum sob o mesmo tratamento (p < 0,05). Dados expressos em média
+ E.P.M. Fonte: o autor.

As andlises espectrais do BPV de I. iguana revelaram que os padrdes das oscilacbes da
Pa média também se encontram essencialmente abaixo de 0,30 Hz (Figura 9). Foi possivel
identificar um pico de baixa frequéncia (LF) maioritario entre 0,00 e 0,10 Hz em ambos 0s
grupos experimentais quando ndo-tratados (Figura 9A), poréem, apenas no Grupo Digestao foi
possivel verificar um pico de alta frequéncia (HF) minoritario acima de 0,10 Hz. Ao observar
0s espectros de ambos grupos sob a condi¢do ndo-tratada, nota-se que os animais em digestédo

apresentaram maior densidade espectral referente as oscilagdes de baixa frequéncia em
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comparago aos animais em jejum (Figura 7A). E importante notar que o pico maioritario LF
sofreu pequenas reducdes gradativas em sua amplitude em ambos 0s grupos experimentais apos

ao bloqueio muscarinico colinérgico (Figura 9B) e ao duplo blogueio autonémico (Figura 9C).
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Figura 9. Amplitude espectral média da variabilidade da Pa média (BPV) de Iguana iguana em jejum (N = 7; area
de cor preta) e digestdo (N = 7; area de cor cinza) na condicdo ndo-tratada (A), ap6s o bloqueio muscarinico
colinérgico realizado com atropina (B; 2,5 mg.kg™?), e apds o estabelecimento do duplo blogueio autonémico
cardiaco realizado com propranolol (C; 3,5 mg.kg™®). A linha pontilhada separa e demarca as oscilagdes de baixa
frequéncia (0,00 > 0,10Hz) das oscilagdes de alta frequéncia (< 0,10). Fonte: o autor.

Apos localizar os picos de frequéncia nos espectros do BPV, o célculo da poténcia
espectral das bandas BPVpLr € BPVpHr foi realizado e encontra-se representado na Figura 10.
Os resultados obtidos através destes calculos evidenciaram que a digestdo foi capaz de

promover alteraces nos padrdes de oscilacdo de baixa frequéncia da Pa média. Os animais em
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jejum ndo-tratados apresentaram BPVpie igual 0,797x102 + 0,134x102 kPa? e BPVenr de
0,024x1072 + 0,003x1072 kPa?. Apds a administracdo de atropina e, em seguida, com o duplo
blogueio, ndo houve alteraces significativas em BPVpir (0,360x102 + 0,104x102 kPa? e
0,297x10 + 0,061x10% kPa?, respectivamente) e BPVpne (0,004x102 + 0,001x10° kPa? e
0,003x102 + 0,001x10% kPa?, respectivamente).

Os animais ndo-tratados do Grupo Digestdo apresentaram BPVpir igual a 1,81x1072 +
0,52x107 kPa? (significativamente maior que o registrado nos animais nio-tratados do Grupo
Jejum) e BPVprr de 0,20x102 + 0,09x102 kPa?. Apds o bloqueio muscarinico colinérgico com
atropina, esses valores de BPVpLr € BPVpHr N0 sofreram alteracdes significativas em relacgdo a
condicao nao-tratada (1,01x102 + 0,52x102 kPa? e 0,07x102 + 0,04x10°2 kPa?, respectivamente).
Com o estabelecimento do duplo blogueio autonémico, foi registrada uma reducéo no BPVpLr
para 0,68x102 + 0,14x0"2 kPa? (diferenca ndo significativa em relagdo ao tratamento atropina,
mas significativamente menor que a observada na condi¢cdo n&o-tratada), enquanto BPVpxr

permaneceu sem mudancas significativas (0,07x1072 + 0,04x102 kPa?).
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Figura 10. Poténcia espectral das bandas de baixa (BPVp_r) e de alta (BPVpre) frequéncia localizados nos espectros
de variabilidade da Pa média de Iguana iguana em jejum (N = 7; barras de cor preta; A) e em digestdo (N = 7;
barras de cor cinza; B), sob as condigdes ndo-tratado, apds bloqueio muscarinico colinérgico realizado com
atropina (2,5 mg.kg?) e sob duplo bloqueio autondmico estabelecido apds administracdo de propranolol (3,5
mg.kg?). Os resultados encontrados em cada tratamento dentro de um mesmo grupo experimental que nio
compartilham mesma letra sobrescrita apresentam diferenga significativa entre si (p < 0,05). Os asteriscos
sobrescritos as letras indicam diferenca significativa em relagdo ao Grupo Jejum sob 0 mesmo tratamento (p <
0,05). Dados expressos em média + E.P.M. Fonte: o autor.
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As variaveis barorreflexas, derivadas pelo Método da Sequéncia, encontram-se
detalhadas na Tabela 1. De forma geral, pode-se observar que tanto o nimero de sequéncias
barorreflexas Up, Down e All como o IEB ndo sofreram alteragcdes significativas em seus
valores. Entretanto, observou-se que os valores de G e Gn dos animais ndo-tratados do Grupo
Jejum (1,31 + 0,27 s.kPal e 62,37 + 14,76 %.kPa!, respectivamente) sofreram uma reducéo
significativa apds o tratamento com atropina (0,73 + 0,14 s.kPa® e 34,77 + 7,53 %.kPa?,
respectivamente) e apos o estabelecimento do duplo bloqueio autonémico (0,79 + 0,20 s.kPa*
e 38,98 + 11,22 %.kPa!, respectivamente). Ademais, os valores de G e Gy dos animais nao-
tratados do Grupo Digestdo apresentaram-se significativamente menores em comparagdo aos
do Grupo Jejum sob o mesmo tratamento, sendo iguais a 0,39 + 0,10 s.kPa e 26,47 + 6,39
%.kPa!, respectivamente. Por fim, ndo foram observadas alteragbes significativas nestas
variaveis apos ao bloqueio muscarinico colinérgico (0,68 + 0,22 + 0,14 s.kPa! e 26,47 + 6,39
%.kPal, respectivamente) e ao duplo blogueio autonémico cardiaco (0,27 + 0,04 s.kPa* e 19,03
+ 3,40 %.kPa, respectivamente).

Tabela 1. Variaveis barorreflexas de lguana iguana obtidas pelo Método da Sequéncia quando ndo-tratados,
atropinizados e sob duplo bloqueio autondmico cardiaco em condi¢des de jejum (N = 7) e digestdo (N = 7).

Grupo Jejum Grupo Digestéo
Néo-tratado Atropina Duplo Blogueio Né&o-tratado Atropina Duplo Bloqueio
Sequéncias Up 1 a a a a a a
(/300 batimentos) ~ 10.71+1,28%  1029+144%  928+265 7,85+1,48 8,57 +2,37 4,57 +1,02
Sequéncias Down | a a a a a a
(/300 batimentos) ~ 10.71+2,06°  614+116 9,00+ 1,51 6,43+0,72 543+0,94 514+1,16

Sequéncias All a a a a a a
(/300 batimentos) 21,43 +2,94 16,43 £2,39 18,57 £4,28 14,29 +1,77 14,00 £1,86 9,71+£1,93

IEB (semunidade)  035+0,05%  034+005%  0,36+0,06% 023+0,03% 031+004% 02240052
*

G (skPa?) 13140278 0730142  079+020° 039+010%  068+0222  0,27+0,04°
*

Gn (% kPa't) 6237+1476% 3477+753° 3898+11220 264746397 4193+1095% 1903 +3402

Sequéncias Up: sequéncias barorreflexas para cima (i.e., aumento da presséo arterial associada ao aumento do intervalo
de pulso cardiaco); Sequéncias Down: sequéncias barorreflexas para baixo (i.e., reducdo da pressdo arterial associada a
reducdo do intervalo de pulso cardiaco); Sequéncias All: nimero total de sequéncias barorreflexas obtidas; IEB: indice de
efetividade do barorreflexo; G: ganho barorreflexo; Gn: ganho barorreflexo normalizado em relagdo ao valores basais da
fu dos animais, na condi¢do ndo-tratada. Os resultados encontrados em cada tratamento dentro de um mesmo grupo
experimental que ndo compartilham mesma letra sobrescrita apresentam diferenca significativa entre si (p < 0,05). Os
asteriscos sobrescritos as letras indicam diferenca significativa em relacdo ao Grupo Jejum sob 0 mesmo tratamento (p <
0,05). Os resultados encontram-se expressos em Média + E.P.M.

4.3. EFEITOS DA INFUSAO DE VEICULO NAS VARIAVEIS CARDIACAS
Os dados referentes as variaveis cardiacas basais observadas em 1. iguana,

anteriormente e posteriormente a administracdo intrarterial de solucdo salina, encontram-se
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apresentados na Tabela 2. Esses resultados demonstraram que possiveis alteracdes volémicas
promovidas pelas administracdes farmacoldgicas e seus respectivos veiculos ndo induziram
mudancas significativas na fu € Pa media dos animais.

Tabela 2. Frequéncia cardiaca (fu) e pressdo arterial média (Pa Média) de Iguana iguana anteriormente e

posteriormente a administracdo intrarterial de solucéo salina (0,9% NaCl) em condigdes de jejum (N = 7) e
digestdo (N =5).

Grupo Jejum Grupo Digestdo
Nao-tratado Pré Salina Né&o-tratado Pds Salina Nao-tratado Pré Salina Na&o-tratado Pés Salina
fu (bpm) 29,12 + 2,56 28,04 £2,38 39,90 + 4,22 38,97 £ 3,49
Pa Média (kPa) 8,96 £ 0,33 9,20 £0,25 10,18 £ 0,97 10,63 £ 0,63

Considerando uma mesma variavel, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os valores observados
anteriormente e posteriormente a administracéo intrarterial de solucéo salina dentro de cada grupo experimental
(p <0,05). Os resultados encontram-se expressos em Média + E.P.M.

4.4. TESTE DA EFETIVIDADE DOS BLOQUEIOS FARMACOLOGICOS

As variaveis cardiacas fn e Pa média obtidas sob o duplo blogueio autondémico
anteriormente e posteriormente as administracdes de epinefrina e acetilcolina encontram-se
apresentadas na Tabela 3. Através destes resultados foi possivel observar que tanto a aplicacdo
de epinefrina como a de acetilcolina ndo provocaram alterac6es na fy € na Pa média dos animais

de ambos 0s grupos experimentais.

Tabela 3. Frequéncia cardiaca (fiy) e pressao arterial média (P Média) de Iguana iguana sob duplo bloqueio autondémico
e posteriormente & administracdo intrarterial de epinefrina e acetilcolina em jejum (N = 7) e digestdo (N = 7).

Grupo Jejum Grupo Digestéo

Duplo Blogueio  Duplo Bloqueio
P6s Epinefrina  Pds Acetilcolina

Duplo Blogueio  Duplo Blogueio

Duplo Blogueio Pés Epinefrina  Pos Acetilcolina

Duplo Bloqueio

fu (opm) 23,75+1,22 2342+1.21 22,45 +1,22 27,73 +131 28,68 + 1,50 28,61 +1,43

Pa Média (kPa) 7,37+0,49 7,57+0,16 7,49 +0,39 6,99 +0,21 7,20+0,23 6,87 +0,41

Considerando uma mesma varidvel, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os valores observados
anteriormente e posteriormente a administragdo intrarterial de epinefrina e acetilcolina dentro de cada grupo experimental
(p <0,05). Os resultados encontram-se expressos em Média + E.P.M.
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5. DISCUSSAO
5.1. RESPOSTAS DO METABOLISMO AEROBIO A DIGESTAO

A resposta metabdlica pos-prandial do lagarto herbivoro I. iguana foi caracterizada por
um aumento lento e pouco acentuado da VO, a qual atingiu seu valor méximo de ~75 ml O>.
h* (uma diferenca de aproximadamente 87% em relagdo ao jejum) 20 horas ap6s a ingestdo do
alimento (Figura 5). Esse resultado apresentou-se dentro do padréo observado em outros
estudos realizados com lagartos alimentados com uma dieta baseada em vegetais.
Especificamente, estudos anteriores mostraram que o lagarto herbivoro Angolosaurus skoogi
apresentou um aumento de até 80% na taxa metabolica ap6s a ingestdo de farinha de cenoura
em uma proporc¢éo igual a 7% da sua massa corporal (CLARKE; NICOLSON, 1994), enquanto
o lagarto onivoro Pogona vitticeps apresentou um aumento de até 62% na taxa metabdlica cerca
de 24 horas ap06s ingerir porcoes de aipo em uma proporc¢do igual a 5% em relacdo a sua massa
corpérea (BUDDEMEYER; ALEXANDER; SECOR, 2019). Além disso, também ¢é
interessante notar que existe semelhanca entre as respostas metabdlicas observadas no presente
trabalho com as que ja foram registradas em mamiferos herbivoros (e.g., camelos, caprinos,
equinos e bovinos) alimentados com palha ou feno, os quais exibiram incrementos na taxa
metabolica entre 40 a 100% (BRODY, 1945; SECOR, 2009).

Além da composicdo dos alimentos ingeridos, a frequéncia alimentar ¢ um fator que
pode impactar nas respostas metabdlicas pos-prandiais dos vertebrados por ter uma relacéo
direta com a quantidade de alimento ingerido em cada refeicdo e por ser determinante na
modulacdo de caracteristicas morfofisioldgicas do trato gastrointestinal (SECOR; PHILLIPS,
1997; SECOR; DIAMOND, 2000; SECOR, 2001; IGLESIAS; THOMPSON; SEEBACHER,
2003). Lacertilios insetivoros forrageadores que se alimentam frequentemente podem aumentar
a sua taxa metabdlica apos a alimentacdo em 30 até 300% (ROBERTS, 1968; BEAUPRE;
DUNHAM; OVERALL, 1992; ROBERT; THOMPSON, 2000; IGLESIAS; THOMPSON;
SEEBACHER, 2003; ROE; HOPKINS; TALENT, 2005; PAN et al., 2005; SECOR, 2009). Essa
faixa de variacdo expressiva na resposta do metabolismo pds-prandial evidencia que mesmo
uma dieta altamente proteica pode gerar incrementos consideravelmente pequenos (30%) no
metabolismo até mesmo em relacdo aos registrados em lagartos herbivoros. Em contrapartida,
especies de lagartos carnivoros, como Varanus albigularis, Varanus exanthematicus e
Heloderma suspectum, que podem passar por longos periodos de jejum (i.e., superiores a um
més) e que ingerem presas relativamente grandes em relagdo ao seu tamanho corporal

apresentam respostas metabdlicas pds-prandiais de maior magnitude, sendo capazes de sofrer
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aumentos de 200 até 800% em sua taxa metabdlica (SECOR; PHILLIPS, 1997; HICKS; WANG;
BENNETT et al., 2000; HARTZLER et al. 2006; CHRISTEL; DENARDO; SECOR, 2007).

Alguns estudos trabalham com a hipotese de que as diferencas entre o metabolismo pos-
prandial dos répteis de alimentacédo infrequente e frequente possam ser explicadas com base no
custo da regulacdo e manutencédo da atividade do trato gastrointestinal. Ao experenciar longos
periodos de jejum, serpentes com habito de emboscada sofrem significativa diminui¢do da
atividade dos 6rgdos do trato gastrointestinal (SECOR; DIAMOND, 1995, 2000; STARCK e
BEESE, 2001, 2002; LIGNOT; HELMSTETTER; SECOR, 2005). Essa condi¢do pode levar a
atrofia destes 6rgdos e, consequentemente, aumentar o custo energético para sua reestruturagdo
durante a digestdo (SECOR, 2001; KLEIN et al., 2006; IGLESIAS; THOMPSON; SEEBACHER,
2003). Por outro lado, a alimentacdo frequente evita a atrofia dos 6rgédos do trato gastrointestinal
e 0s mantém funcionalmente ativos, evitando o custo energético necessario para reverter esses
processos apos a alimentacdo e requisitando respostas de menor magnitude na taxa metabdlica
para suprir as demandas da SDA (SECOR, 2001; KLEIN et al., 2006; IGLESIAS; THOMPSON,;
SEEBACHER, 2003). No entanto, estudos recentes realizados em serpentes de alimentacao
infrequente mostraram que a reestruturacao intestinal teve uma contribuicdo pouco significativa
nas respostas da SDA (STARCK; BEESE 2001, 2002; OVERGAARD; ANDERSEN; WANG,
2002; SECOR, 2003). Assim, parece pouco provavel que a diferenca na magnitude das respostas
metabdlicas da SDA entre os lagartos de alimentacdo frequente com os de infrequente esteja
relacionada a remodelacéo do trato gastrointestinal durante a transicdo estado de jejum para o
alimentado (KLEIN et al., 2006; IGLESIAS; THOMPSON; SEEBACHER, 2003).

De modo geral, os lagartos que se alimentam com frequéncia apresentam uma elevada
taxa metabdlica padrdo em comparacdo com aqueles que passam por periodos longos de jejum
(IGLESIAS; THOMPSON; SEEBACHER, 2003; KLEIN et al., 2006). Em razdo disso, a
magnitude das respostas no metabolismo pds-prandial tende a ser menor nestes animais quando
comparados aos lagartos de alimentacédo infrequente — cuja baixa taxa metabdlica padrédo acaba
aumentado a magnitude destas respostas, realcando-as (KLEIN et al., 2006). Essa explicacéo €
suportada através da comparacdo do incremento metabdlico pés-prandial de Tupinambis
merianae (carnivoro de alimentacdo frequente) com o de V. albigularis (carnivoro de
alimentacéo infrequente), a qual revela que embora ambas espécies atinjam o pico metabdlico
com valores muito semelhantes entre si, a taxa metabdlica padréo de T. merianae é trés vezes
maior que a de V. albigularis — o que resulta em uma resposta de menor magnitude para T.
merianae (SECOR; PHILLIPS, 1997; KLEIN et al., 2006). Assim, é notavel que a alimentacéo

com uma dieta exclusivamente vegetal conjuntamente ao habito de se alimentar frequentemente
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possam ser alguns dos fatores responsaveis pelo impacto relativamente pequeno no incremento

da VO2 de I. iguana durante a transi¢do do estado de jejum para o estado pos-prandial.

5.2. 0OS AJUSTES CARDIOVASCULARES POS-PRANDIAS E SEUS MECANISMOS
DE CONTROLE AUTONOMICO

Os valores das variaveis fu € Pa média (Figura 5A, B) encontradas para I. iguana néo-
tratados em jejum foram similares aos reportados em estudos anteriores para individuos da
mesma espécie submetidos as mesmas condicdes experimentais do presente estudo
(MOBERLY, 1968; HOHNKE, 1975; CHINNADURA et al., 2010). No entanto, a Pa destes
animais se mostrou notavelmente elevada em relacdo a grande maioria das outras espécies de
répteis da ordem Squamata até entdo estudadas (BAKER; WEATHERS; WHITE, 1972,
SEYMOUR; LILLYWHITE, 1976; DE VERA; GONZALEZ, 1997; LILLYWHITE, 1993;
LILLYWHITE; DONALD, 1994; YOUNG; WASSERSUG; PINDER, 1997; SEYMOUR;
ARNDT, 2004; BICEGO et al., 2011; ENOK et al., 2012, 2014; JENSEN; MOORMAN;
WANG, 2014; SLAY et al., 2014; ARMELIN et al., 2019; FILOGONIO et al., 2016, 2020).
Para fins comparativos, o alto valor da Pa média (~8,96 kPa) em I. iguana se assemelha ou até
mesmo supera os valores registrados para serpentes e lagartos conhecidos por terem alta Pa
sistémica resultante da separacdo funcional da circulagdo pulmonar da circulagdo sistémica,
como no caso de P. bivittatus (~5,00 kPa), P. regius (~7,30 kPa), P. molurus (~7,30 kPa) e V.
exathematicus (~9,30 kPa) (BURGGREN; JOHANSEN, 1981; ENOK et al., 2012; JENSEN et
al., 2010, 2014; SLAY et al., 2014). Além disso, essa elevada Pa reportada no presente trabalho
resultou em uma elevada atividade do miocardio a espécie (Figura 5C; ~320,80 kPa.min™),
sendo superior a registrada no lagarto terrestre Salvator merianae (~86,00 kPa.min™) e na
serpente euritopica P. bivittatus (~150,00 kPa.min?) (SLAY et al., 2014; ZENA et al., 2016).
Acerca destes fatos, € possivel que os valores tdo elevados de Pa média e PPF obtidos em 1.
iguana estejam associadas a tolerancia ortostatica desta espécie relacionada ao seu habito
arboricola, facilitando o fluxo sanguineo contra a gravidade durante o estresse ortostatico e
minimizando os efeitos das mudangas posturais na perfusédo dos tecidos destes animais durante
as escaladas (LILLYWHITE, 1993, 1996; SEYMOUR; HARGENS; PEDLEY, 1993;
TROIANO et al., 2018; ARMELIN et al., 2019).

Vinte horas ap6s a alimentacéo, a digestdo ocasionou um aumento de ~45% na fy dos
animais nao-trados (Figura 5A) — uma taquicardia pos-prandial similar a exibida pelo cagado
da espécie Chelydra serpentina ap6s a alimentacdo forgada com racdo comercial para

crocodilos (45% proteina) na proporcéo de 5% da massa corporal a 24°C (WEARING et al.,
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2017). Contudo, este incremento na f4 tem uma magnitude bastante pequena comparativamente
com a de répteis carnivoros até entdo estudados que se alimentaram de presas relativamente
grandes em relacdo ao seu tamanho corporal, como no caso de C. latirostris (~66%), Coluber
constrictor (~66%), P. bivittatus (~78%), B. constrictor (~100%), V. exathematicus (~137%),
P. regius (~100 — 150%) e P. molurus (~150 — 238%) (STINNER; ELY, 1993; HICKS;
WANG; BENNETT, 2000; WANG et al., 2001a; SKOVGAARD et al., 2009; SLAY et al.,
2014; BRAGA et al., 2016).

Essas discrepancias na magnitude dos ajustes da fy se ddo em virtude da maior demanda
por fluxo sanguineo gastrointestinal (hiperemia pds-prandial) causada em grande parte pelo
elevado metabolismo aerdbio destes animais carnivoros que ingerem grandes presas (SECOR,;
WHITE, 2010; ENOK et al., 2016). Essa hiperemia na regido gastrointestinal é alcancada
através da redistribuicdo do fluxo sanguineo por meio da reducdo da resisténcia vascular
sistémica, ocasionando o deslocamento do sangue de &reas com alta resisténcia para areas com
baixa resisténcia (SECOR; WHITE, 2010; ENOK et al., 2016). Em decorréncia disso, hd um
grande aumento do débito cardiaco, o qual é suprido principalmente por incrementos na fuq
(SECOR; WHITE, 2010; ENOK et al., 2016). No caso da espécie humana, por exemplo, a
digestédo de pequenas porcdes de alimento em relacdo a massa corporal (~0,4%) resulta em
respostas metabolicas e cardiovasculares discretas, como aumentos de cerca de ~25% na taxa
metabdlica, ~71% no fluxo sanguineo gastrointestinal, ~45% no débito cardiaco e ~50% na fu
(PERKO et al., 1998; SECOR, 2009). Em contrapartida, um cenério totalmente oposto é
observado em serpentes P. molurus alimentadas com roedores equivalentes a 24% da sua massa
corporal, as quais apresentam respostas metabélicas e cardiovasculares extremamente
marcantes que sdo caracterizadas por incrementos de ~700% na taxa metabdlica, ~1000% no
fluxo sanguineo da artéria mesentérica, ~1158% no fluxo sanguineo da veia porta hepatica,
~350% no débito cardiaco e ~238% na fu (SECOR; HICKS; BENNETT, 2000; SECOR,;
WHITE, 2010).

Apo0s a realizagdo do bloqueio muscarinico colinérgico com atropina, 0s animais de
ambos 0s grupos experimentais apresentaram um aumento na fu, sendo de ~41% no Grupo
Jejum e de ~14% no Grupo Digestdo (Figura 5A). No entanto, apds o estabelecimento do duplo
blogueio autondmico com propranolol foi observada uma reducédo da fi em ambos 0s grupos,
cerca de ~44% no Grupo Jejum e de ~43% no Grupo Digestdo (Figura 5A). Assim, esses
resultados obtidos com os bloqueios autonémicos conjuntamente a reducéo de ~69% do ténus
colinérgico e a inalteracdo do tonus adrenérgico durante a digestao (Figura 6) sdo evidéncias de

que a subdivisdo parassimpatica do sistema nervoso autbnomo desempenha um papel
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dominante na mediacdo da taquicardia pds-prandial em I. iguana. Além disso, o fato da fy
intrinseca (i.e., fu durante o duplo blogueio autonémico cardiaco) dos animais em digestdo ndo
diferir da registrada nos animais em jejum indica a auséncia da atuacao dos fatores NANC na
determinacéo da taquicardia pos-prandial nesta espécie — sendo este o primeiro caso registrado
em répteis até o presente momento.

Os resultados do presente estudo acerca do controle da taquicardia pos-prandial em 1.
iguana se assemelham com os relatados na espeécie de teledsteo Dicentrarchus labrax, na qual
0 ajuste na fy também é mediado exclusivamente por uma reducédo da atividade vagal — sem a
influéncia de fatores NANC (IVERSEN et al., 2010). Contudo, € notavel a diferenca entre o
padrdo de controle da taquicardia pds-prandial de I. iguana com o que é observado nas demais
espeécies de vertebrados estudadas até o momento. No peixe teledsteo Oreochromis niloticus,
no anfibio anuro Lithobates catesbeianus e nos répteis B. constrictor, P. molurus, P. regius e
P. bivittatus da ordem Squamata, a taquicardia pés-prandial ocorre através da reducéo do tonus
colinérgico conjuntamente a atuacéo de fatores NANC (WANG et al., 2001a; SKOVGAARD
etal., 2009; SLAY et al., 2014; CLAESSON et al., 2015; GUAGNONI et al., 2020), enquanto
em crocodilianos (Caiman latirostris) e em mamiferos (Canis lupus, Homo sapiens e Rattus
norvegicus) este ajuste na fq é regulado por um aumento do tobnus adrenérgico cardiaco
associado a fatores NANC (ROTHWELL et al., 1982; YOUNG et al., 1982; ACHESON;
JEQUIER; WAHREN, 1983; DEFRONZO et al., 1984; DIAMOND; LEBLANC, 1987;
ASTRUP et al., 1989; KELBAK et al., 1989; BARON, 1994; BRAGA et al., 2016).

O controle do sistema nervoso autdnomo sobre a taquicardia pds-prandial parece ter um
padrdo ao longo da evolugdo dos vertebrados, passando de uma determinacdo primariamente
colinérgica em tdxons mais primitivos (que usualmente apresentam inervacao parassimpatica
cardiaca mais desenvolvida que a simpatica) para uma determinacdo primariamente adrenérgica
em taxons mais derivados (que usualmente apresentam inervacdes parassimpatica e simpatica
cardiacas bem desenvolvidas) (TAYLOR et al., 2014). Entretanto, nenhum padrdo pode ser
determinado para participacdo dos fatores NANC na estimulacéo cardiaca pds-prandial. No
caso do lagarto I. iguana, os resultados de ténus autonémico cardiaco mostram um padrdo
intermediério de regulacédo cardiaca, uma vez que estes animais dependem majoritariamente do
ténus colinérgico para mediar as respostas cardiovasculares pos-prandiais apesar de exibirem
uma elevada atividade simpatica. Contudo, deve-se salientar que essa alta atividade adrenérgica
no coragdo de I. iguana, tanto em jejum como em digestdo, auxilia na manutencdo de uma
elevada atividade miocardica (Figura 5C) crucial para o suporte do débito cardiaco desta

especie.
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As andlises de HRV e BPV permitem investigar os padrdes das oscilaces cardiacas
batimento-a-batimento e, consequentemente, complementam as analises de ténus autonémico
no entendimento da dinamica simpatovagal no controle dos ajustes cardiacos entre as condi¢oes
pré e pos-prandiais. No caso da digestdo, a vasodilatacdo responsavel pela hiperemia do trato
gastrointestinal conjuntamente a reducdo da resisténcia vascular sistémica comumente
observada em tetrdpodes sdo fatores que podem acarretar na maior instabilidade da Pa por
favorecer a ocorréncia de eventos de hipotensdo (ENOK et al., 2016; PARATI; BILO et al.
2014). Dessa forma, a homeostase da Pa a curto prazo depende basicamente do controle
barorreflexo, o qual € modulado exclusivamente pelo sistema nervoso autbnomo (PARATI et
al.,, 1995; RIENZO et al., 2009). Esse reflexo tem inicio no monitoramento da Pa pelos
barorreceptores, 0s quais emitem informacgdes para o sistema nervoso central constantemente
acerca desta variavel em questdo (PARATI et al., 1995; RIENZO et al., 2009). Os aumentos e
reducdes na Pa fora de seu ponto de funcionamento normal promovem respostas rapidas na
vasomotricidade sistémica (modificagdo da resisténcia vascular), na fy e na forca contratil do
coracdo, modulando o débito cardiaco (PARATI et al., 1995). Dessa forma, a eficiéncia deste
ajuste depende basicamente das oscilacGes da Pa e da f.

As oscilagdes da fy batimento-a-batimento descritas pelas andlises do HRV séo
essencialmente determinadas pela liberagcdo dos neurotransmissores noradrenalina/acetilcolina
e de fatores NANC secretados por terminagdes nervosas que modulam a atividade cardiaca
(AKSELROD et al., 1981; DEVERA; GONZALEZ, 1997; ALTIMIRAS, 1999; ZACCONE;
MARINO; ZACCONE, 2011; CAMPBELL et al., 2006; LI et al., 2006), uma vez que fatores
humorais séo incapazes de produzir oscilagdes de curto-prazo na fy (ALTIMIRAS, 1999). De
modo geral, as oscilacdes lentas na fy estdo associadas tanto a atividade parassimpatica quanto
a atividade simpatica no coracdo, enquanto as oscilacdes rapidas nesta variavel estdo associadas
apenas a atividade parassimpatica (ALTIMIRAS, 1999; PARATI et al., 1995). Essas diferencas
no tempo de acdo acontecem devido ao mecanismo de eliminagdo dos neurotransmissores na
fenda sinaptica e aos seus efeitos pos-sindpticos. A acetilcolina, por exemplo, é rapidamente
hidrolisada nos terminais sinapticos, enquanto a noradrenalina pode ser recaptada nos terminais
sinapticos ou lavada pela circulagdo coronariana (ALTIMIRAS, 1999). Ademais, 0s receptores
[-adrenérgicos sdo acoplados a uma via de AMPc que conhecidamente promovem efeitos pos-
sinapticos mais duradouros, enquanto os receptores muscarinicos colinérgicos sao acoplados
diretamente a canais de potassio da sarcolema capazes de desencadear a hiperpolarizagdo da
membrana em curtos periodo de tempo (~100 ms) ap6s a estimulagdo vagal (ALTIMIRAS,

1999). Dessa maneira, ao utilizar atropina para erradicar as oscilagdes na fu de origem
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colinérgica é possivel verificar se o tonus adrenérgico cardiaco dos animais é resultante da
secrecdo de noradrenalina através da inervacdo do coracdo ou da acdo de catecolaminas
circulantes, ao passo que ao abolir as oscilagdes na fu de origem adrenérgica e colinérgica
através do estabelecimento do duplo blogueio autondmico pode-se verificar se fatores NANC
com efeitos cronotropicos sdo secretados pela inervacdo cardiaca diretamente no coragdo
(ALTIMIRAS, 1999; BRAGA et al., 2016; LOPES et al., 2017; TROIANO et al., 2018;
ARMELIN et al., 2019; GUAGNONI et al., 2020).

De acordo com as analises de HRV realizadas nos lagartos I. iguana em jejum foi
possivel observar que as oscilagdes LF e HF na fu s@o de origem parassimpatica, uma vez que
HRVprLr € HRVpHr foram reduzidos apds a administracdo da atropina (Figuras 7A, B e 8A).
Ademais, o fato de HRVpLr ndo sofrer alteragGes apds o estabelecimento do duplo bloqueio
autondmico (Figura 7C e 8A) indica que o tébnus adrenérgico cardiaco de origem nervosa tenha
uma infima participacéo na regulacdo batimento-a-batimento do coragao destes animais. Dessa
forma, é provavel que o tdnus autondémico adrenérgico cardiaco de I. iguana no presente estudo
tenha origem majoritariamente de catecolaminas circulantes, pois caso sua origem fosse neural
seriam registradas oscilagdes de baixa frequéncia na fy, as quais ndo seriam abolidas com a
aplicacdo de atropina (ALTIMIRAS, 1999). Por fim, o fato do blogueio muscarinico
colinérgico com atropina reduzir consideravelmente as oscilagfes LF e HF na fy em ambos os
grupos experimentais (Figura 7B e 8), e 0 estabelecimento do duplo bloqueio autonémico
(Figura 7C e 8) ndo causar alteracGes nestas oscilacdes demonstra que fatores NANC de origem
nervosa ndo estdo envolvidos no controle cardiaco desta espécie, reforcando a conclusao de que
a taquicardia pos-prandial é um ajuste exclusivamente controlado pela reducdo da atividade
vagal (ALTIMIRAS, 1999; TROIANO et al., 2018; GUAGNON!I et al., 2020).

No entanto, é importante salientar que estes resultados supracitados contrapdem o que
foi observado em I. iguana por Troiano et al. (2018), estudo o qual a administracdo de atropina
ndo aboliu as oscilagdes LF da fu, revelando uma participacdo da atividade neural simpética
neste componente do HRV. Essa dissimetria entre os estudos provavelmente ocorreu devido a
diferenca da temperatura em que os animais foram aclimatados (presente estudo: 25 + 0,1°C;
Troiano et al., 2018: sem aclimatacdo prévia) e submetidos aos protocolos experimentais
(presente estudo: 25 + 0,1°C; Troiano et al., 2018: 29,3 £ 0,3°C), bem como pela diferenca entre
0 tempo de recuperacgéo pos-cirurgica (presente estudo: overnight; Troiano et al., 2018: 2 horas)
— sendo notavel que, em comparagdo com o presente trabalho, a elevada temperatura e o
pequeno tempo de recuperagdo pos-cirdrgica (fator estressante) permitido aos animais por

Troiano et al. (2018) podem ter contribuido para uma hiperestimulagédo da atividade simpatica,
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gerando efeitos nas oscila¢des de baixa frequéncia do HRV (BLANC et al., 1994; KENNEY et
al., 1998; STAUSS, 2003; KENNEY; FELS, 2002; CRANDALL etal., 2008; KIM et al., 2018).

No pico da SDA dos lagartos I. iguana quando néo-tratados registrou-se um menor valor
de HRVpLr (Figura 8A) em comparagdo ao registrado para os animais ndo-tratados em jejum
(Figura 8B), uma consequéncia da reducdo do ténus colinérgico cardiaco (Figuras 6) que
resultou na diminuicdo da amplitude regulatdria dos ajustes de curto prazo na fu — similar ao
observado no peixe teledsteo O. niloticus durante o periodo pds-prandial (GUAGNONI et al.,
2020). Essa reducdo na amplitude regulatéria dos ajustes de curto prazo na fu pode ter
contribuido para uma maior instabilidade da Pa durante a digestdo, resultando em mais
oscilacBes LF da Pa média (Figura 9A) e, consequentemente, um maior valor de BPVpLr
(Figuras 10A, B) em comparacdo ao observado no Grupo Jejum. A explicacdo para este
contexto encontra-se no fato da estabilidade da Pa a curto prazo depender da atuacdo do
barorreflexo, mecanismo o qual atua principalmente através de ajustes rapidos na fu (PARATI
et al., 1995).

Pelo fato do barorreflexo ser o principal mecanismo com a funcdo de estabilizar a Pa a
curto prazo, considera-se que o BPV seja inversamente proporcional a eficiéncia do
barorreflexo (i.e., quanto maior a variabilidade da Pa, menor a sera a eficiéncia barorreflexa)
(PARATI et al., 1995), enquanto o HRV é considerado diretamente proporcional a atividade do
reflexo barostético por representar a atuacdo de mecanismos reflexos envolvidos no controle
cardiaco (i.e., quanto maior a variabilidade da f4, maior seré a eficiéncia barorreflexa) (PARATI
et al.,, 1995; ALTIMIRAS, 1999). Desse modo, através das analises do HRV (reducdo do
HRVrLF) e BPV (aumento do BPVpir) dos animais ndo-tratados em digestao € possivel afirmar
que a SDA tenha provocado uma reducédo da eficiéncia do barorreflexo. Essa afirmacéo pode
ser confirmada através dos valores significativamente menores de G e Gy (Tabela 1) observados
nos animais nao-tratados do Grupo Digestdo em relacdo aos do Grupo Jejum, sob 0 mesmo
tratamento, evidenciando, assim, uma menor responsividade do nodo sinoatrial as alteragdes na
Pa mediadas pelo barorreflexo durante a digestéo.

O valor encontrado para a variavel G nos animais ndo-tratados em jejum se mostrou
elevado em relacdo ao que Filogonio et al. (2019) reportou em I. iguana a 35°C através do
Método da Sequéncia utilizando as mesmas configuracdes de software que no presente estudo,
contudo os valores do IEB se mostraram similares. E possivel que essa diferenca em G entre 0s
estudos tenha ocorrido por conta da diferenga na temperatura a qual os animais foram expostos,
uma vez que a exposicao a temperaturas mais elevadas podem reduzir a responsividade cardiaca

as mudancas na Pa e, consequentemente, os valores de G (FILOGONIO et al., 2020). Em
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seguida, os valores de G e Gn dos animais em jejum foram reduzidos significativamente apos
a administracdo de atropina e ndo se alterarem apds o duplo bloqueio autonémico cardiaco,
revelando que o controle autondmico do barorreflexo tem origem parassimpatica. Em razéo
disso, os valores de G e Gn dos animais ndo-tratados em digestdo ndo se alteram ap0s o bloqueio
muscarinico colinérgico, uma vez que o tonus colinérgico cardiaco destes animais se encontrava
drasticamente reduzido e com a amplitude regulatdria dos ajustes de curto prazo na fy bastante
limitados.

Por fim, é importante salientar que os valores do IEB e o nimero de sequéncias
barorreflexas detectadas permaneceram inalteradas apds duplo bloqueio autonémico, pois 0s
farmacos atropina e propranolol sdo antagonistas competitivos e, portanto, podem ndo impedir
diminutas alteracbes batimento-a-batimento na fy que sdo mediadas pelo barorreflexo —
alteracdes as quais podem gerar sequéncias barorreflexas (LEE et al., 2002; RANG et al., 2016;
ARMELIN etal., 2021). A reducdo de G e Gn dos animais do Grupo Jejum sob duplo blogueio
autondmico cardiaco podem corroborar essa hipotese, pois € uma evidéncia de que 0s
antagonistas atropina e propranolol prejudicam a responsividade do nodo sinoatrial as
alteracdes mediadas pelo barorreflexo na atividade autondmica cardiaca (STAUSS et al., 2006;
LAUDE; BAUDRIE; ELGHOZI, 2008a, 2008b).
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6. CONCLUSOES

A presente investigagdo demonstrou que o lagarto herbivoro I. iguana alimentado com
3,5% de sua massa corpérea atinge o pico da SDA cerca de 20 horas ap6s a ingestdo do
alimento, apresentando incrementos na VO, muito similares em comparagéo a outras espécies
de animais herbivoras. Ademais, os resultados do presente estudo demonstraram que a espécie
em questdo exibe uma taquicardia pos-prandial de magnitude relativamente pequena em
comparacdo a documentada na maioria dos vertebrados ectotérmicos terrestres, sendo o
principal fator responsavel pelo aumento da atividade do miocéardio. Este aumento na fy durante
a digestdo foi mediado exclusivamente por uma reducao da atividade do tbnus parassimpético
no coracdo (sem a atuacdo de fatores NANC) — diferentemente do padrdo regulatério dos
demais animais da ordem Squamata estudados até 0 momento, os quais contam com os efeitos
cronotrdpicos dos fatores NANC no controle da taquicardia pos-prandial. Essa redu¢do no ténus
colinérgico cardiaco conduz a uma diminuicdo e limitacdo da amplitude regulatéria dos ajustes
de curto prazo na fy, reduzindo o HRV durante a SDA. Por fim, o presente trabalho também
evidenciou que durante a digestdo de I. iguana ndo héa alteracdo da Pa média, indicando que
grande parte da demanda sanguinea necessaria para suprir o trato gastrointestinal é
suficientemente fornecida através do ajuste realizado na fn. Entretanto, a SDA desencadeou
uma maior instabilidade da Pa (BPV), evidenciando uma reducéo na eficiéncia do barorreflexo
através de uma menor responsividade do nodo sinoatrial as alteracdes na Pa via barorreflexo —

comprovada pela reducao de G e Gn.
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