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RESUMO

A coordenacdo de processos e funcionamento de érgdos para manutencdo da homeostase do
sistema cardiovascular diante de alteracbes do meio interno é regulada em parte pelo sistema
nervoso autdnomo (SNA). Muitas vezes a compreensao dos mecanismos regulados pelo SNA,
padrdes de resposta, interacdo entre reflexos, dentre diversos outros fatores, requer estudos in
vivo. O uso de anestésicos durante o curso dos protocolos experimentais e coleta de dados tem
sido uma maneira de resolver os problemas éticos relacionados ao grau de instrumentacao
necessario para tais estudos. Os anestésicos, no entanto, deprimem o sistema nervoso e
comprometem a conclusao de investigacdes que dependem do SNA funcional. Dessa maneira,
nesse trabalho, buscamos validar uma preparacdo descerebrada com individuos da espécie
Crotalus durissus. A descerebracdo consiste na inviabilizacdo de areas encefalicas superiores a
fim de manter animais incapazes de processamento superior de informacdes e inviabilizando
percepcao e sensacdes de quaisquer tipos, incluindo estresse ou dor. Nestes animais, areas do
tronco encefalico e parte do hipotalamo, que participam da homeostase cardiovascular, séo
mantidas. No presente estudo, realizamos séries de testes fisioldgicos para validacdo da
presenca de respostas autondmicas no modelo descerebrado. Além disso, realizamos o estudo
do barorreflexo para compreensdo de quéo efetivo é o modelo em representar o animal intacto.
Os animais descerebrados foram capazes de manter as variaveis hemodinamicas constantes
durante o protocolo de levantamento da cauda. Na manobra de levantamento da cabeca a
pressdo arterial média sistémica (PAM sis) se elevou para garantir o suprimento adequado de
sangue na cabeca. Além disso, durante aplicacéo de calor superficial, a frequéncia cardiaca (f1)
se elevou, uma resposta cardiovascular tipica de membros do grupo Squamata durante o
aquecimento. A estimulagdo farmacologica de quimiorreceptores de O- através de injecGes de
cianeto de sddio produziu elevagdes na (fn) e alteracfes do net shunt. Estes testes atestam que
diversas populagdes de barorreceptores, quimiorreceptores de O e sensores de temperatura
superficial possuem aferéncias funcionais gerando reflexos autonémicos esperados mesmo
apos o procedimento de descerebracdo. Isso indica que o SNA dos animais descerebrados se
mantém funcional e capaz de executar compensa¢6es hemodindmicas a diversas perturbacoes.
O estudo do barorreflexo foi realizado em animais descerebrados e intactos. Através do método
farmacoldgico, observamos que os animais descerebrados mantém o ganho e os limites do
barorreflexo similar a animais intactos. Com isso concluimos que a descerebracdo nédo elimina
os reflexos gerados pelos centros de integracdo cardiovascular no sistema nervoso central
(SNC) das cascavéis, mantendo-o com funcionamento equivalente ao animal intacto, mesmo
sem as interagdes superiores. Além disso, a anestesia com isoflurano suprime as respostas
barorreflexas dos animais descerebrados e altera as respostas aos protocolos de funcgéo
autondmica, além de causar diminui¢do da Pa média dos animais. Assim, 0 uso da anestesia no
curso de protocolos experimentais envolvendo reflexos autondmicos nao € indicada.

Palavras chave: Aquecimento. Barorreflexo. Cascavel. Descerebragdo. Desvios
intracardiacos. Hipoxia. Método da sequéncia.



ABSTRACT

The autonomic nervous system (ANS) regulate and coordinate processes and function of
organs to maintain homeostasis of the cardiovascular system in response of changes in the
internal environment. Frequently, the understanding of the response patterns, interaction
reflexes and other factors regulated by ANS, required in vivo studies. The use of anesthetics
during the course of experimental protocols and data collection has been a way of solving the
problems related of such studies. However, anesthetics depress the nervous system and
compromise the conclusions from investigations that rely on functional ANS. Thus, in this
work, we sought to validate a decerebrated preparation with individuals of the species
Crotalus durissus. Decerebration consists in the ablation of superior brain areas in order to
maintain preparations that are incapable of superior processing, perception and sensations of
any type, including stress or pain. In these preparations, areas of the brainstem and part of the
hypothalamus are maintained. Thus, the cardiovascular homeostasis is maintained. In the
present study, we performed series of physiological tests for validated the presence of
autonomic responses in the model. In addition, we performed a baroreflex study to understand
how effective is the model in representing the intact animal. Decerebrated animals were able
to keep hemodynamic variables constant during the tail lift protocol. In the head lift maneuver,
the systemic mean arterial pressure (MAP sys) increased to ensure adequate blood supply to
the head. In addition, during surface heat application, the heart rate (fn) increased, a
cardiovascular response typical of Squamata group members during heating. Pharmacological
stimulation of O. chemoreceptors induced elevations in fy and changes in net shunt. These
tests attest that diverse populations of baroreceptors, O. chemoreceptors and temperature
sensors have functional afferences generating autonomic reflexes even after the decerebration
procedure. This indicates that the ANS of the decerebrated animals remains functional and
capable of performing hemodynamic compensations to various perturbations. The study of
the baroreflex through the pharmacological method indicated that the decerebrated animals
maintain the gain and baroreflex limits similar to intact animals. We conclude that the
decerebration doesn’t eliminate the reflexes generated by the centers of cardiovascular
integration in the central nervous system (CNS) of rattlesnakes, keeping it functional like
intact animals. In addition, isoflurane anesthesia suppresses the baroreflex of the decerebrated
animals, modify the responses to autonomic function protocols, and causes a decrease of the
mean arterial pressure. Thus, the use of anesthesia in the course of experimental protocols
involving autonomic reflexes is not indicated.

Key words: Baroreflex. Decerebration. Rattlesnake. Heating. Hypoxia. Net shunt. Sequence

method.



SIGLAS E ABREVIATURAS
ACh — Acetilcolina

BEI — indice de efetividade barorreflexa
BPM — Contracdes cardiacas por minuto
CVLM - Bulbo ventrolateral caudal

DC — Débito cardiaco

DMV — Nucleo dorsal motor do vago

DVR - Crista dorsoventricular

ECG — Eletrocardiograma

fu — Frequéncia cardiaca

Gs0 — Ganho méximo

HL — Head Lift

RRi —intervalo RR

kPa — kilopascal

ms — Milissegundo

NA — Ndcleo ambiguo

NaCN — Cianeto de sédio

Net shunt — desvio resultante

Net shunt D-E — Desvio resultante direita para esquerda
Net shunt E-D — Desvio resultante esquerda para direita
NTS — Nucleo do trato solitario

02 — Oxigénio

Pa — Pressdo arterial

PE — Fenilefrina

PAM — Pressdo arterial média

PAM sis — Pressdo arterial média sistémica

PAM pul — Pressdo arterial média pulmonar
PAMso — Valor da PAM a 50% da amplitude da fn

PAS — Pressao arterial sistélica

PA pul — Pressdo arterial pulmonar

PA sis —Pressdo arterial sistémica
QLAO - fluxo do arco sistémico direito

Qpul — Fluxo pulmonar



Qsis — Fluxo sistémico

RP — Resisténcia periférica

Rpul — Resisténcia pulmonar

Rsis — Resisténcia sistémica

RVLM — Bulbo ventrolateral rostral

SNA — Sistema nervoso autbnomo

SNC — Sistema nervoso central

SNP — Nitroprussiato de sodio

TL — Tail lift

Th — Temperatura corporal

Te — Temperatura do ambiente

Ts — Temperatura da pele

VSpul — Volume de ejecéo sistdlico pulmonar
VSsis — Volume de ejecdo sistolico sistémico

VStot — Volume de ejecdo sistdlico total
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Sistema cardiovascular e pressao arterial

Os sistemas cardiovascular e respiratorio atuam de maneira integrada a fim de manter
o suprimento de oxigénio (O2) adequado aos 0s 6rgdos e tecidos. A pressdo arterial (Pa) é a
importante forgca motriz do fluxo sanguineo no sistema circulatério, e tem papel fundamental
na manutencdo da perfusdo tecidual. O controle de longo prazo da Pa é realizado atraves de
mecanismos de controle dos fluidos corporeos, que atuam dentro da faixa de horas ou dias
(KUMADA et al., 1990). Além dos ajustes de longo prazo, a manutencdo imediata da
estabilidade da Pa é importante para evitar que desvios momentaneos interfiram na
hemodinamica do sistema. Alteracdes de Pa provocadas por diferentes condic@es fisioldgicas
como, por exemplo, as alteracbes metabdlicas desencadeadas pelo exercicio, variagdes
ocasionadas por alteracdes de postura, ou mesmo pequenas variagdes na pressao em sucessivos
ciclos cardiacos ativam o mecanismo barorreflexo, que atua promovendo alteracdes rapidas na
resisténcia periférica (RP) e frequéncia cardiaca (fn). Tais fatores modificam a distribuigdo do
sangue nas diversas sessdes do sistema vascular, influenciam diretamente a Pa. Sendo assim,
o reflexo barorreceptor atua corrigindo alteragdes da Pa (KUMADA et al., 1990).

A maior parte das informagdes sobre o barorreflexo vem de estudos realizados em
mamiferos. Contudo, atualmente, ha evidéncias experimentais suficientes para se estimar que
0s principios e principais mecanismos de seu funcionamento estejam presentes e sejam
similares em todo o grupo dos vertebrados (BAGSHAw, 1985). Os barorreceptores sdo
terminacBes nervosas intramurais sensiveis ao estiramento vascular, presentes nas grandes
artérias do sistema circulatério, homologas aos ramos arteriais dos primeiros ramos branquiais
de peixes (MiLsom, 2010a, 2010b, 2018). Em mamiferos, tais receptores se concentram na
regido do arco adrtico e do seio carotideo (BAGSHAW, 1985). As fibras aferentes primarias dos
barorreceptores arteriais localizadas no seio carotideo e arco adrtico terminam nas porgdes
intermediarias a caudal do nucleo do trato solitario (NTS) no bulbo (KuMADA et al. 1990). Do
NTS, neurbnios de segunda ordem se projetam diretamente para o nicleo ambiguo (NA) e,
para interneurdnios GABAérgicos no bulbo ventrolateral caudal (Figura 1) (CVLM -
DAMPNEY, 2016). Da CVLM, os neurénios GABAérgicos se projetam para inibir neurénios
pré-motores no bulbo ventrolateral rostral (RVLM), sendo o ultimo tonicamente ativo. De
maneira geral, o resultado das descargas aferentes barorreceptoras decorrente de aumento de
Pa é a diminuicdo do débito cardico (DC), por bradicardia, e reducdo da resisténcia periférica
(KuMADA et al., 1990).
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seio carotideo

RVLM

coragio e coragdo —< sinapse excitatoria
Vasos — sinapse inibitéria (gabaérgica)

sanguineos

Figura 1. Diagrama esquematico apresentando relacdes entre aferéncias barorreceptoras,
nacleo do trato solitario (NTS) no bulbo e eferéncias simpéticas para o coracdo e vasos, além
de eferéncia parassimpatica ao coracdo em mamiferos. Do NTS, neurdnios se projetam para o
ndcleo ambiguo (NA) e para o bulbo ventrolateral caudal (CVLM), do qual neur6nios
inibitérios (GABA) se projetam para o bulbo ventrolateral rostral (RVLM). O RVLM esta
relacionado com o ténus simpatico e 0 aumento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca.
Descargas parassimpaticas (NA) por sua vez, resultam em reducdo da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca (adaptado de DAMPNEY, 2016).

Os barorreceptores sdo terminacGes nervosas intramurais sensiveis ao estiramento,
presentes nas grandes artérias do sistema circulatorio, em mamiferos se concentram
principalmente na regido do arco aortico e do seio carotideo (BAGSHAw, 1985). As fibras
aferentes primérias dos barorreceptores arteriais localizadas no seio carotideo e arco adrtico
terminam nas porcdes intermediarias a caudal do ndcleo do trato solitario (NTS) no bulbo
(KumADA et al. 1990). Do NTS, neurdnios de segunda ordem se projetam diretamente para o
nacleo ambiguo (NA) e, para interneuronios GABAérgicos no bulbo ventrolateral caudal
(CVLM) (Figura 1) (DAMPNEY, 2016). Da CVLM, os neurénios GABAErgicos se projetam
para inibir neurénios pré-motores no bulbo ventrolateral rostral (RVLM), sendo o Gltimo
tonicamente ativo e responsavel pelo tdnus vasomotor e pela Pa de repouso (DAMPNEY,
2016). Dessa maneira, elevacdes da Pa causam aumento no disparo dos barorreceptores, 0 que
por sua vez, resulta no estimulo dos neurénios do NA e inibicdo da RVLM, que

consequentemente causam aumento do tdnus parassimpatico e diminuicdo do simpaético,
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respectivamente (GUYENET, 2006). Quedas de Pa por sua vez, resultam em menor taxa de
disparo dos barorreceptores e aumento da influéncia simpética no sistema cardiovascular.

Assim como nos mamiferos, o coracdo dos répteis Squamata € inervado por ambas
divisbes do SNA, simpatica e parassimpatica. Estas exercem funcdo excitatoria adrenérgica e
inibitoria colinérgica, respectivamente (LILLYWHITE e DONALD, 1994). O vago, ramo
parassimpatico, chega ao coracdo em um nervo misto, denominado nervo vagosimpatico e
inerva o no sinoatrial e/ou seio venoso, quando presente. Os ramos simpaticos por sua vez,
através do ramo vagosimpatico e ramos proveniente de ganglios paravertebrais, inervam o0s
atrios, né sinoatrial e regides do miocardio (HEDBERG e NILSSON, 1975). Dessa maneira, a
estimulagdo do nervo vago causa efeito cronotropico negativo (NILSON, 1983; TAYLOR et al.,
2014). A resposta mediada por receptores beta-adrenérgicos, por sua vez tem efeito inotropico
e cronotropico positivo no coragao.

Além da inervacdo adrenérgica no coracdo, 0s répteis Squamata também possuem
extensa inervacdo simpética nas artérias (LILLYWHITE € SEYMOUR, 1978; LILLYWHITE €
GALLAGHER, 1985). Os receptores alfa-adrenérgicos vasculares mediam efeitos
vasoconstritores. Assim, o efeito do estimulo simpatico gera aumento da resisténcia periférica,
causando menor saida de sangue do compartimento arterial; e aumento do retorno venoso e
enchimento cardiaco, elevando VSsis e fn (AIRES, 2012). Ambas alteracfes elevam a Pa.
Sendo assim, alteragdes nas descargas das aferéncias barorreceptoras transmitidas ao SNC
resultam em ajustes reflexos que causam compensac@es opostas a alteracdo da Pa

Em répteis Squamata, outro fator que possivelmente poderia afetar a Pa sdo os desvios
sanguineos intracardiacos. O coracdo de quelbnios (tartarugas) e squamatas (serpentes e
lagartos) é constituido de duas cadmaras atriais totalmente separadas e um ventriculo Unico,
compartimentalizado com um septo e crista muscular internos, que ndo dividem a cavidade
ventricular em direita e esquerda, mas configuram trés regides anatbmicas interconectadas:
cavum pulmonale (cdmara ventrolateral direita menor) e cavum venosum e cavum arteriosum
(cdmara dorsolateral esquerda maior) (Figura 2) (JENSEN et al., 2010; Hicks, 2002). Do
ventriculo surgem duas aortas, o arco aortico direito (RA0) e arco adrtico esquerdo (LA0) que
emergem do cavum venosum e a artéria pulmonar que se origina do cavum pulmonale (HICKS,
2002). O DC é distribuido na circulagéo sistémica e pulmonar, de acordo com a resisténcia de
ambos 0s circuitos. Isso por sua vez, determina a ocorréncia dos desvios intracardiacos em
répteis Squamata. Os desvios intracardiacos sdo definidos como da direita-para-esquerda (D-
E) e/ou esquerda-para-direita (E-D). O desvio de D-E constitui na recirculacdo de volume de

sangue na circulagéo arterial sistémica (Hicks, 2002; Hicks e KROSNIUNAS, 1996). O desvio
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E-D, por sua vez, consiste na recirculacdo de volume de sangue na circulagdo pulmonar. Em
repouso, os répteis Squamata apresentam desvio E-D e ele pode ser alterado de acordo com a
demanda metabolica e outros fatores (LEITE et al., 2013; 2014). O desvio resultante (net shunt),
tratado acima, é diferente do desvio real imediato, que pode ocorrer nas duas direcGes dentro
de um mesmo ciclo cardiaco, se considerados o0s desvios de lavagem e de pressdo (HICKs e
WANG, 1996; Hicks et al., 1996; Hicks, 2002).

Artéria Arco sistémico Arco sistémico
pulmonar  direito esquerdo

Cavum
venosum
Cavum
arteriosum

Cavum
pulmonale

Crista muscular

Figura 2: llustracdo esquematica do coragdo de um queldnio. As setas continuas indicam
periodos de ventilacdo (respiracdo aérea), no qual o sangue venoso entra pelo atrio direito
durante a diastole e segue para as cdmaras ventriculares, cavum venosum e em seguida para o
cavum pulmonale, a partir do qual sera ejetado pela artéria pulmonar durante a sistole
ventricular para os pulmdes. As setas pontilhadas representam o sangue oxigenado
proveniente do circuito pulmonar, que € direcionado para o0 cavum arteriosum e ejetado a
partir do cavum venosum através dos arcos sistémicos direito e esquerdo durante a sistole
ventricular (Adaptado de Burggren, 1987).

Os desvios sanguineos sdo regulados pelo SNA. A artéria pulmonar recebe inervagéao
vagal e sua estimulacdo causa aumento da resisténcia no circuito pulmonar que, por sua vez,
causa diminuicdo do fluxo pulmonar (Qpul) (JENSEN et al., 2014; MiLsom et al., 1977,
BURGGREN, 1977). Assim, a atividade vagal resulta em reducao do desvio E-D e aumento do
D-E. Existem evidéncias de que o desvio D-E apresenta reducdo em momentos discretos ao
longo de periodos de apnéia e hipdxia em quel6nios (WANG et al., 2001; WANG et al., 1997).

A diregdo ¢ intensidade dos desvios afetam os niveis arteriais de O (HICKS e WANG, 1996).
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Quanto maior a magnitude do net shunt D-E menor a oxigenagédo do sangue arterial sistémico.
Enquanto que, quanto maior a intensidade do net shunt E-D, maior o contetdo de O- arterial
sistémico (WANG et al., 1997). O papel fisioldgico dos desvios intracardiacos, no entanto, bem
como nas trocas gasosas pulmonares ainda permanece indeterminado e controverso (HICKS,
2002). Novos modelos experimentais que permitiram o estudo experimental do desvio
sanguineo intracardiaco em répteis crocodilianos e ndo crocodilianos ndo evidenciaram
nenhum papel funcional dos desvios intracardiacos (EME et al., 2009; 2010; LEITE et al., 2013;

2014), sendo necessarios mais estudos acerca desse tema.

1.2. Barorreceptores em répteis

Na maioria dos vertebrados, os arcos faringeos sdo importantes sitios de localizacdo de
mecano e quimiorreceptores. De maneira geral, durante o desenvolvimento embrionario nos
vertebrados, surgem seis pares de arcos adrticos (I- V1) a partir da aorta ventral (KARDONG,
2016). Em embriGes de répteis e anfibios, os arcos adrticos Il e V se degeneram, enquanto que
os Il1, IV e VI tornam-se a artéria carétida, arco aortico e artéria pulmonar, chamada de artéria
pulmocutanea em anfibios. Em mamiferos e aves ha apenas um arco adrtico remanescente,
enquanto que nos répteis Squamata os arcos aorticos permanecem pareados (KARDONG, 2016).

Nos répteis Squamata, os sitios de barorreceptores das estruturas originadas dos arcos
faringeos sdo inervados pelos IX e/ou X nervos cranianos (BAGSHAw, 1985). A localizacdo de
barorreceptores ndo é bem estabelecida, embora diversas areas do sistema cardiovascular
tenham sido sugeridas como principal sitio de barorreceptores nos répteis Squamata (BERGER,
1987). Em serpentes, os barorreceptores se localizam principalmente na regido do truncus
arteriosus, composto pela artéria pulmonar e os arcos sistémicos (JENSEN et al., 2013;
LiILLYWHITE e DONALD, 1994). Em lagartos (Trachysaurus rugosus), ndo ha contribuicdo
direta do nervo glossofaringeo na bifurcacdo carotidea, dessa maneira a bifurcacdo carotidea
de lagartos ndo é considerada comparavel ao seio carotideo de mamiferos (ROGERS, 1967). Da
mesma forma, ndo ha evidéncias de terminagdes nervosas de barorreceptores no arco carotideo
(ROGERS, 1967). Em lagartos, o truncus arteriosus ainda tem sido cogitado como local mais
provavel para barorreceptores (BERGER et al., 1982).

A despeito de alguma diversidade na distribuicdo dos sitios de barorreceptores no
sistema cardiovascular dos diferentes grupos de vertebrados, o0 mecanismo barorreflexo é
conservado em todos os grupos. A maior parte das informacdes sobre distribui¢do, anatomia,

morfologia e fisiologia ainda é proveniente de estudos com mamiferos (VLIET e WEST, 1994).
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1.3. Mecanismo barorreflexo em répteis Squamata

Em répteis Squamata, evidéncias de respostas barorreflexas foram obtidas através de
técnicas distintas (revisado por BAGSHAW, 1985). Hohnke (1975) observou que lagartos da
espécie lguana iguana submetidos a perda de volume sanguineo (hemorragia) em uma taxa de
até 35% ndo apresentaram grandes quedas de pressdo, o que indica que esses animais possuem
mecanismos compensatorios a queda de pressdo, como o barorreflexo. Estudos similares foram
realizados em serpentes (LILLYWHITE e SMITH, 1981; LILLYWHITE e POUGH, 1983) e indicam
indiretamente a existéncia do barorreflexo nesses animais.

Em lagartos (lguana iguana) (HOHNKE, 1975) e serpentes (Notechis scutatus)
(LILLYWHITE e SEYMOUR, 1978) foram empregados testes posturais (tilt teste), nos quais 0s
animais sdo inclinados verticalmente durante os protocolos experimentais. O resultado
imediato dessa alteracdo postural é a diminui¢cdo do retorno venoso, do enchimento cardiaco,
do fluxo sanguineo nas regides superiores do corpo e da Pa (LILLYWHITE e GALLAGHER, 1985).
Diante disso, o sistema cardiovascular realiza diversos ajustes para manter o fluxo sanguineo
adequado nos orgdos das regides superiores do corpo, principalmente na regido cefalica. Em
serpentes, o resultado imediato do tilt é uma leve queda na Pa, seguida de taquicardia e
vasoconstricao periférica (LILLYWHITE € GALLAGHER, 1985).

A regulacdo da pressao arterial em resposta as alteragdes posturais nas serpentes é
possivel através da extensa inervacdo adrenérgica nas artérias e veias (LILLYWHITE e
SEYMOUR, 1978; LILLYWHITE e GALLAGHER, 1985). A vasoconstri¢do periférica decorrente da
ativacdo de receptores a-adrenérgicos, como adrenalina e fenilefrina, resultam em aumento da
Pa sistémica por aumento resisténcia vascular sistémica (Rsis), e consequente aumento do
retorno venoso (SKALS et al., 2005). J4 em Python molurus, a taquicardia ortostatica ¢ mediada
pelo SNA, sendo resultado principalmente de uma diminuicdo do ténus vagal (ARMELIN et al.,
2014). Nesta espécie, 0s ajustes vasomotores pos-inclinatorios ndo sdo primordiais para
recuperacdo da Pa sistémica durante a ortostase, sendo assim a taquicardia parece ser o
principal meio pelo qual eles compensariam a reducé@o de retorno venoso (ARMELIN et al.,
2014).

Na serpente terrestre Notechis scutatus por sua vez, o bloqueio farmacoldgico da
taquicardia-ortostatica indicou que alteracdes de f1 ndo sdo fundamentais para recuperagdo dos
parametros cardiovasculares (LILLYWHITE e SEYMOUR, 1978). As diferencas entre o sistema
cardiovascular de diferentes espécies, podem ser responsaveis pelos fatores que controlam as
respostas as alteragdes posturais. Nestas espécies, a inclinacdo da cabega para cima (head up

tilt) causou uma breve queda de Pa, seguida de recuperacdo aos valores basais. A recuperagéo
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da Pa é acompanhada de taquicardia em alguns animais, porém ndo ocorreu em todos 0s
individuos (LILLYWHITE e SEYMOUR, 1978).

Na serpente arboricola Elaphe obsoleta (LILLYWHITE e GALLAGHER, 1985) o0s
experimentos de tilt indicaram que os ajustes cardiovasculares da pressao central séo essenciais
para manter o fluxo de sangue adequado na regido cefalica. Além disso, o fluxo arterial nas
carétidas depende da pressdo arterial adequada em conjunto com 0s desvios sanguineos
intracardiacos e vasculares que direcionam a saida ventricular sistémica (LILLYWHITE e
GALLAGHER, 1985; LILLYWHITE e DONALD, 1985). Apesar da necessidade de elucidacdo dos
mecanismos neurais, os estudos com a espécie E. obsoleta levam a crer que reflexos neurais
ativam ajustes para reestabelecimento da Pa, tais como elevagéo da fn e da resisténcia vascular
periférica. As serpentes aquaticas apresentariam, por sua vez, tendéncia contraria, pois a coluna
de sangue entre a cabeca e 0 coracao seria sempre mais longa, possivelmente por ndo terem
sofrido as mesmas pressdes evolutivas que as serpentes arboricolas (LILLYWHITE et al., 2012).

Também foi sugerido que serpentes arboricolas possuem a Pa caracteristicamente alta e
respostas vasomotoras potentes em relacdo a animais aquaticos (SEYMOUR e ARNDT, 2004). O
controle da Pa em diversa espécies, suas modulacBes e variacbes caracteristicas sdo
importantes, pois, o controle da Pa e a apropriada manutencdo do fluxo sanguineo,
principalmente na regido cefalica, pode ter reflexos comportamentais e ecofisiolégicos
interessantes. Apesar de diversos répteis Squamata e crocodilianos terem tido sua curva
barorreflexa descrita, seu significado para capacidade de enfrentar desafios fisioldgicos ainda
tem sido pouco explorado.

Nesse fértil campo de estudos, dentre os demais vertebrados, as serpentes se mostram
importantes organismos para estudo de adaptacdes cardiovasculares, pois sdo muito diversas
em termos de morfologia, comprimento corporal e habitat, além de sofrerem grande influéncia
do estresse gravitacional na evolucao do sistema cardiovascular e hemodinamica (LILLYWHITE
e DONALD, 1994). O entendimento do mecanismo barorreflexo em répteis Squamata é
importante para fundamentagéo de qualquer teoria evolutiva envolvendo esse mecanismo nos

vertebrados.

1.4. Modelo de animal descerebrado como alternativa ao uso de anestésicos

Durante o desenvolvimento embrionario o sistema nervoso dos vertebrados é dividido
em romboencefalo, mesencefalo e prosencéfalo (Fig 3). Estas regibes ddo origem ao
metencéfalo e mielencéfalo, mesencefalo e telencéfalo e diencéfalo, respectivamente, nos

individuos adultos. O telencéfalo dos répteis Squamata é composto pelo bulbo olfatério e os
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hemisférios cerebrais. O cdrtex cerebral recebe proje¢des ascendentes do ndcleo talamico. Os
répteis Squamata e as aves possuem uma estrutura Unica, a crista dorsoventricular (DVR), que
€ uma protrusdo intraventricular telencefalica, cuja porcdo anterior (locu telencefalico) é
destinadaa integracdo sensorial (somatossensorial, gustatoria, visual, acustica) e tem analogias
com o néocortex dos mamiferos (ULINSKI, 1978; PRITz e NORTHCUTT, 1980). Na porcéo ventral
do diencéfalo se localiza o hipotdlamo, area envolvida em comportamentos homeostaticos
(alimentacdo, termorregulacéo, reproducdo) e com papel importante na secre¢do de hormdnios
(STRIEDTER, 1962) (Fig 3).

O entendimento do papel fisioldgico de diferentes areas encefalicas € importante para o
elucidar processos da homeostase do organismo. Esse conhecimento pode ser construido com
diversos tipos de estudos, incluindo em animais descerebrados. Ao longo da histéria, a remocéo
de partes do encéfalo foi amplamente empregada em uma diversidade de espécies animais. Os
primeiros estudos utilizaram preparacdes cronicas de gatos e cachorros com remogoes
experimentais do prosencéfalo (revisado por BAzzET e PENFIELD, 1922). Esses animais eram
mantidos vivos por meses, capazes de controlar a temperatura e exercer movimentos
coordenados, andar e comer (BAzzET e PENFIELD, 1922). Atualmente, essas técnicas foram
aprimoradas e os animais descerebrados séo utilizados para diversas finalidades de estudo, mas
com a preocupacdo comum de evitar que 0s animais sejam submetidos a processos dolorosos
durante os experimentos. Em mamiferos, a remocdo de areas superiores do encéfalo elimina
comportamentos relacionados a dor. Woolf (1984) utilizou ratos descerebrados como modelo
para estudar a dor crénica. Animais descerebrados respondem ao estimulo nociceptivo, seja ele
térmico ou mecanico, pois 0 componente discriminativo sensorial da percepcdo da lesdo
tecidual permanece intacto. Contudo, 0s componentes neurais para processamento, percepgao
e associacdo podem ser todos eliminados. Em seu estudo, Woolf observou que diferente de
animais intactos, apos receber o estimulo nociceptivo, animais descerebrados demonstravam
certa indiferenca, retornando prontamente a sua atividade de grooming. Portanto, 0s animais
descerebrados apesar de manterem uma resposta organizada ao estimulo nocivo, nao
experimentam reacOes de estresse, angustia ou medo. Muito embora se saiba que as regiGes
superiores prosencefalicas e mesencefélicas sdo vitais para modulacdo comportamental e
emocional da circulacdo e da respiracdo observa-se que as regides encefalicas superiores ndo
sdo essenciais para o controle da respiracdo e da homeostase do sistema cardiovascular
(ABDALA et al., 2009; LEE et al., 2002), fungdes que permanecem relacionadas ao tronco

encefalico.
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A descerebracdo é comumente um procedimento cirurgico pelo qual o telencéfalo e
porcdo do diencéfalo sdo inviabilizados com o objetivo de manter funcbes fisioldgicas
autondmicas do animal, mas evitando respostas relacionadas a qualquer nivel de
processamento voluntario, o estresse e a dor (SILVERMAN et al., 2005). O tdlamo, uma
estrutura localizada entre o mesencéfalo e o diencéfalo, recebe projecdes sensoriais
(temperatura, dor, pressdo, dentre outras) que sdo processadas e projetadas para areas sensoriais
especializadas no cortex cerebral. Sendo assim, a remocéo destas areas impede que estimulos
tenham processamento superior e/ou qualquer acéo cortical e do sistema limbico, bloqueando,
portanto, qualquer possivel processamento da dor. A remocéo do cértex e do tdlamo elimina
todas as funcBes superiores dos animais. A descerebracdo é um procedimento que abole
qualquer nivel de consciéncia e irreversivel e assim, sendo considerado 0 momento da eutanasia
do animal. Isso confere a vantagem de permitir mdltiplas instrumentacbes e grande
monitoramento na preparacao, sem a presenca de farmacos anestésicos (WoOLF, 1984; SAPRU
e KRIEGER, 1979).

MESENCEFALO

A 3
ROMBOENCEFALO PROSENCERALO

B COMPLEXO PINEAL

CEREBRO

TETO OPTICO BULBO OLFATORIO

CEREBELO
PLEXO COROIDE

NERVO OLFATORIO

MEDULA PITUITARIA

Figura 3. Diagrama da estrutura encefalica de tartarugas e lagartos. A) Vista dorsal das grandes
regides do encéfalo B) Vista lateral com os maiores componentes externos (Modificado de
Wyneken, 2007)

Estudos que envolvem métodos de descerebracdo tém sido realizados e descritos em
diversas espécies de mamiferos, como roedores (SAPRU e KRIEGER, 1979), gatos (KIRSTEN e
JOHN, 1978) e cdes (TANKOVIC-CAPIN et al., 1998). Além disso, modelos descerebrados
também foram utilizados em aves (GENTLE, 1997) e ectotérmicos, como anfibios (KoGo e
REMMERS, 1994) e teledsteos (REID et al., 2003). Dentre os principais métodos de
descerebracéo, existe aquela realizada por remogéo mecanica, em que porgdes do encéfalo séo

removidas fisicamente em procedimentos cirurgicos cuidadosos com o uso de espéatulas e/ou
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bisturis e/ou instrumentos modificados para tal fim ou ainda, por suc¢édo do tecido remanescente
(ALMEIDA et al., 2010). A descerebracao isquémica por sua vez, é realizada através da oclusdo
de vasos especificos que acarretam na inviabilizacdo da estrutura neuronal irrigada por eles
(KNIFFKI et al., 1981). Nos métodos de remoc¢do mecanica, o nivel da seccdo e porcdes das areas
encefélicas retiradas podem variar de acordo com o objetivo do estudo. Em mamiferos, alguns
modelos realizam a descerebracdo a partir do nivel pré, mediano, ou posterior aos coliculos, de
modo que as estruturas rostrais a estas sao removidas (HAYASHI, 2003; PICKERING et al., 2001).
Sendo assim, o telencéfalo e por¢éo do diencéfalo sdo removidos, devido a indispensabilidade
na remoc¢do das areas correspondentes ao cortex e talamo para eliminar o processamento
superior e qualquer processamento relacionado a dor (STECINA, 2017; NAKANISHI € WHELAN,
2011).

Os anestésicos inalaveis sdo amplamente utilizados para procedimentos cirirgicos em
répteis Squamata, em grande parte devido ao facil controle e regulagdo imediata dos niveis de
anestesia, 0 que traz grande vantagem em relacdo a anestésicos injetaveis (BONATH, 1979;
WANG et al., 1993). Estes sdo também utilizados para coleta de dados em situacdes que
demandam animais imobilizados, como por exemplo durante a realizacdo de estudos de
estimulagdo nervosa (SUNDIN et al., 2001). Os anestésicos inalaveis afetam profundamente o
SNA em diversos niveis de sua organizacao, incluindo, depressao da transmissdo ganglionar
(DOURSOUT e CHELLY, 1988) e transmissé@o nervosa. Relatos sobre 0 mecanismo de acao e 0s
efeitos cardiovasculares de anestésicos em lagartos e serpentes sdo escassos. Anestésicos
inalaveis parecem causar depressdo cardiovascular consideravel em lagartos da espécie Iguana
iguana, levando a diminui¢des da Pa e da fn (MOSLEY et al., 2004). Em gatos e cachorros, 0
isoflurano causa diminuicdo da resisténcia vascular periférica, e consequente queda da Pa e do
DC (STEFFEY € HOWLAND, 1977). Além disso, anestésicos injetaveis também sdo amplamente
utilizados para a coleta de dados durante experimentos em vertebrados ndo-mamiferos (GALLI
etal., 2007; TAYLOR et al., 2009). Eles se tornaram uma alternativa importante, pois o alto grau
de instrumentacdo, necessario em alguns estudos, ndo permitiria rapida recuperacdo apés a
cirurgia e repouso estdvel em animais acordados. Infelizmente os anestésicos também
deprimem diversas funcdes fisioldgicas. Os barbitaricos produzem taquicardia em serpentes da
especie Crotalus durissus (SKALS et al., 2005) possivelmente através da diminui¢do do ténus
parassimpatico nesses animais. Anestésicos como 0 pentobarbital, ketamina, cloralose e
uretano causam reducao expressiva da Pa e fy e alteracdo de respostas cardiovasculares em
ratos (SAPRU e KRIEGER, 1979). Pentobarbital, cloralose e ketamina também reduzem a

frequéncia respiratoria nesses animais (SAPRU e KRIEGER, 1979). Em ectotérmicos, o efeito dos
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anestésicos depende do estado metabdlico dos animais e também, como esperado, pode variar
de espécie para espécie (BENNET, 1991). Dessa maneira, mais estudos sao necessarios para a
compreensdo dos efeitos de anestésicos em répteis e demais vertebrados ectotérmicos, para que
possam ser utilizados com confiabilidade em protocolos para obtencédo de dados fisiologicos,
ou mesmo para procedimentos clinicos em pesquisas cientificas.

Uma alternativa ao uso de anestésicos durante o monitoramento fisiolégico, seria 0 uso
de animais descerebrados, com o SNA funcional. A viabilizacdo de um modelo animal
descerebrado, permitiria a obtencdo de diversos parametros cardiovasculares para estudos do
SNA em répteis. Além disso, seria possivel estudar o efeito da anestesia em animais
descerebrados, j& que a descerebracdo ndo remove todas as areas encefalicas envolvidas no
mecanismo de acdo dos anestésicos. Isso pode ser importante para conhecer os efeitos do
anestésico nos ajustes autondmicos e a confiabilidade dos dados obtidos em estudos que
utilizam anestésicos para coleta de dados em vertebrados ectotérmicos. Tal estudo é inédito no
grupo dos répteis e pode ser uma alternativa para analises que atualmente sdo realizadas em

animais anestesiados.
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CAPITULO |

Avaliacao da capacidade de modulacdo autonémica

em cascaveéis descerebradas
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RESUMO

O Sistema Nervoso Auténomo (SNA) é responsavel por modulagdes que mantém a homeostase
do sistema cardiovascular, frente a alteracdes de pressdo arterial (Pa), temperatura, contetdo
arterial de O, dentre outros. O entendimento dos processos fisioldgicos regulados pelo SNA
requer preparacdes in vivo funcionais. Devido ao alto grau de invasividade dessas preparacoes,
a coleta de dados muitas vezes é realizada no plano anestésico. Estudos sobre a funcdo
autondmica realizados em animais sob o efeito de anestésicos podem levar a conclusdes
erroneas, pois estes atenuam a funcdo autondmica e comprometem a funcdo cardiovascular.
Buscamos validar um modelo descerebrado com SNA funcional utilizando a cascavel sul
americana Crotalus durissus (Squamata). Esse modelo permitiria investigacdes com elevado
grau de instrumentacdo sem o uso de anestesia para a coleta de dados. Exemplares adultos de
C. durissus (n = 12) foram descerebrados por meio da remocao do telencéfalo e por¢do do
diencéfalo, e consequentemente do cortex e do tadlamo. Estas regiGes sdo responsaveis pelo
processamento e percepcdo de estimulos dolorosos e estresse. Dessa maneira, a descerebracéo
elimina a possibilidade de tais estimulos nocivos. Além disso, foram implantadas canulas e
sondas de fluxo nos circuitos sisttmico e pulmonar para monitoramento cardiovascular. Nossa
hipétese € que as estruturas neurais remanescentes (tronco encefélico), podem manter
modulacdo para padrdes hemodindmicos de repouso e a capacidade responder a distrbios
agudos no sistema cardiovascular. Assim, para testar a existéncia de reflexos autondémicos,
realizamos testes com disturbios quimicos e fisicos envolvendo de receptores e reflexos
autondmicos diferentes. Os animais descerebrados mantiveram os parametros hemodinamicos
constantes durante o levantamento da cauda (tail lift). Durante o levantamento da cabeca (head
lift) ocorreram alteracdes para compensacdo da diminui¢cdo do fluxo sanguineo na regido
cefalica, sendo a principal delas a elevagdo na Pa, em decorréncia de eleva¢fes no debito
cardiaco (DC). O aquecimento superficial elevou a frequéncia cardiaca (fn) e a Pa sistémica e
pulmonar, enquanto o net shunt (desvio resultante) direita-esquerda também aumentou. A
estimulagdo de quimiorreceptores de O> com NaCN resultou em taquicardia e alteracdo do net
shunt para esquerda-direita. Quando sob anestesia (isoflurano - 3%) a preparacdo teve o0s
reflexos testados ausentes ou fortemente deprimidos. Assim, concluimos que a anestesia
compromete ajustes autondmicos e os estudos que utilizam anestésicos para a coleta de
parametros fisiologicos devem ser interpretados com cautela. Preparacfes de serpentes
descerebradas sdo uma possivel alternativa em procedimentos que requerem alto grau de
instrumentacao e SNA funcional.

Palavras-chave: Anestesia. Cardiovascular. Cascavel. Descerebracdo. Répteis. Sistema

nervoso autdbnomo.
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ABSTRACT

The Autonomic Nervous System (ANS) is responsible for modulations that maintain the
homeostasis of the cardiovascular system, against changes in arterial pressure (Pa), temperature
and arterial content of O.. Understanding the physiological processes regulated by the ANS
requires functional in vivo preparations. Studies of autonomic function performed on animals
under the effect of anesthetics may lead to erroneous conclusions. Anesthetics attenuate
autonomic function and compromise cardiovascular function. We sought to validate a
decerebrated model with functional ANS using the species Crotalus durissus (Squamata). This
model would allow investigations with a high degree of instrumentation without the use of
anesthesia to collect data. Adult individuals of C. durissus (n = 12) were decerebrated by
removal of the telencephalon and portion of the diencephalon. Thus, the cortex and thalamus
are removed and the processing and perception of painful stimuli and stress are eliminated. In
addition, cannulas and flow probes were implanted in the systemic and pulmonary circuits for
cardiovascular monitoring. Our hypothesis is that the remaining neural structures can maintain
modulation to resting hemodynamic patterns and the ability to respond to acute disturbances in
the cardiovascular system. Thus, to test the existence of autonomic reflexes, we performed tests
with chemical and physical disorders involving a range of receptors and different autonomic
reflexes. The decerebrated preparations presented complex cardiovascular adjustments
mediated by the ANS. The decerebrated animals kept the hemodynamic parameters constant
during the tail lift. During the head lift, changes occurred to compensate for the decrease in
blood flow in the cephalic region, the main one being the increase in Pa due to increases in
cardiac output (CO). Surface heating increased heart rate (f1) and systemic and pulmonary Pa,
while right-left net shunt also increased. Stimulation of O. chemoreceptors with NaCN resulted
in tachycardia and left-right net shunt. When under anesthesia (isoflurane - 3%) the preparation
had the reflexes absent or strongly depressed. Thus, we conclude that anesthesia compromises
autonomic adjustments and studies that use anesthetics to collect physiological parameters
should be interpreted with caution. Decerebrated snake preparations are a possible alternative
in procedures requiring high degree of functional ANS and instrumentation.

Key words: Anesthesia. Cardiovascular. Rattlesnake. Decerebration. Reptiles. Autonomic
Nervous System.
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1. INTRODUCAO

O sistema cardiovascular dos vertebrados atua sob modulacéo constante do SNA. No
coracdo, a inervacdo simpdatica exerce funcdo excitatoria adrenérgica, enquanto a
parassimpatica exerce funcao inibitdria colinérgica (LILLYWHITE e DONALD, 1994). Em répteis,
0 sistema simpatico tem acdo na constri¢do vascular, principalmente no circuito sistémico. O
sistema parassimpético tem acdo estimulatdria mais restrita em vasos centrais do circuito
pulmonar. Assim, a estimulacdo adrenérgica gera uma cascata de efeitos que culminam em
elevagOes na resisténcia periférica e na fn, que por sua vez geram aumento no retorno venoso,
DC e Pa. Em contrapartida, a atividade vagal provoca alteracfes na dire¢do contraria. Além
disso, 0 SNA parassimpatico também est& envolvido nos ajustes dos desvios sanguineos, tais
como uma reducdo do desvio sanguineo E-D e/ou aumento do desvio D-E (recirculacdo do
sangue venoso na circulacdo sistémica). Tais efeitos, provocados pelos ajustes autondmicos sdo
complexos e a obtencdo de dados para sua avaliacdo enfrenta varios problemas instrumentais.
Os estudos in vivo sdo de grande relevancia no entendimento de processos fisioldgicos e
requerem animais funcionalmente integros. Grande parte dos estudos na fisiologia comparada
faz uso da implantacdo de canulas, sondas de fluxo, eletrodos, sondas de temperatura e outros
aparatos que permitam a coleta de multiplos dados. A possibilidade de instrumentacdo multipla
facilitaria o entendimento de processos complexos como 0s ajustes hemodindmicos
autonémicos e permitiria diminui¢cdo do numero de animais utilizado na pesquisa.

As importantes questfes éticas que norteiam a experimentacdo cientifica acabam por
limitar o grau de instrumentacdo ao qual os animais podem ser submetidos devido a
possibilidade de lesdes ou processos dolorosos. Dessa maneira experimentos que impde
mdaltiplos registros simultdneos aos modelos animais séo evitados. 1sso, por sua vez, impde
desafios para a compreensao de diversas questfes mecanisticas.

Uma alternativa de uso corrente é a utilizacédo de anestesia durante a coleta de dados em
estudos que requerem multiplos registros fisioldgicos simultaneos. Diversas investigacdes de
ajustes cardiovasculares em répteis, como por exemplo estudos do controle autonémico dos
desvios intracardiacos (TAYLOR et al., 2009) e a regulacdo adrenérgica do sistema
cardiovascular (GALLI et al., 2007), foram realizados com auxilio de anestésicos e atualmente
sdo as Unicas fontes de informacédo para investigar hipdteses funcionais gerais, e padrdes de
respostas especificos que auxiliam na fundamentacao de teorias evolutivas (SKOVGAARD et al.,
2005). Infelizmente, apesar de utilizado com certa frequéncia, esse método também possui
importantes limitagdes. Os anestésicos deprimem a funcdo cardiovascular e respiratoria (SAPRU

e KRIEGER, 1979; STEFFEY e HOWLAND, 1977) e assim, evidenciam que a anestesia deprime
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e/ou impede o correto funcionamento do SNA. Assim, aspectos funcionais e mecanismos
regulatorios, bem como sua magnitude de acdo podem ser prejudicados e descritos de maneira
inadequada em animais anestesiados.

Algumas investigacbes em vertebrados endotérmicos e ectotérmicos utilizam
preparacOes descerebradas. De maneira geral, nas preparagdes descerebradas o telencéfalo e
porcao do diencéfalo, incluindo o tAlamo, sdo removidas (DOBSON e HARRIS, 2012; TANKOVIC-
CAPIN et al., 1998). Tais estruturas estdo envolvidas, dentre outras coisas, no processamento de
estimulos dolorosos e em sua percepcao (SILVERMAN et al., 2005). A procedimento mantém as
estruturas relacionadas as respostas eferentes do SNA. A descerebracdo pode ser realizada
através de métodos de remoc¢do mecénica que consiste em transeccdo e remocao fisica de
estruturas do SNC, em processo cirdrgicos cuidadosos com o uso de espatulas e/ou bisturis e/ou
instrumentos modificados para tal fim; ou ainda, por succdo do tecido remanescente (eg.
ALMEIDA et al., 2010). Embora, exista uma pequena variagdo nos niveis da descerebracdo entre
os estudos, de maneira geral, 0 mais comum é que clrtex cerebral e tdlamo sejam inativados e
separados do restante do sistema nervoso central. O proposito da descerebracdo € a obtencéo
de uma preparacdo que se recupere da anestesia e instrumentacdo e se mantenha sem
processamento superior da nocicepcdo e qualquer estresse durante estudos com mudltiplas
medidas hemodinamicas e cardiovasculares.

O uso de modelos experimentais com animais descerebrados é mais comum em estudos
com mamiferos e vem auxiliando em avancos na compreensao do controle cardiovascular e
outros aspectos autondmicos (CHAI e WANG, 1968; PICKERING et al., 2006). Tais preparac6es
com mamiferos sdo muito conhecidas e a técnica aplicada é bem documentada. Além disso, 0
conhecimento da anatomia das espécies utilizadas é significativo e referenciado, facilitando
protocolos e/ou procedimentos envolvendo o sistema nervoso central. Apesar disso,
experimentos que utilizam preparacdes descerebradas também foram utilizados, de forma
pontual, em espécies de vertebrados ectotérmicos, como por exemplo, em elasmobranquios
(BARRETT e TAYLOR, 1985), teledsteos (REID et al., 2003) e anfibios (WANG et al., 2004). Ha
indicios de que animais descerebrados mantém respostas ortostaticas em protocolos de head-
up tilt e reflexo para ajuste ventilatorio em resposta a injecoes de cianeto de sodio (NaCN)
(SAPRU e KRIEGER, 1978; SAPRU e KRIEGER, 1979). Além disso, o controle cardiovascular e o
barorreflexo sdo mantidos em preparacdes de roedores descerebrados (SAPRU e KRIEGER, 1978;
Leeet al., 2002). A validacdo de um modelo descerebrado através da espécie Crotalus durissus
permitiria a obtencdo de grande nimero de parametros cardiovasculares (Pa sis, Pa pul, fn,

Qsis, Qpul, DC, net shunt) por meio de elevado grau de instrumentacdo. O estudo de
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mecanismos regulatérios autondmicos como ajustes de desvio sanguineo intracardiaco, ajustes
barorreflexos, integracbes autondmicas cardiorrespiratdrias, dentre outros, podem trazer
informacdes importantes. O objetivo deste estudo é descrever procedimento de descerebracéo
em individuos da espécie Crotalus durissus e avaliar a eficacia de tal preparacdo para estudos
envolvendo mecanismos fisiolégicos modulados pelo SNA, com a possibilidade de coleta de
multiplas variaveis cardiovasculares. Acreditamos que a prepara¢do proposta seja capaz de
manter a modulacao autondmica durante o repouso e efetivar ajustes autonémicos em resposta
a estimulacdo fisica e quimica aguda de receptores no sistema cardiovascular, sendo eles
barorreceptores e quimiorreceptores de O-, respectivamente, além de receptores superficiais de

temperatura.

2. OBJETIVOS

a) Avaliar a viabilidade de cascavéis descerebradas para estudos cardiovasculares.

b) Averiguar a resposta cardiovascular ao aumento de retorno venoso (tail lift).

c) Averiguar a resposta cardiovascular a reducdo de perfusdo na cabeca (head lift).

d) Averiguar a resposta cardiovascular ao estimulo térmico superficial.

e) Averiguar a resposta cardiovascular a estimulacdo de quimiorreceptores de oxigénio.

) Aferir o efeito do uso da anestesia na modulacao das respostas cardiovasculares aos estimulos

listados acima.

3. MATERIAIS E METODOS

Para o procedimento e coleta de dados, foram utilizados 12 individuos adultos, (774 £
50,73g) da espécie Crotalus durissus. Os animais utilizados nos experimentos, foram obtidos
em centros de recepcdo e manutencdo de animais silvestres e transportados ao biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (UFSCar, Sdo Carlos). Os animais foram mantidos em
compartimento individuais, em sala climatizada com temperatura controlada, 28-30°C,
alimentados com roedores a cada duas semanas e tiveram acesso a agua ad libitum. A
alimentacéo foi interrompida duas semanas antes dos experimentos. Todos 0s procedimentos
foram aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal (CEUA/UFSCar) da UFSCar,
SP, Brasil. Antes de qualquer procedimento de instrumentagcdo, 0s animais foram
primeiramente anestesiados com ar acrescido de CO> (FORSLID et al., 1986; WANG et al., 1993;
LEITE et al., 2013; 2014) até perda do controle motor (~30 minutos) para que pudessem ser

manipulados com seguranca (Resolugcdo Normativa CONCEA n. 29). Todos os animais
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receberam anestésico local (lidocaina 2%) nos pontos de incisdo; além de injecbes de
antibiético (Chemitril 11 mg/kg) e anti-inflamatorio (Flunixin 1,1 mg/kg) aplicados no mesmo
plano anestésico (CuAs et al., 2006; WAXMAN et al., 2015). Ao final dos protocolos propostos,
as preparacdes receberam dose intravenosa do anestésico Pentobarbitol 2100mg/kg. O momento

de eutanésia, foi conferido ao momento de execucao do procedimento de descerebracao.

3.1. Descerebracéao

No procedimento de descerebracdo, primeiramente uma incisdo medial na pele da
cabeca permitiu a exposicdo do cranio. Em seguida, através de um aparelho de micro broca
(AWT/WR-115) foi realizada uma pequena abertura medial (~2-3mm diametro) na caixa
craniana, que deu acesso ao encéfalo. O nivel da sexta escama caudal a escama superior da
abertura ocular foi utilizado como referéncia aproximada para o procedimento de
descerebracéo, que foi realizado com cauterizador a (~360°C). A incisdo com cauterizador foi
realizada perpendicularmente a base do cranio, sobre o teto dptico. Todo o sistema nervoso,
rostral a incisdo foi cauterizado e inviabilizado. Permaneceram intactas as estruturas referentes
ao cerebelo, tronco encefalico e a por¢do posterior do hipotdlamo. A incisdo foi, posteriormente,
suturada a fim de evitar ressecamento do tecido.

(@) (b)

Figura 1. Imagens para referéncia do procedimento de descerebracdo, mostrando o local de
incisdo (seta branca) ao nivel da sexta escama caudal a escama superior da abertura ocular
(a); a incisdo na pele do dorso da cabeca (b); abertura no craniano com micro broca (c)
expondo meninge (asterisco) com grande vaso arterial (seta branca) a altura da inciséo para
descerebracéo.

3.2. Instrumentacéo
Sob anestesia de isoflurano 3%, uma inciséo ventrolateral (~4,5cm) foi realizada no
primeiro terco do corpo dos animais, imediatamente &rea rostral ao coragdo. Essa via

proporcionou acesso aos vasos centrais para implantagdo do equipamento de monitoramento
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cardiovascular. A canulacao sistémica foi realizada na artéria vertebral, pela qual foi cateter de
polietileno (PE 50) foi inserido oclusivamente no arco sisttmico direito. Uma canulacéo
oclusiva no circuito pulmonar foi realizada no primeiro ramo evidente da artéria pulmonar,
rostral ao coracdo. O cateter (PE 10) foi avancado até sua extremidade ficar posicionada no
interior da artéria pulmonar.

Sondas de fluxo foram aplicadas no arco sistémico esquerdo, apds sua curvatura na saida
do coracdo; e na artéria pulmonar, antes do ramo vascular canulado. O espaco entre sonda e
vaso foi preenchido com gel de ultrassom. Canulas e sondas foram exteriorizadas e fixadas com
pontos de sutura no dorso do animal para evitar deslocamento das mesmas. Os registros foram
realizados com o animal em decubito ventral. Além disso, foram implantados eletrodos
subcutaneos para eletrocardiograma (ECG), dos quais dois foram dispostos em posicéo rostral
e caudal, proximos ao coracdo; e um terceiro, de referéncia, no dorso no terco distal do animal.
Para registro da térmico, foram utilizadas trés sondas de temperatura de alta precisao (TC 2000
— Thermocouple) com registro continuo. A sonda que monitorava a temperatura do ambiente
(Te) foi posicionada na area do experimento, no interior da gaiola de Faraday, a
aproximadamente 30-40cm do corpo do animal. O monitoramento da temperatura superficial
(Ts) foi realizado por sonda posicionada sob a pele, no dorso do animal. O monitoramento da
temperatura central (Tb), foi realizado por sonda inserida na cloaca.

Dessa maneira, a instrumentacao cirargica permitiu o registro continuo (com sistema de
transducdo, amplificacdo, e registro da Transonic Systems e ADInstruments) de ECG, Pa sis,
Pa pul, Qpul, QLAO (fluxo do arco sistémico esquerdo) e das temperaturas Tb e Ts. Através dos
registros foi possivel calcular a PA, fu, Qsis, DC, net shunt, Rsis e Rpul, que possibilitaram

uma andlise das condicdes fisioldgicas dos circuitos pulmonar e sistémico.

3.3. Protocolos Experimentais

Ap0s os procedimentos de descerebragéo e instrumentacao, a anestesia foi retirada e o
animal ventilado artificialmente até estabelecimento de movimentos respiratorios espontaneos.
Os protocolos de avaliagdo autondmica foram realizados 24h ap6s o procedimento cirdrgico e

recuperacgdo da anestesia.

3.4. Aumento do retorno venoso - Levantamento da cauda (Tail lift)

Para analise das respostas hemodindmicas e cardiacas decorrentes do aumento do

retorno venoso, este fator foi proporcionado pela agdo da gravidade no tergo posterior do corpo.
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Durante o protocolo de tail lift (TL), o ltimo terco do animal foi elevado ficando em posi¢do
vertical em um angulo de 45° durante aproximadamente cinco minutos. Os parametros
cardiovasculares (fn, Pa sis, Pa pul, Qsis, Qpul, DC, net shunt, VSsis, VSpul, VStot, Rpul e

Rsis) foram registrados ao longo de todo o tempo do procedimento e recuperagdo apds TL.

3.5. Reducéo da perfusdo da cabeca - Levantamento da cabeca (Head lift)

Para andlise das respostas hemodinamicas e cardiacas decorrentes da reducdo da
perfusdo na cabeca, este fator foi proporcionado pela a¢do da gravidade no terco anterior do
corpo. Durante o protocolo head lift (HL), a porcdo anterior do animal (porcao rostral ao
coracdo) foi verticalizada em um angulo de 45° durante cinco minutos. Os parametros
cardiovasculares foram novamente registrados ao longo de todo o tempo do procedimento e

recuperacao apos TL.

3.6. Aquecimento superficial

A presenca de reflexos relacionados a ajustes hemodinamicos ao calor superficial foi
observada no teste de aquecimento da pele. Utilizamos uma lampada ceramica infravermelha
de aquecimento (150 Watts), posicionada dorsalmente a distancia de 15cm do terco final
corporal do animal durante aproximadamente 10 minutos. Os parametros cardiovasculares
foram aferidos por todo o tempo de aquecimento e ap6s desligamento da fonte de calor. O fator

utilizado na andlise foi 0 momento de maior aquecimento (pico do aquecimento).

3.7. Estimulacéo dos quimiorreceptores periféricos de O2

A capacidade de desenvolver ajustes hemodindmicos e cardiacos compensatorios a
reducdo da PO- arterial foi avaliada com injecGes intravasculares de cianeto de sodio (NaCN),
400ug/kg e 600ug/kg. Os efeitos das doses foram analisados durante os primeiros cinco
minutos de resposta (30, 60, 120, 180, 240, 300 segundos) em relacdo a valores basais (0
segundos). Para evitar a ativacdo de outros reflexos cardiovasculares, o volume das infusdes de
NaCN utilizados foram baixos (0,5ml) e cada injecéo foi lenta, com aproximadamente 1 minuto
de duracdo. InjecGes de salina de mesmo volume foram previamente aplicadas como controle

do procedimento.
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3.8. Efeito da anestesia na capacidade de resposta autonémica

O mesmo protocolo de testes para avaliacdo de respostas autondmicas foi novamente
aplicado sob o efeito da anestesia (isoflurano 3%). Assim, ap6s o final do primeiro protocolo
a preparacdo foi deixada em repouso por 24h para recuperacao completa de qualquer desvio de
balanco autondmico remanescente. Apds esse periodo os animais foram entubados e ventilados
artificialmente com 5% de isoflurano por 5 minutos. Em seguida ao procedimento de indugé&o,
a anestesia foi reduzida para o nivel utilizado durante os procedimentos cirurgicos padréo (3%).
O protocolo de testes da presenca de respostas autondmicas foi repetido durante o plano
anestésico. Assim, TL, HL, aquecimento superficial e injecdo de NaCN foram repetidas
exatamente como a descri¢do anterior. Este procedimento nos permite determinar o efeito da

anestesia sobre presenca e magnitude de tais respostas.

3.9. Calculos de parametros cardiovasculares

Os dados de Pdiastolica e Psistolica foram obtidos através do modulo de analise do
LabChart (ADInstruments). A fy foi derivada dos sinais pulsateis de Pa ou do sinal de ECG.
A Pa média (PAM sis e PAM pul) foi calculada com equacgédo padréo:

Pa diastdlica + 1/3(Pa sistolica - Pa diastdlica) (KLABUNDE, 2005) (1)

Os fluxos (Qsis e Qpul) foram obtidos através do médulo peak analysis do LabChart e
corrigidos pelo peso dos animais. Qsis foi calculado a partir dos dados de QLA0, pelo uso do
fator de correcéo para animais ndo anestesiados.

Qsis=QLA0 x 2,6 (FILOGONIO et al., 2014) (2)

Em animais anestesiados, por sua vez, utilizamos o fator apropriado
Qsis = QLAO0 x 3,3 (GALLI et al., 2005) 3)

O débito cardiaco total foi obtido a partir da soma dos fluxos.
DC = Qsis + Qpul 4)

Os indices de desvio intracardiaco foram obtidos pela relacdo entre os fluxos
Net shunt = Qpul/Qsis %)
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Quando a relagéo foi menor que 1, o net shunt foi considerado D-E, enquanto que
valores acima de 1 determinaram net shunt E-D (HICKS e KROSNIUNAS, 1996). As Rsis e Rpul
por sua vez, foram obtidas pela razdo entre pressao e fluxo.

R = P/Q (CROSSLEY et al., 1998) (6)

Os volumes de ejecdo sistolico sistémico (VSsis) e pulmonar (VSpul) foram calculados
pelas relacdes entre fluxo e frequéncia em cada circuito, pulmonar ou sistémico.
VS = Q/fn (7

3.10. Anélise estatistica

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Para testar o efeito dos
protocolos de TL, HL, aquecimento, das injecdes de cianeto e da anestesia foi utilizado o modelo
linear generalizado misto. Todas as anélises estatisticas foram realizadas através do software
IBM SPSS versdo 20. As diferencas nas médias foram analisadas através do pos-teste de

Bonferroni e foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Aumento do retorno venoso - Levantamento da cauda (Tail lift)

Durante o TL foi observado aumento na PAM sis, enquanto o DC, VStot e f4 nédo se
alteraram. Além disso, a Rsis e 0 Qsis (Figura 2B e Figura 4), permanecem constantes durante
0 protocolo. A PAM pul néo se alterou (Figura 2A; Tabela 1). O Qpul se elevou 32,39% em
animais ndo anestesiados, enquanto a Rpul néo se alterou (Figura 2B e Figura 4). O net shunt
basal (0,36+0,1) ndo se alterou durante o protocolo.

Ao final da manobra TL ndo foram observadas alteraces nas Rsis e Rpul. O Qsis ndo
se alterou durante o protocolo, enquanto Qpul diminuiu em relacdo ao momento da manobra.
A fu permaneceu proxima aos valores basais. O VSsis e VSpul néo se alteraram (Figura 3),
bem como o DC. As PAM sis e PAM pul diminuiram, 23,9% e 13,9%, respectivamente. O net
shunt permaneceu inalteravel durante o protocolo.

Em animais anestesiados, a manobra de TL provocou elevagdo no DC, ao contrario do
observado em animais ndo anestesiados (Figura 2B; Tabela 1). As PAM pul e PAM sis também
se elevaram. O VSpul aumentou 28% em animais anestesiados, enquanto VSsis nédo se alterou

(Figura 3). A fy ndo mudou durante o protocolo, semelhante aos ndo anestesiados. N&o foram
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observadas alteracdes nas Rsis e Rpul durante a manobra em animais anestesiados (Figura 4;
Tabela 1), dessa maneira, 0 Qsis e Qpul também ndo se alteraram.

Ao final do protocolo de TL, a PAM sis e a PAM pul sofreram reducéo de 13 e 12,4%,
respectivamente. O Qsis néo se alterou, enquanto Qpul diminuiu 26,4% em relacdo ao momento
da manobra. Os demais parametros ndo se alteraram. O net shunt permanece na dire¢cdo D-E
(valores basais de 0,50+£0,1) em animais anestesiados (Figura 4; Tabela 1).

Quanto ao efeito da anestesia em parametros cardiovasculares, foi observado que o
isoflurano causa reducéo de 39,9% da PAM sis basal (Figura 2A; Tabela 1). Durante a manobra,
a alteracdo da PAM sis foi 41,6% menor em animais anestesiados, enquanto a PAM sis ao final
da manobra também foi menor (35,1%) em animais anestesiados. Ndo houveram diferencas na
magnitude das respostas entre animais anestesiados e ndo anestesiados nos demais parametros
(Tabela 1).
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Figura 2: Alteragdes resultantes do protocolo de tail lift em parametros cardiovasculares de
cascavéis descerebradas. Consequéncia de TL on (momento de maior resposta durante a manobra
de TL) e TL off (momento ap6s o término da manobra de TL) na fn (n=12), PAM sis (n=12) e PAM
pul (n=8) (A) e nos fluxos Qsis (n=12), Qpul (n=10) e DC (n=8) (B) em cascavéis descerebradas.
Os circulos (linhas solidas) representam animais sem anestesia, enquanto quadrados (linhas
pontilhadas) representam animais anestesiados. Os valores evidenciados por letras mailsculas
(animais sem anestesia) e mindsculas (animais anestesiados) indicam diferenca estatistica.
Asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre animais anestesiados e ndo anestesiados. Dados
expressos como médiatE.PM.
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Figura 3: Efeito da manobra de Tail lift em parametros cardiovasculares de cascaveéis
descerebradas. Resultado de TL on (momento de maior resposta durante a manobra de TL) e TL
off (momento ap6s o término da manobra de TL). Alteragdes dos VSsis (n=12), VSpul (n=10) e
V/Stot (n=7) em cascavéis descerebradas anestesiadas (circulos; linhas sélidas) e ndo anestesiadas
(quadrados; linhas pontilhadas). As letras maiusculas evidenciam valores estatisticamente diferentes
em animais ndo anestesiados, enquanto letras minudsculas indicam a diferenca entre animais
anestesiados. Asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre animais anestesiados e nao
anestesiados. Os dados sdo apresentados como médiatE.PM.
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Figura 4: Resultado dos protocolos de TL on e TL off nas resisténcias pulmonares (Rpul),
sistémicas (Rsis) e net shunt de cascavéis descerebradas. Efeito de TL on (momento de maior
resposta durante a manobra de TL) e TL off (momento ap6s o término da manobra de TL) em animais
descerebrados anestesiados (quadrado preto; linhas pontilhadas; barras cinzas) e ndo anestesiados
(circulos; linhas continuas; barras pretas) nas Rsis (n=10), Rpul (n=7) e net shunt (n=8). Diferentes
letras mailsculas apontam a diferenca estatistica dos protocolos em animais ndo anestesiados,
enquanto diferentes letras minusculas indicam a diferenca em animais anestesiados. Os asteriscos
(*) indicam a diferenca estatistica entre os animais anestesiados e ndo anestesiados. Dados expressos
como médiatE.PM.



Tabela 1. Efeito do protocolo de tail lift em todas as variaveis cardiovasculares estudadas em cascavéis descerebradas anestesiadas e ndo anestesiadas.

Basal TL ON TL OFF Basal TL ON TL OFF

anestesiados  anestesiados anestesiados

fu (bpm) 35,6+1,74  32,8+1,94 35,5+1,9A 29,0+2,52 30,9+3,32 28,49+2,92

PAM sis (mmHg) 33,8+2,14  38,9+2,1° 29,6+1,8¢ 20,3£3,13*  22,7+2,9b* 19,33+2,92*
PAM pul (mmHg) 24,1+2,5%  26,6+2,4" 22,9+2,04 18,5+3,82 20,9+2,9° 18,3+3,12
Qsis (ml.kg™) 29,8+3,14  25,4+22A 28,5+1,8A 24,8+4,02 29,745,02 26,1+3,52
Qpul (ml.kg™) 7,1+1,3A 9,4+1,58 8,2+1,2A 7,6£0,62 10,2+0,8° 7,5£0,62
VSsis (ml.kg™) 0,56+0,14  0,70+0,14  0,73+0,1A4 0,87+0,12 0,95+0,12 0,99+0,22
VSpul (ml.kg™) 0,26+0,04%  0,34+0,05%  0,27+0,044 0,38+0,12 0,49+0,18° 0,39+0,12
VStot (ml.kg™) 0,80+0,14  0,92+0,94 0,90+0,14 1,2340,22 1,44+0,22 1,36+0,22
DC (ml.kg™) 41,2422~  43,32+3,1A  43,3+2,6" 33,4+4,02 41,4+4,8° 34,0£3,52
Rsis (mmHg. ml. kg™)  1,0+0,1A 1,49+0,14 1,0+0,1A 1,26+0,32 1,22+0,32 1,1+0,22
Rpul (mmHg. ml. kg™  2,8+0,3* 2,62+0,44 3,2+0,4A 2,58+0,62 2,16+0,32 2,25+0,52
Net shunt (ml.kg™) 0,36+0,14  0,43+0,1* 0,3+0,14 0,50+0,12 0,58+0,12 0,48+0,12

Dados expressos como médiatE.PM. Valores indicados com letras subscritas distintas indicam a diferenca estatistica durante o protocolo em animais
anestesiados (letras mindsculas) e ndo anestesiados (letras maitsculas). Asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre os animais anestesiados e animais
néo anestesiados.
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4.2. Reducdo da perfusdo da cabeca - Levantamento da cabeca (Head lift)

Durante a manobra de HL o DC sofreu elevacdo de 25%. O VStot ndo se alterou durante
HL, bem como os VSsis, no entanto, o VSpul aumentou durante a manobra (Figura Figura 5B
e Figura 6). N&o foram observadas alterac6es na fn durante o HL (Figura 5A). As alteragfes no
DC causaram elevacao (19%) na PAM sis, enquanto a PAM pul néo se alterou (Figura 5A). As
Rpul e Rsis ndo se alteraram durante HL, bem como os fluxos Qpul e Qsis (Figura 5B e Figura
7; Tabela 2).

Quando a cabega do animal foi colocada de volta na posi¢do horizontal ocorreu
diminuigédo de 11% na PAM sis enquanto a PAM pul ndo se alterou (Figura 5A; Tabela 2).
Acompanhado disso, houve aumento de 10% na fy em relacéo aos valores basais. O DC ndo
sofreu alteracdes, bem como ambos Qsis e Qpul. O VSpul diminuiu em relacdo ao momento da
manobra e retornou proximo a valores basais. O VSsis por sua vez, ndo se alterou. Nesse
momento, as resisténcias Rsis e Rpul também ndo se alteraram (Figura 7; Tabela 2).

De maneira semelhante ao que se observou em animais ndo anestesiados, animais
anestesiados produziram elevacdes no DC durante HL (Figura 5B; Tabela 2). N&o ocorreram
alteracdes no VStot e VSpul em nenhum momento durante os protocolos, no entanto, VSsis
aumentou durante a manobra de HL (Figura 6; Tabela 2). O Qpul também néo se alterou durante
HL, enquanto o Qsis aumentou 27,8% (Figura 5B; Tabela 2). Ao contrario dos animais nao
anestesiados, o protocolo ndo provocou alteracbes na PAM sis durante o HL em animais
anestesiados. A PAM pul e a fy permaneceram inalteradas durante HL. As Rsis e Rpul nédo se
alteraram em nenhum momento durante os protocolos (Figura 7; Tabela 2). Assim como
animais ndo anestesiados, a dire¢do dos desvios intracardiacos ndo se alterou.

Além disso, as respostas em animais anestesiados e ndo anestesiados foram comparadas,
para se observar o efeito da anestesia sobre os parametros cardiovasculares durante 0s
protocolos. A PAM sis foi deprimida em animais anestesiados, sendo a PAM sis basal 72%
maior em animais nao anestesiados (Figura 5A; Tabela 2). Durante o HL, a PAM sis foi 78% e
maior em animais ndo anestesiados. O VSpul em animais nao anestesiados foi 489% maior que

anestesiados durante o HL (Figura 6; Tabela 2).
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Figura5: Alteragdes provocadas pela manobra de head lift (HL) em variaveis cardiovasculares
de cascavéis descerebradas. Resultado de HL on (momento de maior resposta durante a manobra
de HL) e HL off (momento apds o término da manobra de HL) na fx(n=11), PAM sis (n=11), PAM
pul (n=8) (A), Qsis (n=11), Qpul (n=9), DC (n=8) (B) em cascavéis anestesiadas (quadrados; linhas
pontilhadas) e ndo anestesiadas (circulos; linhas continuas). Valores evidenciados por diferentes
letras minGsculas (anestesiados) e minusculas (ndo anestesiados) indicam a diferenca estatistica entre
eles. Os asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre 0s animais anestesiados e animais ndo
anestesiados. Dados expressos como média+E.PM.
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Figura 6: Efeito do protocolo de head lift nos volumes de ejecdo sistolicos em cascavéis
descerebradas. AlteracBes provocadas nos VSsis (n=11), VSpul (n=9) e VStot (n=6) durante HL
on (momento de maior resposta durante a manobra de HL) e HL off (momento ap6s o término da
manobra de HL) em animais anestesiados (quadrados; linhas pontilhadas) e ndo anestesiados
(circulos; linhas continuas). Diferentes letras maiusculas (ndo anestesiados) e minGsculas
(anestesiados) indicam a diferenca estatistica. Os asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre
animais anestesiados e animais ndo anestesiados. Os dados estdo expressos como médiatE.PM
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Figura 7: Resultado do protocolo de head lift nas resisténcias sistémica, pulmonar e net shunt
em animais descerebrados. Efeito de HL on (momento de maior resposta durante a manobra de
HL) e HL off (momento apés o término da manobra de HL) nas Rsis (n=11), Rpul (n=7) e net shunt
(n=8) entre animais anestesiados (quadrados; linhas pontilhadas; barras cinzas) e ndo anestesiados
(circulos; linhas continuas; barras pretas). A diferenca estatistica foi indicada por diferentes letras
minusculas (animais anestesiados) e mailsculas (animais ndo anestesiados). Asteriscos (*) apontam
a diferencga estatistica entre as respostas de animais anestesiados e ndo anestesiados. Os valores séo
apresentados como médiazE.PM.



Tabela 2. Efeito do protocolo de head lift nas varidveis cardiovasculares de cascavéis descerebradas anestesiadas e ndo

anestesiadas.

Basal HL ON HL OFF Basal HL ON HL OFF

anestesiados anestesiados anestesiados
fr(bpm) 31,8+2,24  339+22AB  350+2,18B 29,7252 29,8+2,2° 30,1+2,3?
PAM sis (mmHg) 34,6+2,34 41,5+298 36,8+2,9%  20,07+2,8%* 23,3+3,7%* 21,6+3,5%*
PAM pul (mmHg) 28,2+2,01~  31,0+1,8% 28,2+1,74 18,5+3,6%* 21,8+3,7%* 20,4+3,1%*
Qsis (ml.kg™) 23,2+3,7° 26,8+2,2A 23,9+3,84 28,7+5,3? 36,7+4,9° 30,7+4,42
Qpul (ml.kg™) 7,98+1,94  11,62+42,3*  12,4+3,0° 9,6+2,1° 10,8+2,42 11,7+2,5
VSsis (ml.kg™) 0,70+0,1% 0,82+0,14 0,69+0,14 0,92+0,22 1,09+0,2° 0,96+0,2°
VSpul (ml.kg™) 0,22+0,05*  2,3+0,78 0,420,1A  0,43%0,12 0,38+0,18*  0,40+0,1°
VStot (ml.kg™) 0,76+0,1% 0,9+0,14 0,87+0,1% 1,47+0,3% 1,66+0,3? 1,57+0,3%
DC (ml.kg™) 30,0+4,84 37,6548  345+48°8  31,7+44° 37,2+4,4° 33,3+4,6%0
Rsis (mmHg. ml. kg™)  1,57+0,2” 1,28+0,24 1,25+0,24 0,90+0,22 0,90+0,22 1,06+0,2°
Rpul (mmHg. ml. kg™  3,1+0,5 4,1+0,9* 2,76+0,5 4,7+1,32 5,00+1,32 3,49+1,0°
Net shunt (ml.kg™) 0,38+0,1% 0,43+0,14 0,47+0,14 0,40+0,1° 0,28+0,8? 0,30+0,1°

44

Valores apresentados como média+E.PM. Valores evidenciados por diferentes letras subscritas mintsculas (anestesiados) e maiusculas (ndo anestesiados)
indicam a diferenca estatistica nas variaveis cardiovasculares durante o protocolo. Valores indicados com asteriscos (*) indicam diferenca estatistica entre
animais anestesiados e animais ndo anestesiados.
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4.3. Aguecimento superficial

A temperatura do ambiente (Te), permaneceu em media 24,14+0,61. A temperatura da
pele dos animais (Ts) se elevou 53% durante o aquecimento, enquanto a temperatura corporal
(Tb) aumentou 4% (Tabela 4). Em animais ndo anestesiados durante o aquecimento, ocorreu
aumento de 36,2% na fn valores (Figura 8A). O DC, os VSsis, VSpul e VStot ndo se alteraram
durante o aquecimento (Figuras 8B; 9A). Os fluxos Qsis e Qpul ndo sofreram alteracdes durante
o0 protocolo (Figura 8B). Acompanhado disso, a Rsis diminuiu 19%, enquanto Rpul ndo se
alterou (Figura 9B). O aquecimento causou aumento de 15,7% na PAM sis e 18,6% na PAM
pulmonar (Figura 8A; Tabela 3). Além disso, assim como no estado basal, a dire¢do do net
shunt nas cascavéis foi D-E (Qpul/Qsis < 1) durante o aquecimento (Figura 9B, Tabela 3). Esse
valor sofreu diminuicao de 20% durante o pico do aquecimento em relacdo aos valores basais
e, portanto, o net shunt D-E aumentou durante o aquecimento.

Em animais anestesiados, ndo ocorreram elevacdes na fH, como foi observado em
animais ndo anestesiados (Figura 8A; Tabela 3). O DC e os fluxos Qsis e Qpul também né&o se
elevaram (Figura 8B; Tabela 3), bem como os volumes de ejecdo (Figura 9A; Tabela 3). A
PAM sis aumentou enquanto PAM pul permaneceu inalterada (Figura 8A). As Rsis e Rpul ndo
se modificaram (Figura 9B; Tabela 3). O net shunt D-E por sua vez, sofreu redugéo (12%)
durante o pico do aquecimento (Figura 9B; Tabela 3).

A comparacdo dos parametros cardiovasculares basais entre animais anestesiados e ndo
anestesiados mostrou que ndo ha diferencas entre a f+, Qsis, Rpul e VVStot (Figuras 8A, 8B, 9A,
9B; Tabela 3). A PAM sis basal por sua vez, foi mais baixa em animais anestesiados (Figura
8A). O Qpul também foi menor durante o aquecimento em animais anestesiados (Figura 8B;
Tabela 3). A Rsis basal foi 66% menor em animais anestesiados (Figura 9B). Durante o
aquecimento a fn (17,9%) e o DC (40,5%) foram maiores em animais ndo anestesiados
(Figura 8A, 8B). A PAM sis foi 88,57% maior em animais ndo anestesiados (Figura 8A; Tabela
3). A Rpul foi por sua vez, foi 100% maior em animais anestesiados, o0 que explica 0 aumento
do net shunt D-E durante o pico do agquecimento em relagdo a animais ndo anestesiados (Figura
9B; Tabela 3). Embora a anestesia tenha causado um aumento no net shunt D-E durante o
aquecimento em animais anestesiados, a propor¢do do net shunt D-E foi menor (45%) em
animais anestesiados. Dessa forma, de maneira geral a anestesia causou aumento no net shunt
D-E.
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Figura 8: Efeito do aquecimento nos parametros cardiovasculares de cascaveéis descerebradas. Os graficos mostram o efeito do aquecimento na
fr(n=11), PAM sis (n=11), PAM pul (n=8) e nos fluxos Qsis (n=11), Qpul (n=9), DC (n=8) (B). Valores destacados com diferentes letras mindsculas
(animais anestesiados; barras brancas) e maidsculas (ndo anestesiados; barras pretas) denotam a diferenca estatistica entre basal e pico do aquecimento. Os
asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre os valores basais e pico do aquecimento dos animais anestesiados e ndo anestesiados. Os dados s&o
apresentados como médiatE.P.M.
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Figura 9: Efeito dos protocolos de aquecimento em variéveis cardiovasculares de cascavéis descerebradas. Os graficos mostram o resultado do
aquecimento nos VSsis (n=11), VSpul (n=9), VStot (n=6) (A) e nas resisténcias Rsis (n=11), Rpul (n=7) e net shunt (n=8) (B). Valores destacados com
diferentes letras minusculas (animais anestesiados; barras brancas) e maitsculas (ndo anestesiados; barras pretas) indicam a diferenca estatistica entre basal
e pico do aquecimento. Os asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre os valores basais (pico do aquecimento) dos animais anestesiados e ndo
anestesiados. Os dados estdo expressos como médiatE.P.M.
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Tabela 3. Efeito do aguecimento em nos parametros cardiovasculares de animais descerebrados

anestesiados e ndo anestesiados.

Basal Pico do Basal Pico do

aquecimento  anestesiados  aquecimento

anestesiados

fu (bpm) 32,9+3,6" 44 8+3,58 26,4+2,3% 27,9+3,1%*
PAM sis (mmHg) 39,6+3,3" 45,8+3,78 17,942, 7% 21,0£3,4%*
PAM pul (mmHg)  26,4+2,0* 31,3+2,7A 19,0+4,42 19,8+4,9%*
Qsis (ml.kg™) 22,6+2,9° 28,5+3,14 31,6+4,1% 33,146, 7%
Qpul (mlL.kg™) 16,93+2,8* 16,54+3,2 7,96£2,0° 6,38+2,1%*
VSsis (ml.kg™) 0,76+0,17 0,73+0,08% 1,1+0,22 1,1+0,22
VSpul (ml.kg™) 0,31+0,06" 0,27+0,044 0,350,072 0,29+0,1%
VStot (mlL.kg™) 1,38+0,1% 1,22+0,1% 1,5+0,3? 1,4+0,3?

DC (mlLkg™) 45,1+4,6" 51,044,147 38,1+5,22 32,1+4,8%*
Rsis (mmHg. ml. kg™) 2,1+0,47 1,7+0,38 0,84+0,1%* 1,13+0,22
Rpul (mmHg. ml. kg")  2,33+0,3" 2,8+0,44 4,5+1,02 6,2+1,5?
Net shunt (ml.kg™) 0,59+0,1% 0,47+0,18 0,33+0,12 0,29+0,12

Os dados sdo apresentados como média+E.P.M. Letras superescritas diferentes aos valores indicam
a diferenca estatistica entre animais anestesiados (letras minusculas) e ndo anestesiados (letras
maiusculas). Os asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica entre os animais anestesiados e ndo

anestesiados.

Tabela 4. Temperaturas da pele (Ts), central (Tb) e do ambiente durante (Te) durante repouso
(basal) e pico do aquecimento.

Temperatura (°C)  Ts basal Ts pico do Tb basal Tb pico do Te
aquecimento aquecimento

Animais ndo

anestesiados 23,2+04 35,7+0,3* 22,910,4 23,910,4* 24,14+0,6

Animais

anestesiados 23,6+0,4  35,3+0,9*  23,03+0,4 23,7+0,4* 24,01+0,7

Os dados sdo expressos em médiatE.P.M. Os asteriscos (*) indicam a diferenca estatistica das
temperaturas entre os valores basais e durante o pico do aquecimento.
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4.4. Quimiorreflexo

Neste teste foram observadas as respostas cardiovasculares ao cianeto de sodio (NaCN)
durante cinco minutos (30, 60, 120, 180, 240, 300 segundos) apds a aplicacdo de duas doses
400ug/kg e 600ug/kg na céanula sistémica e o efeito foi comparado com valores basais. A
hipoxia induzida pelas injecGes de NaCN resultou em taquicardia e reduces na PAM sis e
PAM pul, respostas secundérias ao estimulo dos quimiorreceptores.

As injecOes de NaCN 400ug/kg causaram aumento da fy (60, 240, 300 segundos) de
resposta. A taquicardia minuto foi acompanhada de diminuicdo da PAM sis (240 e 300
segundos), enquanto a PAM pul néo se alterou (Figura 10A,; tabela 5). N&o ocorreram alteracoes
nos Qsis, Qpul e DC (Figura 10B; tabela 5). Os VSsis, VSpul e VStot ndo se modificaram
(Figura 11A). O NaCN nao provocou mudancas nas Rsis e Rpul (Figura 11B; tabela 5). O net
shunt ndo sofreu modificacdes em sua magnitude ou direcdo apds as injecdes de NaCN
400ug/kg. A direcdo do net shunt predominante apo6s as injecGes € E-D (Figura 11B, tabela 5).
N&o houveram diferengas nos parametros cardiovasculares entre as duas doses de NaCN
testadas.

A dose de 600pg/kg, causou aumento da fn (180 e 240 segundos) apos as injecoes
(Figura 10A,; tabela 6). A PAM sis, por sua vez diminuiu (300 segundos), enquanto a PAM pul
ndo se alterou (Figura 10A; tabela 6). O Qsis e 0 Qpul ndo se modificaram, enquanto o DC
aumentou (300 segundos) (Figura 10B; tabela 6). Os VSsis, VSpul e VStot néo se alteraram
(Figura 11A; tabela 6). As Rpul e Rsis ndo se modificaram ap06s as injecdes de NaCN (Figura
11B; tabela 6). Ao contrario do observado na menor dose, 0 net shunt permaneceu na dire¢ao

D-E em resposta as injecdes de 600ug/kg (Figura 11B; tabela 6).
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Figura 10: Efeito das doses de cianeto de sddio (NaCN) em parametros cardiovasculares de
cascavéis descerebradas ndo anestesiadas. Os graficos mostram os efeitos do NaCN 400u/kg
(circulos) e 600u/kg (triangulos) na f1 (n=8), PAM sis (n=8), PAM pul (n=6) (A) e Qsis (n=9), Qpul
(n=7) e DC (n=6) (B) ao longo de cinco minutos de resposta. Simbolos abertos (circulos e
triangulos) indicam diferenca estatistica entre os pardmetros cardiovasculares em relagdo a valores
basais. N&o houve diferenca entre as duas doses testadas.
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Figura 11: Efeito do NaCN nas variaveis cardiovasculares de animais descerebrados néo anestesiados. Os graficos mostram o resultado das injecdes
de NaCN 400u/kg (circulos) e 600u/kg (triangulos) no VSsis (n=9), VSpul (n=7), VStot (n=6) (A) e Rsis (n=9), Rpul (n=7) e net shunt (n=6) (B) ao longo
de cinco minutos de resposta. Nao houve diferenca estatistica entre os parametros cardiovasculares em relacéo a valores basais. N&o houve diferenga entre
as duas doses testadas. Os dados sdo apresentados como médiatE.P.M.



Tabela 5. Efeito das doses de NaCN 400ug/kg nos parametros cardiovasculares de cascavéis descerebradas

NaCN 400uw/kg
Os 30s 60s 120s 180s 240s 300s

fr(bpm) 37,6£1,8 38,8417 41+1.2*  38,7£2,2 40,9+12 41,1+1,1* 41,7+0,8*
PAM sis (mmHg) 42,6+3,4 37,844 36,1+3,7 36,2+3,8 35,3%+3,7 34,4+4,1 34,1+4,0*
PAM pul (mmHg) 24,6+33 246+27 259+14 258+12 254406 26,012  255+12
Qsis (mL.kg™) 2585, 29,3155 26951 34,7489 29,0%6,5 26,565 28,746,
Qpul (mlLkg™) 13,3t31 13,8+29 17,1+28 19,129 193+34 18,0+34  18,8%36

VSsis (ml.kg™) 05¢0,1 05t01 0501 0601 0501 05:01 0,640,

VSpul (ml.kg™) 0,4+0,1 0,4+0,1 0,49+0,1 0,5#0,1 0,5+0,1 0,47+0,1 0,5+0,1

VStot (mL.kg™) 0,9+0,1 1,0+0,1 1,0+0,1 1,1+0,2 1,1+0,1 1,0+0,2 1,1+0,2
DC (mlLkg™) 41,1+45 43,2444 41,0+4,7 454+7,3 40,8+51 36,854 40,054

Rsis (mmHg. ml. kg™) 1,6+0,4  1,3%0,3 1,3+0,2  1,1#0,3 1,1#0,3  1,3+0,3 1,1+0,2

Rpul (mmHg. ml. kg™) 2,2+0,9 2,1+0,7 1,5+0,3 1,4+0,2  1,5+0,3 1,7+0,3 1,6+0,4

Net shunt (ml.kg™) 1,0+0,3 0,9+0,2 1,5+0,6 2,0£1,0 2,0+0,9 1,7+0,7 2,0£0,9

Os dados estdo apresentados como médiatE.P.M. Os valores destacados com asteriscos (*) indicam diferenca em relacéo a

valores basais (0s).
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Tabela 6: Efeito das doses de NaCN 600u/kg nos parametros cardiovasculares de cascavéis descerebradas

NaCN 600u/kg

Os 30s 60s 120s 180s 240s 300s

fu (bpm) 36,1+2,1 37,1#21 38,7+1,9 37,5+2,1 39,5+18* 39,7+18* 40,118

PAM sis (mmHg) 43,0£2,6 40,5+3,2 405+3,0 39,9+2,8 38,2429 37,2+32* 36,5+3,3*

PAM pul (mmHg) 29,7+22 30,5+25 28,7+25 27,823 28,2+27 27,527  26,4+2,3*
Qsis (mLkg™) 32,8+9,2 27,6+10 353+8,6  359+94  352+79  36,6+7,5 36,5%7,7

Qpul (ml.kg™) 14,0£3,1 11,7¢30 19,7+3,0 21,1+15 22,0+2,8 21,027  22,2+3,0*
VSsis (ml.kg™) 0,98+0,2  0,9+0,3 0,9+0,2 0,9+0,2 0,8+0,2 0,8+0,2 0,8+0,2
VSpul (ml.kg™) 0,29+0,1  0,240,1 0,5+0,1 0,6+0,1 0,6+0,1 0,6+0,1 0,6+0,1
VStot (ml.kg™) 1,1+0,2 1,1+0,2 1,3+0,18 1,3+0,1 1,3+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1

DC (ml.kg™) 47,8+8,1 46,3+8,0 ST, 77 57,318,7 58,1+8,2 57,4+8,0  59,2+7,9*
Rsis (mmHg. ml. kg™) 1,9+0,3 2,5+0,8 1,6+0,4 1,9+0,5 1,6+0,3 1,5+0,3 1,5+0,3
Rpul (mmHg. ml. kg™) 4,742,3 4,0£2,1 1,7+0,2 1,5+0,1 1,9+0,4 2,5+0,7 1,8+0,3
Net shunt (ml.kg™) 0,60+0,1 0,8+0,3 0,7+0,2 0,9+0,3 0,8+0,1 0,6+0,1 0,7+0,1

Os dados sdo expressos como méedia+E.P.M. Os astriscos (*) indicam diferenca em relacéo a valores basais (0s).
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5. DISCUSSAO

5.1. Consideraces sobre o modelo

Em animais descerebrados, a PAM sis, PAM pul e fy foram similares a estudos
anteriores com animais da mesma espécie intactos e recuperados da anestesia (FILOGONIO et
al., 2016). O Qpul da cascavel descerebrada (9,61 £ 1,1) foi menor que o encontrado por Taylor
et al. (2009) em cascavéis intactas (33,6 £ 4,2). Os VSsis e VSpul reportados aqui foram
proximos aos de cascavéis intactas no estudo de Filogonio et al. (2016). A relacéo dos fluxos
(Net shunt) das cascavéis descerebradas em repouso (0,36 + 0,1) foi também inferior ao
encontrado em cascavéis intactas (1,20 = 0,14; TAYLOR et al., 2009). Uma critica ao método
consiste no fato de que alguns animais sofrem grande perda sanguinea na regido cefalica durante
0 procedimento de descerebragdo, mesmo com a cauterizacdo dos sangramentos. Embora os
animais passem por um processo de recuperacao de 24/48h ap6s os procedimentos, ndo se sabe
0 quanto esses sangramentos afetam o funcionamento adequado do organismo.

As cascavéis descerebradas mantém o SNA auténomo funcional. Durante a manobra de
aumento do retorno venoso foi possivel observar que os animais sdo capazes de manter as
variaveis hemodindmicas constantes. O protocolo de reducgdo da perfusdo na cabeca por sua
vez, demonstrou que 0s animais sdo capazes de elevar a Pa e o DC para manter o fluxo
sanguineo adequado na regido da cabeca. Ainda, durante o aquecimento, o0s animais
descerebrados apresentaram elevacGes na fn, reflexo possivelmente mediado pelo SNA e ja
demonstrado de maneira similar em outras espécies. A hipoxia causada pela injecdo de NaCN
resultou em respostas secundarias tipicas encontradas mamiferos apds estimulacdo de
quimiorreceptores periféricos.

Os reflexos causados pelos protocolos de TL, HL e aquecimento ndo foram observados
em animais anestesiados, 0 que reitera a importancia e funcionalidade do modelo de animal
descerebrado e questiona os estudos que utilizam animais anestesiados durante a coleta de
dados. Os animais descerebrados anestesiados apresentaram PAM sis basal mais baixa que
animais descerebrados ndo anestesiados. A diminuicdo da PAM sis esta de acordo com o
observado em lagartos da espécie Iguana iguana em resposta ao anestésico isoflurano (MosLEY
et al., 2004). O isoflurano possui propriedades vasodilatadoras e afeta diretamente os leitos
vasculares (DOURsSOUT e CHELLY, 1988), causando como efeito direto a diminuigéo do DC e
da fu. A inobservancia de alteragdes negativas na fn e nos demais parametros fisiologicos
basais pode indicar que o sistema cardiovascular esteja mantendo ajustes discretos para

manuten¢do da homeostase cardiaca. O anestésico causa supressdo significativa do mecanismo
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barorreflexo na cascavel descerebrada, por isso a PAM sis permanece baixa durante o protocolo
com anestesia. Além disso, o isoflurano pode causar efeitos adversos no nivel de horménios
circulantes, afetar a sensibilidade de proteinas contrateis ao calcio e também provocar efeitos
no SNC (CONSTANTINIDES et al., 2011).

Anestésicos inalaveis sdo mais utilizados em camundongos em relacdo a anestésicos
injetaveis (pentobarbital; combinacdo de ketamina/xilazina) pois possuem efeitos
cardiodepressivos moderados (CONSTANTINIDES et al., 2011). Em répteis, 0s anestesicos
inalaveis sdo também amplamente utilizados. Na fisiologia 0 uso de anestésicos muitas vezes
se faz necessario em estudos que visam a obtencdo de multiplos pardmetros cardiovasculares
(GALLI et al., 2007; TAYLOR et al., 2009). Como aqui observado, estes estudos também podem
ter tido resultados alterados e as conclusdes afetadas. Dessa maneira, diante da necessidade do
uso de anestésicos para a coleta de variaveis hemodinamicas, a preparacdo descerebrada
representa uma alternativa. A utilizacdo de animais descerebrados pode auxiliar o entendimento
dos reflexos mediados pelo SNA e seu efeito no sistema cardiovascular na cascavel Crotalus

durissus e possivelmente em outros representantes do grupo Squamata.

5.2. Aumento do retorno venoso - Levantamento da cauda (Tail lift)

Durante o protocolo de TL, a cauda do animal é verticalizada acima do restante do corpo,
e pode causar aumento do retorno venoso e da resisténcia periférica. Uma consequéncia direta
de um protocolo que aumenta drasticamente o retorno venoso seria 0 aumento do enchimento
cardiaco e pré-carga, que geram elevacdo da forca de contracao através do mecanismo de Frank-
Starling. Isso permite que o coracdo ejete o retorno venoso adicional e como consequéncia
causaria aumento do VSsis, DC e a Pa (KLABUNDE, 2005). Tais alteracbes poderiam ser
observadas durante o exercicio fisico, por exemplo. Os efeitos cardiovasculares do exercicio
em queldnios (KROSNIUNAS e Hicks, 2003), lagartos (FRAPPELL et al., 2002) e na cascavel
Crotalus durissus (FILOGONIO et al., 2016) incluem aumento de Qpul e fy concomitantemente
as elevacbes de DC, VSsis e PAM sis. Tais alteragbes sdo possivelmente resultado da
diminuicdo do tonus vagal induzida pelo exercicio fisico (FILOGONIO et al., 2016).
Diferentemente do que é observado durante o exercicio fisico, o protocolo TL, possivelmente,
induziria a elevacdes do tdnus vagal e reducdo do tdnus simpatico. Na cascavel descerebrada,
a perturbacdo postural imposta durante TL ndo causou drasticas alteracfes no retorno venoso
pois ndo foram observadas elevagdes no DC e no VStot. Alem disso, os animais submetidos ao

teste foram capazes de manter a f constante durante o protocolo.
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O protocolo causou elevacdo das PAM sis e PAM pul. Apenas o fluxo para o circuito
pulmonar aumentou durante o protocolo, mas ndo foram observadas alteracGes significativas
na Rpul e Rsis. Quando os animais sdo recolocados na posicdo horizontal e a perturbacéo
causada pelo TL chega ao fim, as PAM sis e PAM pul e o Qpul sofrem reducédo imediata. As
cascaveéis ndo enfrentam elevacdes drésticas de aumento de retorno venoso em seu habitat,
como as serpentes arboricolas que se deslocam para baixo no substrato, no entanto, passam por
desafios semelhantes quando precisam se inclinar em seu substrato, que nao é retilineo. Com
isso, espera-se que elevacbes discretas no retorno venoso ndo causem alteracdes
hemodindmicas extremas no sistema cardiovascular desses animais, de modo que o
deslocamento n&o seja dificultado. N&o ha testes semelhantes ao TL realizados em répteis na
literatura, dessa maneira ainda ndo é possivel estabelecer comparacfes. Isso demonstra a
importancia do estudo comparativo em um contexto ecofisiologico (integracao entre fisiologia
mecanicista e ecofisiologia) das espécies de serpentes brasileiras.

A magnitude e direcdo dos desvios intracardiacos em répteis sao possivelmente, produto
de alteracdes nas resisténcias dos circuitos sistémico e pulmonar. A despeito da elevacdo no
Qpul, ndo foram observadas alteracfes nas resisténcias. Além disso, esse aumento ndo foi
suficiente para causar diminuig&o no net shunt D-E ou geracédo de net shunt E-D, indicando que
a manutencdo do net shunt € modulada e mantida frente a distdrbios hemodindmicos. Na
cascavel Crotalus durissus (FILOGONIO et al., 2016) e outras espécies de ectotermos (FRAPPELL
et al. 2002; KROSNIUNAS e Hicks, 2003) o aumento do Qpul e o net shunt E-D estdo
relacionados ao aumento das taxas metabolicas durante o exercicio. A manobra TL indica que
0s animais descerebrados mantém compensacOes cardiovasculares ao aumento do retorno
VeNnoso, caso contrario as variaveis estudadas seriam profundamente afetadas pelo teste.

Ao contrario do observado em animais ndo anestesiados, a anestesia causou elevacdes
no DC e Qpul. As PAM sis e PAM pul também se elevaram em animais anestesiados, no
entanto, a PAM sis basal foi 39% menor em animais anestesiados. A PAM sis durante a
manobra também foi menor (41%) em animais anestesiados. Dessa maneira, o isoflurano atenua
a PAM sis. Além disso, em alguns animais ndo foi possivel observar respostas claras aos

protocolos, o que dificultou as analises.

5.3. Reducéo da perfusdo da cabeca - Levantamento da cabeca (Head lift)
Quando um individuo bipede assume uma posicao ortostatica, a tendéncia é a ocorréncia
de acimulo de sangue na porc¢ao inferior do corpo e consequente diminuicao de retorno venoso,

DC e por sua vez diminuicdo de Pa. Algo parecido deve ocorrer quando hé elevacdo da parte
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anterior do corpo em serpentes, como para a manutencdo da posic¢ao de bote ou exploragéo do
ambiente (e.g LILLYWHITE e SEYMOUR, 1978). Durante a duracdo da manobra HL, nédo foi
possivel observar quedas significativas na PAM sis e aumento da fnu, como descrito em
protocolos de tilt (ARMELIN et al., 2014; TROIANO et al., 2018). Ao invés disso, houve rapido
aumento da PAM sis, enquanto a fn se manteve sem alteragOes significativas. Poderia se
argumentar que a falta de alteracdes na fn seria decorrente do rompimento da alca barorreflexa
durante o procedimento de descerebracdo, entretanto capitulo Il dessa dissertagdo deixou
indicios claros de que animais descerebrados mantém respostas barorreflexas similares a
animais intactos.

No protocolo de HL utilizado no presente estudo, apenas a por¢do rostral ao coracao é
verticalizada, enquanto que a porcdo inferior do corpo permaneceu na posicao horizontal. I1sso
pode causar efeitos cardiovasculares menos proeminentes do que os encontrados em protocolos
de full tilt. Nestes, o acimulo de sangue nas partes inferiores do corpo somados aos efeitos da
verticalizacdo da cabega, podem potencializar os efeitos das alteracdes de postura (SEYMOUR e
ARNDT, 2004).

Em duas espécies de répteis com habitos arboricolas, a serpente Phyton molurus
(ARMELIN et al., 2014) e o lagarto Iguana iguana (TROIANO et al., 2018) foi observado que a
regulacdo da Pa durante o ortostatismo é mantida principalmente através de alteracGes da fn,
que por sua vez, sdo resultado da reducéo no tdnus vagal. Em serpentes terrestres da espécie
Notechis scutatus, a taquicardia ortostatica ndo parece ser de grande importancia para a
recuperacdo da Pa (LILLYWHITE e SEYMOUR, 1978). Estes autores observaram que nem todos
os individuos da espécie Notechis scutatus submetidos a head up tilt apresentaram taquicardia,
mas apesar disso conseguiram recuperar a Pa a niveis basais. Sendo assim, alteracdes da RP
parecem ser mais importantes para a manutencdo da Pa mediante a eventos de estresse
gravitacional nessa espécie (LILLYWHITE e SEYMOUR, 1978). De maneira semelhante, na
cascavel Crotalus durissus, a fy parece ndo ser tdo importante para o controle da Pa durante o
HL. Isso poderia indicar que a RP total é o fator mais importante para o reestabelecimento da
Pa nessa espécie, no entanto, o tempo que 0s animais permaneceram em HL néo foi suficiente
para observarmos alteragOes significativas nas Rsis e Rpul. Isso pode indicar que alteracGes no
tdnus venoso sao relevantes nesse ajuste.

Né&o foram observadas mudancas significativas na direcdo dos desvios intracardiacos.
Durante a posicdo horizontal e maior parte dos protocolos, o net shunt permaneceu D-E,
indicando que o fluxo sistémico é maior que o fluxo pulmonar. Durante o head up tilt, a serpente

arboricola Elaphe obsoleta direciona o fluxo sanguineo para a circulacdo pulmonar, dessa
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maneira 0 net shunt E-D aumenta, possivelmente para aumentar a oxigenacao do sangue quando
a circulacéo do encéfalo estd em risco (LILLYWHITE e GALLAGHER, 1985). Dessa maneira, ndo
foi possivel observar semelhanca nas alteracdes de fluxo e do net shunt durante o head lift
realizado no presente estudo e o head up tilt em Elaphe obsoleta.

Quando os animais séo recolocados na posi¢do horizontal, os parametros retornam
proximo a valores basais. Ocorre diminuicdo da PAM sis que aumentou durante HL. Além
disso, 0 VSpul sofre diminuicgéo significativa. O DC por sua vez, ndo diminuiu, possivel reflexo
do aumento da fn apos o retorno a posicdo horizontal. N&o foram observadas alteragdes nas
Rsis e Rpul ao término de HL. Independente dos mecanismos envolvidos na elevacdo da PAM
sis, discutidos brevemente aqui, esta € uma importante compensacdo a manobra de HL. A
descerebracdo portanto ndo impediu compensacdes para reestabelecer a perfusdo na cabeca.

Animais anestesiados ndo apresentaram as mesmas compensacfes que animais ndo
anestesiados a alteracéo postural. As PAM sis e PAM pul PAM sis ndo aumentaram durante a
manobra. Ao contrario do observado em animais ndo anestesiados, 0 VSsis e 0 Qsis se elevaram
durante o protocolo. Ndo observamos alteracdes no Qpul, enquanto o DC aumentou durante o
protocolo. O VSpul de animais ndo anestesiados é de cerca de 489% maior que animais sob
efeito da anestesia indicando que seu valor, no animal ndo anestesiado, € mantido com acao
autondmica. Animais anestesiados ndo apresentaram alteragdes no net shunt D-E.

Os animais anestesiados falharam em gerar compensacfes para aumentar a PAM sis
durante o tempo em que a cabeca do animal esta verticalizada. De maneira similar ao observado
no protocolo de TL, as alteracbes cardiovasculares ndo parecem ter uma direcdo clara em
animais anestesiados, possivelmente refletindo a depresséo causada pelo anestésico no sistema

cardiovascular desses animais.

5.4. Aquecimento superficial

O protocolo de aquecimento superficial demonstra a presenca de reflexos
cardiovasculares para ajustes térmicos. Os vertebrados ectotérmicos, como a cascavel,
dependem de fontes externas para regular sua temperatura e fungdes bioldgicas e dessa maneira,
realizam a termorregulacdo comportamental. A eficacia da termorregulagdo comportamental é
associada ndo somente a fontes externas de calor, mas também depende diretamente de
alteracbes de diversos parametros cardiovasculares durante os processos de aquecimento e
resfriamento (BARTHOLOMEW e TUCKER, 1963; BAKER et al., 1972).

Em répteis, a qualquer temperatura corporal a fn € maior durante o aquecimento do que

durante o resfriamento (e.g SEEBACHER e FRANKLIN, 2001). Esse fen6meno é conhecido como
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histerese da fn e permite que os animais se aquecam de maneira mais rapida do que se resfriam.
Tais caracteristicas foram observadas em diversas espécies de répteis, incluindo tartarugas,
lagartos e crocrodilianos (e.g WEATHERS e WHITE, 1971; SEEBACHER € FRANKLIN, 2004;
SMITH, 1976). Durante o aquecimento, ocorrem elevacGes no DC e da circulacdo periférica,
através do aumento da fx, 0 que por sua vez, facilita o aumento da transferéncia de calor entre
0 animal e o ambiente (SEEBACHER, 2000; SEEBACHER e FRANKLIN, 2005). Em contrapartida,
durante o resfriamento, a fn diminui, o que reduz a troca de calor entre o centro do corpo e a
periferia e retarda o resfriamento (FRANKLIN e SEEBACHER, 2003). Dessa maneira, esses
animais podem controlar o indice de troca de calor com o ambiente mantendo a temperatura
corporal sempre proxima de valores ideais (SEEBACHER e FRANKLIN, 2004). As alteracdes
fisioldgicas causadas pelo aquecimento podem ser divididas em resposta rapida e lenta. A
resposta rapida da fn ocorre em segundos apos a exposicdo a uma fonte de calor, e pode ser
mediada por um arco reflexo neural (SEEBACHER e FRANKLIN, 2005). O aquecimento gerado
pela lampada cerdmica causou aumento imediato da fu na cascavel descerebrada, no entanto
ndo observamos elevacdes no DC e do VStot no momento do pico do aquecimento.

Existem poucos estudos da histerese da fy que medem simultaneamente as PAM sis
e/ou PAM pul. Em tartarugas da espécie Trachemys scripta submetidas a aquecimento com
lampada ceramica, Galli et al. (2004) observou que a Pa sistémica nédo se alterou durante o
aquecimento e dessa maneira sugeriu que o barorreflexo € um importante fator envolvido na
histerese. Em animais intactos da espécie Crotalus durissus, por sua vez 0 aumento da
temperatura corporal de 15°C para 30°C causa um aumento de 69,23% na PAM sis (FILOGONIO
etal., 2016). Na cascavel descerebrada, embora a temperatura corporal tenha sofrido apenas um
pequeno aumento (4%), ambas as PAM sis e PAM pul aumentaram. Dessa maneira a elevacao
do DC ¢ o fator determinante para a elevacdo das pressdes arteriais durante o aquecimento.

Os circuitos, sisttmico e pulmonar ndo sofreram aumento dos fluxos durante o
aquecimento. ElevacGes nos Qpul e Qsis concomitante ao aumento da fy foram observados em
tartarugas durante o aquecimento (GALLI et al., 2004). Em cascavéis, Wang et al. (1998)
observou aumento do Qpul em proporgéo ao aumento da temperatura corporal a fim de elevar
a captagao de O: para o sistema cardiovascular, isso ¢ acompanhado de diminuigéo do net shunt
D-E. Nas cascavéis descerebradas, o aquecimento local ndo resultou em grandes alteracGes da
temperatura corporal (~1°C) e consequentemente, 0s Qsis e Qpul ndo se elevaram. A Rsis
diminuiu durante o aguecimento enguanto o net shunt se mantém D-E, mas sofre um pequeno
aumento, o que significa maior recirculagdo de fracdo do DC no circuito sistémico durante o

aquecimento. Filogonio et al. (2016) por sua vez, ndo observou alteragdes significativas no net
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shunt D-E em cascavéis intactas em repouso em resposta as alteracdes da temperatura (15, 20,
30°C), no entanto Leite et al. (2013) notou que a reducgdo da temperatura em cascavéis intactas,
causa diminuicdo de ambos os fluxos Qpul e Qsis, e aumento do net shunt D-E. Esse padrédo
observado por Leite et al. (2013) difere do que encontramos na cascavel descerebrada, que
elevou o net shunt D-E em resposta ao aquecimento. Por outro lado, em quelonios o
aquecimento gera net shunt D-E o que € atribuido a vasodilatacéo local dos vasos periféricos
(Hicks e KROSNIUNAS, 1996). Dessa maneira, o presente estudo corrobora o achado de Hicks
e Krosniunas (1996) de que o net-shunt D-E pode estar relacionado ao aquecimento, a fim de
aumentar sua eficiéncia. Pouco se conhece sobre o papel funcional dos desvios intracardiacos
durante o aquecimento e demais alteracOes fisioldgicas. Experimentos a longo prazo em
cascavéis, demostraram que a incapacidade de realizar net shunt D-E ndo causa prejuizos
significativos em ajustes metabdlicos, eficiéncia na digestdo ou na taxa de crescimento dos
animais (LEITE et al., 2013). Dessa maneira, mais estudos sdo necessarios para o entendimento
do papel dos desvios intracardiacos no aguecimento nesses animais.

Em lagartos, as alteracOes rapidas da fn e DC s@o controladas em parte pelo SNA
(SEEBACHER € GRIGG, 2001) e principalmente por prostaglandinas (SEEBACHER € FRANKLIN,
2003). Em crocodilos (Crocodylus porosus) por sua vez, 0 SNA parece ter papel mais relevante
para a histerese do que em relacéo a substancias locais vasoativas como as prostaglandinas e o
Oxido nitrico (SEEBACHER e FRANKLIN, 2004). A vasodilatagdo/vasoconstricdo causadas por
essas substancias podem ser importantes fatores no controle do fluxo sanguineo e do DC
(ALTIMIRAS et al., 1998). Independente da predominancia do mecanismo envolvido no controle
da fn para o aquecimento, a descerebragdo nédo parece ter removido a habilidade de controle
dos parametros cardiovasculares frente ao aumento da temperatura, sejam eles autonémicos ou
humorais.

Ha indicios de que as areas encefalicas e vias (hipotalamo, area pré-optica) envolvidas
na termorregulacdo de mamiferos sejam as mesmas nos demais vertebrados ectotérmicos,
existem poucas evidéncias experimentais para tanto (SEEBACHER, 2009). Experimentos
envolvendo lesBes no hipotalamo (area pré-optica) levam a crer que essas areas também sdo
importantes para termorregulacdo em ectotérmicos (BICEGO et al., 2007). Contudo, os dados do
presente experimento indicam que apesar da possivel ocorréncia de modulagfes em areas
superiores, tais areas ndo inviabilizam os reflexos autonémicos para ajustes hemodinamicos
para termorregulacéo.

A anestesia suprimiu todas as respostas cardiovasculares ao aguecimento. Em animais

anestesiados ndo houve aumento da fy em resposta ao aquecimento, o que indica que o
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anestésico tem efeito depressor no SNA dos animais descerebrados. A anestesia causou
diminuicdo da PAM sis, PAM pul e Rsis basal. Além disso, nos animais anestesiados, o net

shunt D-E ndo aumenta durante o aguecimento, como observado em animais nédo anestesiados.

5.5. Estimulagdo dos quimiorreceptores periféricos de O:

De maneira geral, durante episodios de hipoxia os vertebrados garantem o suprimento
adequado de oxigénio aos tecidos por meio de ajustes ventilatérios. Esses ajustes sao
desencadeados por quimiorreceptores periféricos de O. e geram uma série de alteragdes
cardiovasculares. O NaCN (cianeto de sédio) tem sido utilizado em estudos do reflexo
quimiorreceptor e respostas ventilatorias em vertebrados ectotérmicos (eg. MCKENZIE e
TAYLOR, 1996; WANG et al., 2004). Ele atua estimulando a atividade dos quimiorreceptores de
02 bloqueando a fosforilagdo oxidativa e transporte de elétrons nas mitocondrias (BURLESON et
al., 1992).

Os mamiferos representam o grupo de vertebrados que mais se sabe a respeito dos
efeitos da estimulacdo dos quimiorreceptores. Este estimulo é complexo e composto por
respostas cardiovasculares primarias e secundarias que variam de acordo com a natureza e
intensidade do estimulo. As respostas priméarias evocadas por eventos de hipoxia sdo
bradicardia e vasoconstricdo, sendo a primeira resultante do aumento da atividade
parassimpatica e a Ultima resultante do aumento da atividade simpatica (PATON et al., 2005). A
resposta secundaria por sua vez € caracterizada por taquicardia e vasodilatacdo, resultante de
um feedback dos receptores de estiramento pulmonar em resposta a0 aumento do reflexo
ventilatorio, em mamiferos e anfibios (PATON et al., 2005; TAYLOR et al., 2010). Estes
receptores sdo também encontrados em répteis (TAYLOR et al., 2010). Em serpentes aquaticas e
terrestres 0 aumento da atividade ventilatoria resulta em taquicardia, possivelmente devido ao
estimulo desses receptores pulmonares, através de diminuicdo na atividade vagal (JACOB,
1980). Na cascavel, observa-se taquicardia e diminuicdo das PAM sis e PAM pul em resposta
ao NaCN. Isso estd de acordo com a resposta secundaria causada pelo aumento do reflexo
ventilatorio. Durante o protocolo de quimiorreflexo, os animais ventilaram livremente, sem
auxilio do tubo endotraqueal, e, portanto, ficaram livres para aumentar os reflexos ventilatérios
apos as injecdes. Observou-se que 0s animais aumentavam o esforgo ventilatorio apds as
injecdes de NaCN, no entanto, ndo foram realizadas medidas ventilatérias. Dessa maneira, ndo
h& dados que confirmem a suposi¢édo de que a taquicardia seria um reflexo secundario devido

ao estiramento de receptores pulmonares.
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Os estimulos dos quimiorreceptores (hipdxia) e seus efeitos entre grupos proximos de
vertebrados ectotérmicos sdo muito variaveis (SMATRESK, 1990). Além disso, a distin¢do entre
as respostas primarias e secundarias, bem como a identificacdo de outros receptores (receptores
de estiramento pulmonar, barorreceptores) envolvidos na resposta pode ser muito complexa
(SMATRESK, 1990). Estudos sobre o quimiorreflexo sdo raros em répteis, o que dificultou a
comparacdo dos dados obtidos com a literatura existente.

As injecdes de NaCN (400ug/kg) causaram diminuicdo do net shunt D-E, que progrediu
para 0 desenvolvimento do net shunt E-D a partir de 60s ap0s as inje¢fes. A hipoxia causou
aumento de Qpul em quelonios (BURGGREN et al., 1977) e peixes (FRITSCHE et al., 1993). Tais
alteraces podem estar relacionadas a diminui¢do do net shunt D-E, que se caracteriza por
reduzir a tolerancia a hipdxia e capacidade de transporte de O (WANG e Hicks, 1996). Dessa
maneira, 0 desenvolvimento do net shunt E-D em resposta as inje¢cfes de NaCN pode ser um
mecanismo compensatdrio para aumentar a oxigenagdo do sangue. O net shunt E-D (NaCN
400ug/kg) no entanto, ndo foi acompanhado de alteraces significativas nas Rsis e Rpul. Além
disso, embora o net shunt E-D ocorra, ndo foi possivel observar aumento significativo de Qpul,
bem como alteracGes de Qsis apds as injecbes (400 e 600ug/kg). O DC aumenta durante 60,
240 e 300s apds a injecdo de 600ug/kg. Tal alteracdo é resultado do aumento da fy durante a
estimulagdo simpatica, pois o0 VStot ndo se altera.

As injecOes de NaCN atestaram que a descerebracdo ndo removeu a capacidade na
geracdo de reflexos cardiovasculares em resposta a estimulacdo dos quimiorreceptores em
cascavéis. A descerebracdo também ndo prejudica respostas a estimulacdo de quimiorreceptores
em ratos descerebrados (ABDALA et al., 2009) e anfibios (WANG et al., 2004). De maneira
semelhante, a metodologia utilizada no presente estudo é eficaz na manutencdo de areas de
integracdo cardiovascular e respiratoria na regido do tronco encefalico, responsaveis pelo

reflexo quimiorreceptor.

7. CONCLUSOES

a) Os animais descerebrados mantém respostas autonémicas em resposta as alteracdes de
retorno venoso, perfusdo da cabeca, aguecimento e hipdxia;

b) A preparacdo descerebrada € uma possivel e promissora alternativa ao uso de
anestésicos em estudos que visam trabalhar com hipoteses que dependam da integridade
da funcdo autonémica.

c) Aanestesia com isoflurano compromete reflexos autonémicos importantes e prejudicam

a manutencdo das condi¢fes hemodinamicas no repouso.
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CAPITULO II

Avaliacéo da viabilidade de métodos de analise da
sensibilidade barorreflexa e de um modelo de estudo

com a cascavel sul americana (Crotalus durissus)
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RESUMO

Parte dos estudos que envolvem o sistema nervoso autonomo (SNA) em vertebrados
ectotérmicos utilizam anestésicos para a coleta de dados fisiol6gicos, ou periodos muito curtos
de recuperacgdo da anestesia e instrumentacdo. Essas condicdes tém efeitos negativos na funcéo
autondmica e, consequentemente, em toda a modulacdo dependente do SNA. A validacéo de
um modelo descerebrado, com SNA funcional, permitiria a obtencdo de mdltiplos dados
cardiovasculares, sem o efeito deletério dos anestésicos sobre os ajustes autondmicos. No
presente estudo, avaliamos o uso de animais descerebrados para estudos que compreendem o
SNA. Assim, quantificamos o efeito da anestesia com isoflurano sobre a modulagéo autondémica
do sistema cardiovascular. Avaliamos se o animal descerebrado expressa ajustes barorreflexos
de modo similar ao animal intacto. Também avaliamos o uso do método da sequéncia como
forma de analise barorreflexa em vertebrados ectotérmicos. Observamos que o uso de anestesia
(isoflurano 3%) suprime o mecanismo barorreflexo e causa diminuicdo da PAM sis (pressao
arterial média sistémica) dos animais. A medida de sensibilidade barorreflexa (bpm/kPa) em
cascavéis foi similar quando aferida pelos métodos da sequéncia, (26,4 £ 6,5) ou farmacologico,
(25,4 £ 7,6). Quando aferida pelo método farmacoldgico, a sensibilidade foi similar em animais
descerebrados e animais intactos (25,4+7,6 e 40,9+11,7, respectivamente). O método da
sequéncia, no entanto, superestimou a sensibilidade barorreflexa em animais descerebrados
(111,2 + 19,6). O indice de efetividade barorreflexa (BEI) também foi maior em animais
descerebrados, o que indica que modulacdes inibitdrias, provenientes de centros encefalicos
superiores, podem estar inibidas no modelo. Além disso, o isoflurano compromete o0s
mecanismos autonémicos como o barorreflexo e tal fato deve ser observado em estudos
funcionais ou na prética clinica. O método da sequéncia, com o devido cuidado, pode ser
utilizado como uma alternativa ao método farmacologico. Ainda, a preparacdo descerebrada
pode ser uma alternativa aos registros in vivo em algumas abordagens experimentais que
envolvam reflexos autondmicos e/ou com grande grau de instrumentacao.

Palavras chave: Barorreflexo. Descerebracdo. Cascavel. Isoflurano. Método da sequéncia.
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ABSTRACT

Part of the studies involving the autonomic nervous system (ANS) in basal vertebrates use
anesthetics for the collection of data or very short periods of anesthesia recovery and
instrumentation. These conditions have negative effects on autonomic function and
consequently on all SNA-dependent modulation. Validation of a decerebrated model, with
functional ANS could allow the development of multiple cardiovascular data without the
deleterious effects of anesthetics on the autonomic adjustments. In the present study, we
evaluated the use of decerebrated animals for studies that comprise the ANS. Thus, we
quantified the effect of isoflurane anesthesia on the autonomic modulation of the cardiovascular
system. We evaluate if the decerebrated animal expresses baroreflex adjustments in a similar
way to the intact animal. We also assess the use of the sequence method as a form of baroreflex
analysis in basal vertebrates. The anesthesia (isoflurane 3%) suppresses the baroreflex and
causes a decrease in the MAP (mean arterial pressure). The measure of baroreflex sensitivity
(bpm / kPa) in rattlesnakes was similar when measured by the sequence (26.42 + 6.56) or
pharmacological (25.43 = 7.65) method. The baroreflex sensitivity by the pharmacological
method was similar in decerebrated and intact animals (25.43 + 7.65 and 11.74 + 40.9,
respectively). However, the sequence method overestimated baroreflex sensitivity in
decerebrated animals (111.2 + 19.62). The baroreflex effectiveness index (BEI) was also higher
in decerebrated animals, indicating that inhibitory modulations from higher brain centers, may
be inhibited in the model. In addition, isoflurane compromises autonomic mechanisms such as
baroreflex and this fact should be observed in functional studies or clinical practice. The
sequence method, can be used as an alternative to the pharmacological method. Moreover, the
decerebrated preparation may be an alternative to in vivo recordings in some experimental
approaches involving autonomic reflexes and/or with a high degree of instrumentation.

Key words: Baroreflex. Decerebration. Isoflurane. Rattlesnake. Sequence method.
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1. INTRODUCAO

A Pa atua como forga motriz do sistema circulatério e esta sob monitoramento continuo
do SNA através do mecanismo barorreflexo. Grande parte do conhecimento sobre
barorreceptores e sobre 0 mecanismo barorreflexo € proveniente de estudos com mamiferos,
nos quais o seio carotideo e 0 arco aortico sdo os principais sitios de barorreceptores (BAGSHAW,
1985). Em lagartos e serpentes, o truncus arteriosus tem sido a regido mais apontada como sitio
de barorreceptores (BERGER et al. 1982; LILLYWHITE e DONALD, 1994). Alguns dos estudos
com répteis buscam entender os limites do barorreflexo e suas similaridades entre espécies.
Entre espécies de lagartos (ZENA et al., 2016; BERGER, 1980) a sensibilidade barorreflexa é
muito similar. Além disso, répteis (ZENA et al., 2016; HAGENSEN et al., 2010) e outros
vertebrados ectotérmicos (ZENA et al., 2015) demonstram a alta capacidade de resposta
barorreflexa da fn & hipotensdo, de forma a proteger eficientemente os 6rgaos e tecidos de
quedas significativas de Pa.

A sensibilidade barorreflexa pode ser estimada avaliando as respostas de frequéncia
cardiaca as alteracGes na pressdo arterial. O meétodo farmacologico é o mais utilizado em
vertebrados ectotérmicos para o estudo do mecanismo barorreflexo (ZENA et al., 2016;
HAGENSEN et al., 2010). Neste método, inje¢des de farmacos vasoativos resultam em alteragdes
de resisténcia periférica e tonus vascular. Isso altera a Pa e desencadeia respostas
compensatérias da fu. Esta alteracdo, por sua vez, € utilizada para indicar a presenca do
barorreflexo e sua eficacia em tamponar alteracdes de Pa (e.g MILLARD e MOALLI, 1980;
ALTIMIRAS, 1998) (Figura 2). Nessa analise, a curva sigmoide fornece parametros importantes
para a caracterizacdo do barorreflexo, sendo eles: os valores maximos (A) e minimos da (D) da
fu; aamplitude da resposta da f1 (diferenca entre a fy maxima e a fu minima); o valor da PAM
a 50% da amplitude da fn (PAMs0) e 0 ganho maximo (Gso0), que corresponde ao ponto de
maior alteracdo da fn pela menor alteracdo de Pa, sendo o indicador mais utilizado da
sensibilidade barorreflexa (REID, 1996; ZENA et al., 2016).
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Figura 1. Figura 1. Curva barorreflexa, indicando pardmetros resultantes da aplicacdo do
método farmacoldgico. Na ordenada, estdo indicados a frequéncia cardiaca maxima (A), a frequéncia
cardiaca minima (D). No eixo X, a PAMso corresponde ao valor da PAM a 50% da amplitude da fy.O
ganho é a medida utilizada para indicar a sensibilidade barorreflexa.

O método da sequéncia (Figura 2) permite a observacdo de sequéncias barorreflexas
espontaneas, definidas como sequéncias de trés ou mais contragdes cardiacas nas quais a
pressao arterial sistélica (PAS) aumenta progressivamente e o intervalo RR (RRi) aumenta em
sequéncia. Essa alteracdo ocorre geralmente com delay (atraso) de uma contracdo cardiaca,
caracterizando assim, sequéncias positivas (UP). A alteracdo inversa, com reducao de PAS e
RRi, seriam sequéncias barorreflexas negativas (DOWN) (D1 RIENZO et al., 2001). A
sensibilidade barorreflexa é obtida pela inclinacdo média de todas as sequéncias barorreflexas
(BERTINIERI et al., 1985; RIENZO et al., 2001) e indicam o quanto as alteracGes de Pa afetam a
fu nas condicdes da medida.

e At
4 « b J v

Pressao /
Arterial )

Coeficiente de
inclinagdo

Intervalo R-R

Pressdo arterial sistolica

Figura 2. O método da sequéncia. A parte superior da figura ilustra uma sequéncia barorreflexa
positiva, na qual a PAS e intervalo RR aumentam. Abaixo, a representacdo grafica através da qual é
obtida a regressao linear da sequéncia barorreflexa. A sensibilidade barorreflexa é obtida através da
média do coeficiente de inclinacdo de todas as sequéncias barorreflexas positivas e negativas
(adaptado de Di Rienzo et al. 2001).
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Em individuos saudaveis, as rampas de pressdo ndao sao sempre acompanhadas de
rampas reflexas de RRi. Di Rienzo et al (2001) sugeriu que isso pode indicar que sob condi¢fes
fisioldgicas o barorreflexo nem sempre se sobrepde a outros reflexos para ganhar o controle do
no sinusal. Para quantificar essa taxa de recrutamento cardiaco pelo barorreflexo, foi
desenvolvido o indice de Efetividade Barorreflexa (BEI) (DI RIENZO et al., 2001). O BEI é
obtido pela relagdo entre o nimero de rampas de PAS seguidas pelas correspondentes rampas

de Pl e o nimero total de rampas de PAS, como proposto por Di Rienzo (2001):

numero de sequéncias iRR / PAS
BEI =

namero de rampas PAS

O método da sequéncia tem sido utilizado em alguns estudos com mamiferos, mas ainda
ndo foi validado para vertebrados basais. A validacdo desse método pode ser bastante Gtil para
ectotérmicos por possibilitar a afericdo do barorreflexo em condi¢des dindmicas, frente a
desafios fisioldgicos, ou mesmo em repouso, em condi¢cdes ambientais diversas; além de nao
necessitar da aplicacdo de mdltiplas injecdes de farmacos vasoativos.

Atualmente, na fisiologia comparada, muitos estudos in vivo e avangos vém sendo
realizados para o entendimento de mecanismos regulatérios mediados pelo SNA (ZENA et al.,
2016; ARMELIN et al., 2014; LEITE et al., 2013). A quantificacdo da sensibilidade barorreflexa
e dos limites do barorreflexo demandam animais funcionalmente integros. Alteracdes na
modulacdo autonémica relacionados aos métodos de instrumentacdo e possiveis estresse de
manuseio sdo fatores importantes nesses estudos. Como alternativa, alguns grupos de pesquisa
utilizam preparacdes em plano anestésico para a coleta de dados (GALLI et al., 2007; TAYLOR
et al., 2009). Infelizmente, apesar de utilizado com frequéncia, esse método também possui
limitacdes. Foi observado que anestésicos inalaveis causam reducdo da Pa e da fy em lagartos
da espécie lguana iguana (MoOSLEY et al., 2004), e podem interferir em diversas outras funcdes
cardiovasculares. Ainda, em roedores anestésicos inalaveis deprimem a funcéo barorreflexa,
através da diminuicdo da sensibilidade barorreflexa e da amplitude da FC em anélises com
métodos farmacologicos (LEE et al., 2002).

Muitos estudos em vertebrados mamiferos (PICKERING et al., 2006) e alguns vertebrados
basais (WANG et al., 2004) utilizam preparacOes descerebradas. Nestes, geralmente é realizada
a remogcdo do telencéfalo e porgéo do diencéfalo (DoBSON e HARRIS, 2012; LEE et al., 2002), 0
que por sua vez, inativa o funcionamento do talamo, estrutura relacionada ao processamento de

diversos estimulos, incluindo os provenientes de nociceptores (SILVERMAN et al., 2005), mas
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mantém as estruturas do SNA. Experimentos com roedores evidenciam que as respostas
barorreflexas sdo mantidas, mesmo apds descerebragdo (BosCAN et al., 2001; LEt et al., 2002).
O procedimento de descerebracdo prové uma preparacdo experimental que pode ser recuperada
da anestesia/instrumentacéo cirdrgica e que se mantém sem qualquer processamento superior,
incluindo nocicepgdo e estresse durante os protocolos. Preparacfes descerebradas foram
apontadas como uma alternativa ao uso de anestésicos em estudos que enfrentam limitacGes
éticas em mamiferos (SAPRU e KRIEGER, 1979). Em decorréncia disso, buscamos produzir uma
preparacdo de vertebrado descerebrado, representativo no grupo Squamata, que permita estudos
eficientes de reflexos autonémicos dentro de aspectos éticos. Assim, buscamos avaliar o efeito
da anestesia com isoflurano, anestésico inalatorio de uso corrente, na expressdo do mecanismo
barorreflexo e manutencdo da pressdo arterial. Avaliamos a preparacdo descerebrada como
modelo experimental til, analisando se, o0 mecanismo barorreflexo, um importante reflexo
autondmico, permanece integro apds a preparacao, e se suas caracteristicas tém similaridade
com o de um animal intacto. Ainda, verificamos a efetividade do método da sequéncia para

estudos de barorreflexo.

2. OBJETIVOS GERAIS
Investigar a sensibilidade barorreflexa em répteis e comparar a efetividade de métodos
de andlise barorreflexa (farmacoldgico e método da sequéncia) e possiveis modelos de estudo

para a avaliacdo do barorreflexo (animal acordado, anestesiado e descerebrado).

2.1. Objetivos especificos

a. Descrever o mecanismo barorreflexo da cascavel sul americana, Crotalus durissus

b. Awvaliar o uso de animais descerebrados como alternativa para estudos de sensibilidade

barorreflexa.
c¢. Quantificar o efeito da anestesia com isoflurano sobre 0 mecanismo barorreflexo.

d. Avaliar a confiabilidade do uso do método da sequéncia em comparagdo ao método

farmacologico para descri¢do do barorreflexo em animais acordados em repouso.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencdo e manutencao dos animais

Os animais utilizados neste experimento (n = 13) foram doados por centros de recepc¢ao
elou criacdo cientifica, como o Instituto Butantan em S&o Paulo e o Jacarezério da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” em Rio Claro/Sao Paulo. Os
exemplares foram transportados e mantidos no Departamento de Ciéncias Fisiologicas em S&o
Carlos (UFSCar). Os procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas
estabelecidas pelo Conselho de Etica de Uso de animais (CEUA-UFSCar).

Os animais foram mantidos em caixas individuais (dimensfes 44x50x43cm), a
temperatura de 28-30°C, com livre acesso a agua e foram alimentadas a cada duas semanas
com camundongos provenientes do Biotério Central da UFSCar. A alimentacdo foi
interrompida duas semanas antes de qualquer procedimento experimental para evitar o efeito
do incremento metabolico pds-prandial (SDA - ANDRADE et al. 1997) nos animais de estudo.

Tal periodo ndo configura jejum em serpentes.

3.2. Anestesia e pds-operatorio

Para qualquer procedimento de instrumentacdo, os animais foram primeiramente
anestesiados com COz (WANG et al., 1993; LEITE et al., 2013) até perda dos reflexos de ajuste
de postura corporal, para que pudessem ser manipulados com segurancga. O procedimento segue
a Resolucdo Normativa CONCEA n. 29, que especifica os cuidados anteriores ao manuseio de
serpentes viperideas. Em seguida, foi inserido um tubo endotragqueal para ventilagdo mecanica
com o anestésico inalavel isoflurano; 3-5% na inducdo e 2-4% na manutencdo da anestesia
(TAMBOURGI e BIZERRA, 2010). Apo6s a perda total de tdnus muscular, os animais foram
submetidos as cirurgias descritas a seguir. Todos 0s animais receberam anestésico local
(lidocaina 2%) nos pontos de incisao, além de injecdes de antibi6tico (Chemitril 11 mg/kg) e
anti-inflamatério (Flunixin 1,1 mg/kg), como indicado para répteis (CuBAs et al., 2006;
WAXMAN et al., 2015) no po6s-operatdrio, a cada 48 horas. Ao final dos protocolos propostos,
0s animais receberam dose intravenosa do anestésico Pentobarbitol 100mg/kg. O momento de

eutanésia, foi conferido ao momento de execugdo do procedimento de descerebragéo.

3.3. Instrumentacéo
Apos o protocolo de anestesia e sob efeito do isoflurano (5 - 3%), foram realizadas

incisdes ventrolaterais (~4,5cm) no primeiro terco do corpo dos animais. Isso permitiu a
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exposicdo da rea rostral ao coragéo e acesso aos vasos centrais. Assim, foi realizada canulacéo
oclusiva da artéria vertebral para medicao da pressdo arterial no arco sistémico direito. Ao final
do procedimento as canulas foram exteriorizadas e fixadas com pontos de sutura no dorso do
animal. Tal procedimento permitiu o registro continuo da Pa (sistema de transducéo,
amplificacdo, e registro ADInstruments) e calculos de f+ e dos pardmetros de presséo arterial
(Labchart, ADInstruments).

3.4. Descerebracéao

Para este procedimento, os animais foram anestesiados conforme descrito
anteriormente. Durante anestesia, foi realizada uma incisdo medial na pele da cabeca para expor
0 cranio e utilizando aparelho de micro broca (AWT/WR-115) foi feita uma pequena abertura
medial (~2-3mm didmetro) na caixa craniana ao nivel da sexta escama caudal a escama superior
da abertura ocular (Figura 3). Os vasos aparentes foram cauterizados. Em seguida foi realizada
uma incisdo nas meninges expondo o teto Optico. Apds isso, foi feita uma incisdo com
cauterizador, perpendicular a base do cranio, sobre o teto éptico seccionando toda a estrutura
nervosa aquele nivel. Todo o sistema nervoso rostral a incisao foi cauterizado e inviabilizado.
Permaneceram intactas as estruturas referentes ao cerebelo, tronco encefalico e a porcéo
posterior do hipotalamo. Geofoan (esponja hemostatica) e algodao foram inseridos no espago
aberto para estabilizacdo do tecido nervoso remanescente. A incisdo foi, posteriormente,
suturada a fim de evitar ressecamento do tecido. O procedimento de descerebracdo, por ser um
procedimento que, de forma irreversivel, levou a perda de funcdes para a vigilia e operacdo
normal, foi considerado 0 momento de eutanasia dos animais. Assim, posteriormente, quando
mencionado momentos e periodos de recuperacao pés-cirurgia nos animais descerebrados, sera
uma referéncia a finalizacdo do efeito da anestesia na preparacdo e 0 concomitante
reestabelecimento de padrbes autondmicos para manutencdo de funcbes viscerais.

Apos a descerebragdo, foi realizada a canulagdo da arterial vertebral conforme descrito
anteriormente. Na sequéncia, a anestesia foi retirada e a preparacao recuperada por 24h antes

dos protocolos experimentais.
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(a) (b)

Figura 3. Imagens para referéncia do procedimento de descerebragéo, mostrando o local de incisdo
(seta branca) ao nivel da sexta escama caudal a escama superior da abertura ocular (2); a incisdo na
pele do dorso da cabeca (b); abertura no craniano com micro broca (c) expondo meninge (*) com
grande vaso arterial (seta branca) a altura da incisdo para descerebracao.

3.5. Barorreflexo em cascavéis intactas a 30°C

O protocolo para estudo do barorreflexo foi realizado em 7 animais (560 * 68g), que
passaram pelo processo de anestesia e instrumentagdo conforme descritos acima. Este
procedimento permitiu a administracdo de drogas experimentais e registro da Pa sis. Os
animais se recuperaram dos procedimentos cirdrgicos por 24-48h (ou até estabilizacdo dos
parametros cardiovasculares medidos) em uma camara climatica, a 30°C. Em seguida
registraram-se o sinal de pressdo durante 40 minutos para calculo de Pa sis e fy e anélise do
barorreflexo pelo método da sequéncia. Na sequéncia, uma série de injecOes intravasculares
permitiram a injecdo de drogas para o protocolo farmacoldgico (0,5 ml). Os farmacos
vasoativos, utilizadas neste estudo foram: o agonista al-adrenérgico, fenilefrina (PE), 5.0,
10.0, 25.0 e 50.0 ug/kg; e o doador de Oxido nitrico, nitroprussiato de sédio (SNP), 2.5, 5.0,
10.0 e 25.0 ug/kg conforme descrito em protocolo similar para estudo em lagarto teit (ZENA
et al. 2016). As injecOes foram realizadas em doses crescentes e de maneira intercalada entre
PE e SNP. Antes da aplicacdo de cada dose, os parametros cardiovasculares foram monitorados
para certificagdo de que haviam retornado aos valores de pré-injecdo. Injecdo de salina de

mesmo volume foi utilizada como controle do procedimento.

3.6. Barorreflexo em cascavéis descerebradas a 30°C

Para o estudo do barorreflexo com animais descerebradas, seis animais (941,5 £ 55,59)
foram submetidos aos procedimentos de anestesia, instrumentacdo implantacdo de canulas
sistémicas e descerebracdo (descrita nos itens 3.2). Os animais se recuperaram da anestesia e
instrumentacdo por um periodo de 24-48h em cémaras climaticas, a 30°C. Os protocolos se
seguiram em dois dias na mesma temperatura. No primeiro dia de experimento foi realizado o

registro de 40 minutos para analise da sensibilidade barorreflexa pelo método da sequéncia e
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posterior a isso, a realizacdo do protocolo farmacolégico. No segundo dia de experimento, no
mesmo animal, 0s mesmos protocolos foram realizados ap06s aplicacdo do protocolo de
anestesia com isoflurano, com ventilacdo mecénica a 5% (frequéncia 1-3 respirac6es/minuto)
por 15 a 30 minutos para inducdo e 3% para manutencdo por todo o tempo de aplicacdo do

protocolo.

3.7. Analise barorreflexa pelo método da sequéncia

Para anélise do barorreflexo pelo método da sequéncia, os dados foram coletados em
repouso, anteriormente a aplicacdo de qualquer droga vasoativa. Sequencias de valores de RRi
e PAS foram obtidas com o programa Labchart (ADInstruments) e em seguida exportados para
0 programa CardioSeries v.2.4 (www.danielpenteado.com), que forneceu valores de ganho
(RRi x PAS), BEI, e numero de sequéncias barorreflexas e rampas, positivas e negativas. Os
valores de ganho obtidos em RRi (ms) foram convertidos e apresentados em bpm para a
comparagdo com o método farmacologico.

Assim, arquivos contendo 300 contragBes cardiacas consecutivas (~10min) foram
analisados para observacéo de ocorréncia de sequencias barorreflexas, contendo trechos, com
ao menos 3 ciclos, que apresentaram aumentos progressivos na PAS e intervalo RRi (sequéncias
UP) ou vice-versa (sequéncias DOWN). Foi considerado atraso (delay) de 1 ciclo cardiaco para

analise, por este resultar em maior nimero de sequéncias detectadas.

3.8. Analise barorreflexa pelo método farmacoldgico
A andlise foi realizada a partir de trechos de registros de pressao obtidos anteriormente e
durante o maior efeito apds a aplicacdo de doses de PE e SNP. Os registros de pressdo foram
utilizados para obtencéo de valores de fu e PAM no repouso e apos alteragdo de resisténcia
periférica. A relacdo entre PAM e fy para cada animal foi obtida através da funcdo logistica

sigmoide de quatro parametros (REID, 1996):

1+( MA/c)B
Nesta, o A representa a fy méaxima (bpm); D é a fu minima; B é o coeficiente de
inclinacdo e C é o valor de PAM no ponto medio do intervalo fn (PAMso; kPa). O ganho (G50)
do barorreflexo (ou sensibilidade barorreflexa) no (PAMso quando PAM = C) foi calculado

como:
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—B(A-D)
4C
Para a anélise foram observados trechos dentro de até 5 minutos apds as injecGes, com

pico de resposta de Pa e fn as drogas vasoativas e que ndo apresentem artefatos no tracado de
Pa.

3.9. Anélise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. A comparacdo das médias
obtidas através do método da sequéncia (numero de rampas de Pa, numero de rampas
barorreflexas, nimero de rampas nao-barorreflexas, BEI) entre os grupos intactos e
descerebrados foram realizadas atraves do teste de Mann-Whitney. As variaveis barorreflexas
obtidas através do método farmacolédgico (fn méxima, fu minima, amplitude da fn, Gso,
PAMBs0), bem como a analise das médias de PAM e fy em resposta as doses de PE e SNP
também foram analisadas através do teste de Mann-Whitney.

O efeito da anestesia e da descerebracdo no ganho, PAM sis e fy foram analisados
através de um modelo generalizado misto. As analises estatisticas foram feitas através dos
softwares IBM SPSS versédo 20 e GraphPad Prism versdo 7.0. As diferencas entre as médias do
modelo generalizado misto foram analisadas através do pds-teste de Bonferroni. As diferencas

entre as médias foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Método da sequéncia
A sensibilidade barorreflexa (ganho) da preparacdo descerebrada foi 111,2 + 19,62
(bpm/kPa), maior que em animais intactos, 27,08+5,97 (bpm/kPa) (Figura 4; Tabela 1).

METODO DA SEQUENCIA
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Figura 4. Ganho (bpm/kPa) obtido pelo método da sequéncia em animais intactos e
descerebrados. Ganho de animais intactos (barra branca) e descerebrados (barra cinza) obtido pelo
método da sequéncia. Valores indicados por letras diferentes representam diferenca estatistica entre
0s grupos. Intactos, N = 7. Descerebrados, N =6. Os dados foram apresentados como médiatE.P.M.
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O numero de rampas de Pa UP de animais intactos foi 33,2% maior que de animais
descerebrados, enquanto que o numero de rampas DOWN e nimero total de rampas de Pa foram
similares entre animais intactos e descerebrados (Figuras 5; Tabela 1). Em animais
descerebrados foi possivel observar um numero 48,8% a mais de rampas barorreflexas positivas
em relacdo aos animais intactos (Figura 5; Tabela 1). O nimero de sequéncias barorreflexas
negativas e numero total de sequéncias barorreflexas foi semelhante entre os grupos (Figuras
5; Tabela 1). O nimero de sequéncias nao barorreflexas positivas e negativas foi semelhante
entre animais intactos e descerebrados, bem como o total de sequéncias ndo barorreflexas
(Figura 5; Tabela 1). O BEI relativo a sequéncias positivas (BEI +/ BEI UP) foi 88% maior em
animais descerebrados enquanto que o BEI relativo a sequéncias negativas (BEI -/BEI DOWN)
foi similar entre os grupos. O BEI total foi semelhante entre os grupos, sendo 29% em animais

intactos e 42% em animais descerebrados (Figuras 5; Tabela 1).
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Figura 5. Variaveis barorreflexas obtidas atraves do método da sequéncia. As variaveis obtidas
pelo no método da sequéncia em animais intactos (n = 7) e descerebrados (n = 6) em sequéncias
positivas e negativas. Os graficos apresentam as rampas de presséo arterial (A, B, C), sequéncias
barorreflexas (D, E, F), sequéncias ndo-barorreflexas (G, H, I) e o indice de efetividade barorreflexa
(J, K, L). Letras diferentes representam diferenca estatistica entre as variaveis de animais intactos e
descerebrados. Os dados sdo apresentados como média + E.P.M.
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Tabela 1. Variaveis obtidas através do método da sequéncia em cascavéis descerebradas e intactas.

INTACTOS DESCEREBRADOS
PAM sistémica (kpa) 39+04 3,69+0,3
Frequéncia cardiaca (bpm) 334+£23 33,88 3,6
RRi (s) 1,9+0,2 2,35+ 0,24
PAS (kPa) 45+0,3 411+0,3
Ganho (bpm/kPa) 26,4 £ 6,5 111,2 +19,6*
BEI ALL 0,2+0,03 0,42+0,5
BEI UP 0,2+0,02 0,47 =+ 0,06*
BEI DOWN 0,3+0,05 0,40+0,1
Rampas UP de PA 435+5,7 32,6 £1,5*%
Rampas DOWN de PA 28,0+ 3,6 29,3+2,7
Total de rampas de PA 71,7+34 62,2+ 4,1
Rampas UP BRR 10,3+1,0 15,3+ 1,7*
Rampas DOWN BRR 99+15 115+20
Total de rampas BRR 202+£21 26,8+ 3,0
Rampas UP ndo-BRR 9613 86+11
Rampas DOWN néo-BRR 8,313 9,054
Total de rampas ndo BRR 179+23 17,7+1,3

Os dados sdo apresentados como média + E.PM. As variaveis foram obtidas pelo método da
sequéncia, que forneceu o indice de efetividade barorreflexa (BEI), as rampas de Pa down e up
(negativas e positivas), as rampas barorreflexas down e up (positivas e negativas) e rampas nao
barorreflexas down e up (positivas e negativas) e ganho. Além disso sdo apresentados os valores
basais de f1, PAM sis, intervalo RR e presséo arterial sistélico (PAS). Asteriscos (*) indicam a

diferenca estatistica entre animais intactos (n=7) e descerebrados (n=6).
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4.2. Método farmacoldgico

As doses de PE causaram elevagOes da Pa em animais intactos e preparagao
descerebrada (Figura 6 e 8). Foi possivel observar compensacdes barorreflexas da fn
correspondentemente ao aumento da Pa em animais intactos (Figura 6) e descerebrados (Figura
8). Em animais intactos, todas as doses de SNP testadas causaram diminuicdo da Pa e elevagdes

compensatérias da fy (Figura 7; Figura 10).
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Figura 6. Efeito da fenilefrina (50ug/kg) na pressdo arterial pulsatil (PAP) e frequéncia cardiaca
(fH) em animais intactos ao longo de 5 minutos.
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Figura 7. Efeito do nitroprussiato de sddio (10ug/kg) na pressdo arterial pulsatil (PAP) e frequéncia
cardiaca (f1) em animais intactos ao longo de 5 minutos.
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Figura 8. Efeito da fenilefrina (50ug/kg) na pressao arterial pulsatil (PAP) e frequéncia cardiaca
(f1) em animais descerebrados ao longo de 5 minutos.
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Figura 9. Efeito do nitroprussiato de sodio (10ug/kg) na pressao arterial pulsatil (PAP) e frequéncia
cardiaca (fn) em animais descerebrados ao longo de 5 minutos.

As injecdes de de SNP (2.5, 5, 10 e 20ug/kg) provocaras quedas na PAM sis nos animais

descerebrados, enquanto a fy aumentou em resposta as reducfes da Pa (2.5, 5, 10 e 25ug/kg)

(Figuras 8, 9 e 10).
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Figura 10. Efeito das inje¢es de PE e SNP na f4 e PAM sistémica em cascavéis descerebradas
e intactas. Os gréaficos exibem o efeito da PE e do SNP na PAM sistémica (A, C) e na fn (B, D) de
animais intactos (barras brancas) e descerebrados (barras cinzas). Diferentes letras indicam a
diferenca estatistica das doses dos farmacos em animais intactos (letras maidsculas) e descerebrados
(letras minusculas). Descerebrados, N = 6. Intactos, N = 7. Os dados foram apresentados como
médiazE.P.M.
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O ganho obtido pelo método farmacoldgico foi semelhante entre animais intactos
(27,98+9,36 bpm/kPa) e descerebrados (40,9+11,74 bpm/kPa) (Figura 11).
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Figura 11. Ganho (bpm/kPa) obtido através do método farmacolégico em animais intactos e
descerebrados. Valores de ganho de animais intactos (barra branca) e descerebrados (barra cinza)
obtidos através do método farmacoldgico. Valores indicados por letras iguais representam a
igualdade estatistica entre os grupos. Intactos, N = 7. Descerebrados, N =6. Os dados foram
apresentados como média + E.P.M.

As variaveis barorreflexas, fu minima, fu méxima, amplitude da fn, coeficiente de
inclinacéo, presséo arterial no ponto medio da f, coeficiente de regressdo foram semelhantes
entre animais intactos e descerebrados (Figura 12A, 12B e 12C; Figura 13A e 13B; Tabela 2).
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Figura 12. Curvas barorreflexas individuais de animais intactos e descerebrados (30°C). As
curvas foram obtidas através de inje¢des de PE (5.0, 10.0, 25.0 e 50.0 ng/kg) e SNP (2.5, 5.0, 10.0
e 25.0 ug/kg). Os gréficos apresentam as curvas individuais (A, B) e médias (C) de animais intactos
(circulos; linhas continuas) e descerebrados (losangos; linhas pontilhadas). Intactos, N = 7;
descerebrados = 6.

94



95

A B
60 1 60 7
—~ 501 —~ 507
€ 1S
o 407 o 407
o) o]
- 307 - 307
20 7 207
°
10 T T T T 1 10 T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
PAM sis (kPa) PAM sis (kPa)

Figura 13. Curvas barorreflexas médias de animais descerebrados e intactos (30°C). Curvas
obtidas através com as injecdes de PE e SNP em cascavéis intactas (B; circulos) e descerebradas
(A; losangos). Intactos, N = 7; descerebrados, N = 6.

Tabela 2. Variaveis obtidas pelo método farmacol6gico em cascavéis descerebradas e
intactas.

INTACTOS DESCEREBRADOS
PAM sistémica basal (kPa) 39104 3,69+0,31
Frequéncia cardiaca basal (bpm) 334+23 33,88+ 3,6
Frequéncia cardiaca minima (D) (bpm) 279+45 29,57+ 3,4
Frequéncia cardiaca maxima (A) (bpm) 52,6+0,9 49,91+ 4,1
Amplitude da fn(bpm) 23,9 20,3
Coeficiente de inclinacéo (B) -219+6,5 -25,27+ 7,5
PAMS0 (kPa) 3,2+0,3 3,23+0,6
Ganho50 (bpm/kPa) 27,9+9,.3 40,9+ 11,7
R2 08+0,1 0,79+0,1

Os dados sdo apresentados como média+E.PM. A tabela apresenta as variaveis Frequéncia cardiaca
minima (D), Frequéncia cardiaca maxima (A), coeficiente de inclinagdo (B), PAMs0 (pressdo
arterial no ponto médio da frequéncia cardiaca), G50 (ganho maximo) e R2. N&o foram observadas
diferencas estatisticas entre as variaveis de animais intactos e descerebrados. Intactos, N = 7.
Descerebrados, N = 6.
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4.3. Comparacdo métodos farmacologico e meétodo da sequéncia

Em animais intactos o ganho foi similar quando calculado através dos métodos da
sequéncia e farmacologico (Figuras 14B; Tabela 3). Animais descerebrados por sua vez,
apresentaram maior sensibilidade barorreflexa através do método da sequéncia (Figura 14A,
Tabela 3).
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E 150 b E 40+ _a_ .
2 BB -
< < 304 T
g_ 100- g_
& <, 204
o a o)
< 90 I £
3 &
O 1 ! O T T
Farmacol. Sequéncia Farmacol. Sequéncia

Figura 14. Os valores de ganho (bpm/kPa) de animais intactos, obtidos através dos métodos da
sequéncia e farmacoldgico. A barra sem preenchimento (branca) representa 0 método da sequéncia
(n=7). A barra preenchida (preta) representa 0 método farmacolégico (n=7).

Tabela 3. Comparacdo da sensibilidade barorreflexa de animais intactos e descerebrados
obtida através dos métodos da sequéncia e farmacoldgico.

GANHO
Método da sequéncia Método farmacoldgico
Intactos (30°C) 27,0 £ 5,9 bpm/kPa 27,9 + 9,3 bpm/kPa
Descerebrados 111,2 £ 19,6 bpm/kPa 40,9 £ 11,7 bpm/kPa *

(30°C)

Os dados sdo expressos em médiatE.P.M. A tabela mostra o ganho (bpm/kPa) de animais intactos
e descerebrados calculados pelo método da sequéncia e farmacoldgico. Valores com asteriscos (*)
indicam diferenca estatistica. Intactos, N = 7. Descerebrados, N = 6.
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4.4. Método farmacoldgico em animais anestesiados

Na preparagdo anestesiada (isoflurano 3%), ndo foi possivel observar relagdo clara entre

PAM e fy em resposta a PE e SNP (Figuras 15 e 16). Portanto, ndo foi possivel a obtengéo de

curvas barorreflexas e o calculo do ganho através do método farmacoldgico nesses animais.
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Figura 15. Efeito da fenilefrina (251g/kg) na pressdo arterial pulsatil (PAP) e frequéncia cardiaca
(fn) em animais descerebrados anestesiados ao longo de 5 minutos.
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Figura 16. Efeito do nitroprussiato de sddio (SNP) (10pg/kg) na presséo arterial pulsatil (PAP) e
frequéncia cardiaca (fH) em animais descerebrados anestesiados ao longo de 5 minutos.
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Apesar da fy ser similar entre anestesiados e ano anestesiados, a PAM sis de repouso foi
menor sob anestesia (Figura 17A, 17B; Tabela 4).
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Figura 17. Variaveis cardiovasculares fy (bpm) e PAM sis (kPa) basais de animais
descerebrados e descerebrados anestesiados. As barras sem preenchimento (branco) representam
animais descerebrados (n=6) e as barras preenchidas (preto) representam animais descerebrados
anestesiados (n=6).

Tabela 4. Parametros cardiovasculares em animais descerebrados anestesiados e ndo anestesiados

Descerebrados nao Descerebrados
anestesiados anestesiados
PAM sistémica (kPa) 36+0,3 2,1+0,3*
Frequéncia cardiaca 33,8+3,6 33,1+16

(bpm)

Os dados séo apresentados como média+E.P.M A tabela apresenta a fu (bpm) e PAM sistémica
(kPa) de animais descerebrados anestesiados e ndo anestesiados. Valores indicados com asterisco
séo estatisticamente diferentes. Descerebrados anestesiados, N = 6. N&o anestesiados, N = 6.
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da sensibilidade barorreflexa na cascavel sul americana Crotalus
durissus

As caracteristicas do barorreflexo podem ser obtidas através de informacGes sobre os
barorreceptores, sobre os centros de integracdo no SNC e a partir dos efetores autondmicos
envolvidos nesse reflexo. Dessa maneira, na literatura existe uma variedade de estudos distintos
que descrevem as caracteristicas do barorreflexo em vertebrados basais. Em serpentes e outros
répteis, grande parte destes estudos evidenciam de maneira qualitativa a presenca do
mecanismo barorreflexo e reflexos cardiovasculares em resposta a alteragdes ortostaticas de Pa
(LILLYWHITE e SEYMOUR, 1978; HOHNKE, 1975).

A descricdo da sensibilidade barorreflexa por sua vez, pode ser realizada através de
métodos pouco invasivos, como os métodos farmacoldgico e da sequéncia, e métodos invasivos
com a estimulacdo direta dos barorreptores (open loop). Nos métodos open loop, a resposta do
componente sensor (barorreceptores) é estudada separadamente da resposta da fn e seu reflexo
causado na Pa sistémica (VLIET e WEST, 1994). A estimulacdo dos barorreceptores e as
descargas individuais de cada receptor séo obtidas e entdo codificadas em valores de PAM
(VLIET e WEST, 1994). Tais métodos requerem preparacfes anestesiadas, pois sdo altamente
invasivos. Por esse motivo, atualmente os métodos mais utilizados sdo os métodos
farmacoldgicos, que analisam a resposta da Pa sistémica e da f causada pela injecéo de drogas
vasoativas (ALTIMIRAS et al., 1998; MILLARD e MOALLI, 1980; HAGENSEN et al., 2010). Além
disso, a falta de informacdes sobre a localizacdo dos barorreceptores em vertebrados basais
também confere vantagem para os métodos farmacol6gicos, pois as alteracdes de pressdo
causadas pelos farmacos estimulam todas as regiGes do sistema circulatorio que contém
barorreceptores. O método da sequéncia, por sua vez, apresenta vantagens semelhantes, mas
dispensa a utilizagdo de farmacos. Este método é muito utilizado em mamiferos (e.g OSTING et
al., 1997) mas pouco utilizado em vertebrados ectotérmicos.

A cascavel sul americana exibiu reflexos claros de taquicardia em resposta a eventos de
hipotensdo, enquanto que eventos hipertensivos causaram bradicardia reflexa. O Gso (ganho)
normalizado, indice que representa a porcentagem de mudanca da fn por unidade da Pa (kPa),
foi de 67% na cascavel, valor relativamente proximo ao relatado em duas espécies de lagartos
Salvator marianae 94% (ZENA et al., 2016) e Tiliqua rugosa 98% (BERGER, 1980) ambos a
~25°C . A amplitude da fn de C. durissus, 23,98, foi proxima ao teit Salvator marianae, 24,7
(ZENA et al., 2016).
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Em animais intactos e descerebrados, a PE pareceu ter um efeito menos significativos
que o SNP na geracdo de alteracGes de RP e respostas cardiovasculares, mesmo em doses
maiores (PE 100 e 1000pg/kg). Skals (2005) observou que a PE causa efeitos menos
pronunciados no sistema cardiovascular (DC, VSsis, Rsis) da cascavel Crotalus durissus, em
comparacdo a adrenalina, o que pode ser resultado de uma baixa afinidade da PE com os
receptores alfa-adrenérgicos nessa espécie. De maneira semelhante, o teil ndo exibiu
bradicardia significativa em resposta a todas as doses de PE, o que pode ser atribuido em parte
ao alto ténus vagal no coracdo desses animais, pois diminuicdes drasticas na fu durante
episodios hipertensivos poderiam comprometer a homeostase cardiaca (ZENA et al., 2016).
Nenhuma dessas hipoteses, no entanto, foi testada nos trabalhos citados. Além disso, a anatomia
cardiaca dos répteis possibilita a ocorréncia de desvios intracardiacos durante episodios
hipertensivos. Sendo assim, outra explicacdo para a ndo ocorréncia de bradicardia significativa
em todas as injecOes de PE é a possibilidade de elevacdo do DC para a circulagao sistémica (net
shunt D-E), a fim de evitar altas pressdes no circuito pulmonar (ZENA et al., 2016).

O método da sequéncia forneceu valores de ganho similares ao método farmacoldgico
em animais intactos. Isso indica que o método da sequéncia € tdo eficaz quanto o método
farmacoldgico para o estudo da sensibilidade barorreflexa. Os métodos, no entanto, possuem
diferencas importantes. A injecdo de drogas vasoativas no método farmacoldgico causa
estimulos diretos nos barorreceptores presentes nas grandes artérias do sistema circulatorio, que
é maior que o esperado em condicdes fisioldgicas, quando o animal esta em repouso (PARLOW
et al., 1995). O método da sequéncia possui a vantagem de ndo necessitar o uso de drogas
vasoativas e refletir a sensibilidade barorreflexa em condices fisioldgicas, no entanto, retrata
apenas um trecho da por¢do linear da curva barorreflexa. Apenas métodos farmacoldgicos
fornecem a amplitude da fH, os platds da curva sigmoide e ganho no intervalo médio (PAMs0)
permitindo assim, melhor caracterizacdo dos limites do barorreflexo em cada individuo
(PARLOW et al., 1995).

Embora os métodos farmacologicos sejam amplamente utilizados na fisiologia
comparada eles representam certa dificuldade metodoldgica em relagdo ao método da
sequéncia. O estudo do barorreflexo em situa¢fes dindmicas (SDA, altera¢fes de temperatura)
pode ser dificultado através do método farmacoldgico quando ha necessidade de replicagdo dos
protocolos de injecdo de farmacos vasoativos. Em primeiro lugar, o tempo de recuperacgéo de
cada injecdo pode ser longo e variar de individuo para individuo. Em segundo lugar, as
maltiplas injecBes de fArmacos vasoativos também podem causar sensibilizagdo de receptores

e/ou debilitar os animais de pesquisa. Esses problemas podem ser resolvidos pelo método da
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sequéncia, através do qual o registro pode ser repetido quantas vezes necessario sem causar
prejuizo aos animais.

Dessa maneira, os métodos farmacologicos fornecem valores limitrofes dos parametros
cardiovasculares em resposta a eventos de bradicardia e taquicardia. Isso pode ser importante
para se conhecer as variagdes nos limiares do mecanismo barorreflexo entre diferentes espécies
de vertebrados, no entanto, se o interesse for o estudo do mecanismo barorreflexo em condicdes
fisioldgicas e sob menor influéncia possivel de manipulagdes farmacoldgicas, 0 método da
sequéncia é mais indicado. Ainda, em alguns casos, a combinacdo dos dois métodos pode
fornecer resultados confiaveis e complementares para o entendimento do barorreflexo.

As caracteristicas do barorreflexo nas cascavéis foi similar a de outras espécies de
répteis da ordem Squamata descritas na literatura (ZENA et al., 2016; BERGER, 1980). Além
disso, as cascavéis apresentaram reflexos pronunciados em resposta a hipotensdo, o que também
é consistente com o observado em crocodilos e lagartos (HAGENSEN et al., 2010; ZENA et al.,
2016).

5.2. Avaliagéo do uso de um animal descerebrado como modelo

No presente estudo foi observado que a descerebragdo ndo alterou parametros
cardiovasculares basais, como PAM e fy, em consisténcia com o observado em procedimentos
semelhantes realizados em mamiferos (CHAI et al., 1963; KORNER e WHITE, 1969; LEE et al.,
2002). Os animais descerebrados ndo apresentaram Pa e fy diferentes dos animais intactos.

Além disso, a sensibilidade barorreflexa e os parametros barorreflexos (método
farmacoldgico) foram similares entre animais descerebrados e intactos, indicando que o
barorreflexo se mantém funcional e com a mesma magnitude de resposta, mesmo na auséncia
de regides encefalicas superiores. Em gatos, Chai et al (1963) em que a remocdo de areas
encefélicas superiores, incluindo o hipotalamo manteve as respostas barorreflexas funcionais.
Além disso, estimulos no bulbo dorsal causam igual aumento da forca contratil do coracéo
guando comparados com animais intactos, sendo assim esse aumento nao depende de estruturas
diencefélicas e de nivel mediano dos coliculos. Em anfibios anuros (WANG et al., 2004), a
descerebracdo ndo elimina reflexos cardiovasculares em resposta a alteracdes ventilatorias. De
maneira similar, na cascavel sul americana, a regido do tronco encefalico é grande responsavel
pela integracdo do sistema cardiovascular no SNC.

O NTS, no entanto, envia e recebe projecdes de estruturas superiores do telencéfalo e
do prosencéfalo, como a amigdala e o hipotalamo, respectivamente e que estdo intimamente

relacionadas a fungdes autonémicas, neuroendocrinas e comportamentais (LOEWY e SPYER,
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1990). Na cascavel, a remogao dessas estruturas superiores levou a um aumento da sensibilidade
barorreflexa e indice de efetividade barorreflexa em sequéncias BEI positivas obtidas pelo
método da sequéncia. Isso pode indicar que a remocao de areas encefalicas superiores, pode
retirar influéncias centrais que estariam sobrepondo o barorreflexo em parte de sua atuacéo.
Isso se manifesta especificamente em eventos espontaneos de elevacao de presséo gerando mais
recrutamento cardiaco e respostas pontuais de maior magnitude. Esse aspecto seria manifestado
em eventos espontaneos de alteracdo de presséo e, portanto, ndo exerceria influencia na afericédo
do barorreflexo pelo método farmacoldgico. Assim, em animais descerebrados, 0 método da
sequéncia parece superestimar a sensibilidade barorreflexa, pois a remocao das areas superiores
encefélicas retiraria aspectos do controle autondémico e neuroenddcrino do SNC, que
influenciam o barorreflexo.

Apesar disso, a descerebracdo manteve o barorreflexo funcional, de maneira similar ao
descrito em estudos que se utilizam de drogas vasoativas ou outros métodos que evocam
alteracBes de Pa em mamiferos (LEE et al., 2002; KORNER et al., 1969; CHAI et al., 1963). Estes
resultados sobre a manutencdo dos ajustes basais e manutencéo do barorreflexo é importante,
pois atesta que a remocdo das estruturas encefélicas superiores foi eficiente e que esse
procedimento mantém o animal sem reacfes de estresse e dor. Esse ponto é fundamental, em
situacOes de distresse, ativagdo do mecanismo de luta e fuga, ou mesmo nocicepgéo ou estresse
mental, 0 mecanismo barorreflexo é normalmente reduzido ou inibido, podendo-se observar

aumento da Pa e taquicardia resistente (ABRAM et al., 1983; NOSAKA, 1996).

5.3. Efeito do uso da anestesia (isoflurano)

Em mamiferos (LEE et al., 2002; POTERACK et al., 1991) e répteis (MOSLEY € SMITH,
2004) o isoflurano causa diminuicdo dos valores basais de PAM e fy. Na cascavel sul
americana, o isoflurano causou diminui¢do da PAM sis basal, mas a fn ndo sofreu alteracGes
significativas. Anestésicos volateis tem diversos efeitos no sistema cardiovascular, dentre eles
acOes cronotropicas e inotropicas negativas no coragcdo (BOoSNJAK e KAMPINE, 1983), alteracGes
nos ténus simpatico e parassimpatico (SKOvVSTED et al., 1970) e dilatacdo do musculo liso
vascular (SCHMELING e FARBER, 1994), que podem afetar o controle barorreflexo. Em ratos
(LEE et al., 2002), a descerebracdo mantem as respostas depressoras do barorreflexo causadas
pelo isoflurano, indicando as regides pontinas sdao as principais envolvidas no mecanismo de
acdo do isoflurano. Além disso, o isoflurano causa diminuigdo parametros barorreflexos, como
amplitude da fn, dos platés e da sensibilidade barorreflexa (LEE et al., 2002). De maneira

similar, na cascavel foi observado que o isoflurano mantém sua acdo depressora mesmo na
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auséncia de regides encefalicas superiores. Essa depressdo pareceu afetar consideravelmente o
mecanismo barorreflexo em resposta a eventos de hipertensdo e hipotenséo, pois na maioria
dos animais néo foi possivel observar uma resposta clara da fn a tais alteragdes. Sendo assim,
ndo foi possivel caracterizar o efeito do isoflurano na curva barorreflexa sigmoide, bem como
o célculo da sensibilidade barorreflexa nos animais anestesiados.

Sundin et al., 2001 ja havia apontado o problema da utilizacdo de anestésicos volateis
durante a coleta de dados, pois observou que descargas neurais de receptores pulmonares em
tartarugas anestesiadas com halotano sdo suprimidas. Dessa maneira, sugeriu que anestesicos
inalaveis ndo devem ser utilizados em estudos de respostas neurais reflexas ou de descargas
neurais. Nas cascavéis descerebradas, o isoflurano parece anular os reflexos neurais para
correcdo de alteracBes na Pa. Dessa maneira, pesquisas com medicdes de Pa que utilizam
animais anestesiados ou com pouco tempo de recuperacdo da anestesia devem ser suas
conclusBes tomadas com cautela pois 0 anestésico afeta a PAM sis basal dos animais, bem como

a eficiéncia do mecanismo barorreflexo em tamponar alteragdes da Pa.

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

a. O meétodo da sequéncia é uma boa ferramenta para estudo do barorreflexo.

b. A descerebragdo ndo elimina respostas autonémicas, como o barorreflexo.

c. A sensibilidade barorreflexa pode ser superestimada quando calculada através do
método da sequéncia em animais descerebrados.

d. O anestésico isoflurano (3%) compromete o mecanismo barorreflexo em cascavéis,

abolindo respostas de fn em resposta a alteragdes de Pa.
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