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RESUMO

A classe dos répteis ocupa posicdo importante dentre os vertebrados para investigagdes
acerca da evolucéo dos mecanismos modulatérios no sistema cardiovascular. Alguns estudos
cardiovasculares sdo desenvolvidos com medicGes in situ, em modelos experimentais sob
anestesia terminal. Infelizmente, esta abordagem compromete as respostas cardiovasculares
por suprimir as modulagdes autondmicas. O presente trabalho avalia a efetividade de um
novo modelo experimental para estudos cardiovasculares em Squamatos, utilizando animais
descerebrados. O modelo permite o registro de diversas variaveis fisioldégicas em uma
preparacdo de animal eutanasiada com o sistema nervoso autondémico (SNA) funcional,
livres de interferentes anestésicos. Para que a preparacdo descerebrada seja considerada
efetiva, sdo necessarios diversos niveis de validacfes que observam: a capacidade de
recuperacdo do SNA; a integridade desse sistema na situacdo experimental; sua capacidade
de processar e coordenar respostas perante desafios; seu grau de similaridade com o animal
intacto; assim como o tempo de viabilidade funcional da preparacdo. Assim, trabalhamos
com 0s seguintes objetivos: (1) avaliar o perfil da progressao de recuperagao pos-cirdrgica
dos valores médios dos parametros cardiovasculares em repouso e sua estabilidade ao longo
do tempo; (2) avaliar o nivel de recuperagdo pos-cirurgica da modulagdo autonémica de um
mecanismo cardiovascular complexo, como o barorreflexo; (3) avaliar o perfil da progressao
de recuperacdo pos-cirargica autonémica, refletido por indices modulatérios, como
Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) e barorreflexo; (4) avaliar a capacidade de
resposta e adaptacdo do SNA na regulacdo hemodindmica das preparacdes submetidas a
desafios hemodinamicos. Observamos que as preparacGes foram capazes de manter
parametros cardiovasculares médios em repouso, estaveis e em nivel similar aos de animais
intactos. Com a preparagdo, foi possivel realizar instrumentacdo de alta complexidade,
registrar um grande nimero de parametros concomitantes e integra-los. Os indices
barorreflexos, representativos de processos modulatérios autonémicos complexos, foram
recuperados ao nivel observado por animais intactos em repouso, 3 dias apo6s a cirurgia. Os
indicadores modulatérios autondémicos utilizados (barorreflexo e VFC) perduram estaveis
por pelo menos 15 dias. As preparacfes foram capazes de realizar ajustes hemodinamicos
complexos em resposta a desafios hemodinamicos e estimulos de quimiorreceptores apds
longo periodo depois do procedimento cirdrgico. A aplicacdo de anestesia altera o perfil de
respostas modulatdrias aos desafios nas mesmas condi¢des, comprovando a persisténcia dos
processos autondmicos. Concluimos que o modelo é representativo, por ser capaz de manter
parametros cardiovasculares estaveis e similares a animais intactos; é util, por ser capaz de
prover registro de multiplas variaveis, de recuperar modulagdes autondmicas em nivel
similar ao de animais intactos; e viavel para procedimentos de longo prazo, por manter tais
capacidades por longo tempo apds a eutanasia.

Palavras-chave: cascavel, descerebracdo, sistema nervoso autdnomo, barorreflexo,
variabilidade da frequéncia cardiaca, cardiovascular, anestesia.



ABSTRACT

The reptile class has considerable importance among vertebrates for investigations about
the evolution of modulatory mechanisms in the cardiovascular system. Some cardiovascular
studies have been performed with in situ measurements and experimental models under
terminal anesthesia. Unfortunately, this approach compromises cardiovascular responses by
suppressing autonomic modulations. The present study analyzes the effectiveness of a new
experimental model for cardiovascular studies in Squamates using decerebrate animals. The
model allows recording several physiological variables on an animal preparation euthanized
with a functional autonomic nervous system (ANS), free of anesthetic interferences. For the
decerebrate preparation to be considered adequate, several levels of validations are needed
that observe: the ANS's ability to recover; the integrity of that system throughout the
experimental process; its ability to process and coordinate responses to challenges; its degree
of similarity with the intact animal, as well as the functional viability time of the preparation.
Thus, we had the following objectives: (1) to evaluate the profile of the progression of post-
surgical recovery on the mean values of cardiovascular parameters at rest and its stability
over time; (2) to assess the post-surgical recovery level of the autonomic modulation of a
complex cardiovascular mechanism, such as the baroreflex; (3) to assess the profile of the
progression of autonomic post-surgical recovery, reflected by modulatory indices, such as
Heart Rate Variability (HRV) and baroreflex; (4) to evaluate the ANS's responsiveness and
adaptation of the hemodynamic regulation of preparations submitted to hemodynamic
challenges. We observed that the preparations maintained mean cardiovascular parameters
at rest stable and similar to those of intact animals. Furthermore, with the preparation, it was
possible to accomplish highly complex instrumentation, record a large number of
concomitant parameters and integrate them. Baroreflex indices, representative of complex
autonomic modulatory processes, were recovered to the level observed on intact animals at
rest three days after surgery. The autonomic modulatory indicators used (baroreflex and
HRV) remained stable for at least 15 days. The preparations were able to perform complex
hemodynamic adjustments in response to hemodynamic challenges and chemoreceptor
stimuli for an extended period after the surgical procedure. The anesthesia procedure
changed the profile of modulatory responses to challenges under the same conditions,
proving the persistence of autonomic processes. We conclude that the model is
representative of the species, as it can maintain the cardiovascular parameters similar to
those of intact animals. It is a valuable model because it allows for multiple variables
recording. It is viable for long-term procedures, as it maintains these capabilities for a long
time after euthanasia.

Keywords: rattlesnake, decerebration, autonomic nervous system, baroreflex, heart rate
variability, cardiovascular, anesthesia.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Coracdo e circulacéo dos répteis

O coracao dos répteis tem despertado interesse por décadas. Isto acontece ndo so pela
sua morfologia complexa, mas também pela capacidade de desviar fracGes de fluxo
sanguineo entre os dois circuitos, sisttmico ou pulmonar, a cada ciclo. Tal desvio sanguineo
intracardiaco daria suporte a uma serie de ajustes fisiolégicos importantes para a
homeostasia (Hicks, 2002). Este € um assunto que se mantém sob intenso debate ao longo
dos anos.

Estruturalmente o coragdo dos squamatos é constituido por um seio venoso contratil
em grande parte das espécies; dois atrios, um esquerdo (AE) e um direito (AD), separados
completamente por um septo, além de um ventriculo. O ventriculo Unico é uma estrutura
complexa, subdividida em trés camaras interconectadas denominadas cavum pulmonale
(CP), cavum venosum (CV) e cavum arteriosum (CA). Uma estrutura denominada crista
muscular separa 0 CP das demais cdmaras e sua borda dorsolateral ndo oclui a luz do
ventriculo, permitindo comunicacdo entre as camaras. Assim, é possivel que volume de
sangue arterial ou venoso sejam bombeados de volta ao circuito de onde vieram,
caracterizando um desvio sanguineo intracardiaco (Hicks e Comeau, 1994). Trés grandes
vasos originam-se do ventriculo, a artéria pulmonar (AP), arco sistémico direito (AoD) e
arco sistémico esquerdo (AoE). A artéria pulmonar surge a partir do CP e as aortas do CV.
Assim que emerge do coracdo o AoD se divide em subclavias e artérias carétidas e um
terceiro ramo do AoD (braquiocefalico) se une ao AoE para formar a aorta dorsal (Hicks,
1994).
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artéria pulmonar

arco aorticodireito —___
arco aortico esquerdo

atrio direito atrio esquerdo

cavum venosum cavum arteriosum

crista muscular

cavum pulmonale

Figura 1. Esquema representativo do coracdo de répteis ndo crocodilianos. (Driele

Tavares).

Na circulacdo desses animais, 0 sangue arterial oxigenado chega ao AE pelas veias
pulmonares. O sangue venoso sistémico, desoxigenado, chega atraves das veias cavas ao
coracdo pelo seio venoso gue se abre no AD. Durante a diastole ventricular, o sangue venoso
vindo do AD ¢ preferencialmente direcionado ao CP passando pela crista muscular que o
separa do CV. Nesta fase, 0 sangue rico em oxigénio entra preferencialmente no CA vindo
do AE. Durante a sistole ventricular, o sangue € ejetado nas arterias sistémicas proveniente
do CA passando pelo CV. O sangue venoso é preferencialmente bombeado para o pulméo
pela artéria pulmonar, vindo do CP. No momento inicial da sistole, a contragdo do masculo
cardiaco faz com que a crista muscular feche essa comunicagéo entre CV e CP, causando
separacao entre o circuito sistémico e o pulmonar até o préximo ciclo (Wang et al., 1997;
Jensen, et al., 2010).
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CORAGAO

ESQUERDO TECIDOS

SISTEMICOS

CORAGCAO
DIREITO

Figura 2. Esquema simplificado da circulacdo de répteis ndo
crocodilianos. (Driele Tavares)

Os desvios sanguineos sdo definidos de acordo com sua dire¢do, como sendo da
direita para a esquerda (D-E) ou da esquerda para a direita (E-D). O desvio D-E representa
recirculacdo de sangue sistémico (pobre em oxigénio) de volta a circulacdo arterial sistémica.
Uma vez que este volume de sangue ndo passa pelos pulmdes, a por¢do desviada ndo tem
chance de ser reoxigenada. Em contraste, o desvio E-D representa a recirculagdo do sangue
pulmonar (rico em oxigénio) para a circulacdo pulmonar com efeito oposto sobre a PO;
arterial sistémica. Os desvios podem ocorrer simultaneamente a cada ciclo cardiaco, por
mecanismos de presséo ou de lavagem de forma que € possivel ambos desvios em um mesmo
ciclo cardiaco (Hicks, 2002; Hicks e Wang, 1996, 2012). Dire¢cdo e magnitude do desvio
podem ser afetadas pela modulacdo autonémica da resisténcia periférica dos circuitos
sisttmico e pulmonar, e pela atividade vagal na regulacdo colinérgica na resisténcia arterial
central, no circuito pulmonar (Hicks, 1994). A relacéo entre as resisténcias periféricas dos
circuitos sistémico e pulmonar e, principalmente, a constri¢ao da artéria pulmonar, definem
0 quanto de sangue recirculard em cada circuito. Uma resisténcia pulmonar baixa favorece
0 desvio sanguineo E-D. Alta resisténcia pulmonar favorece o desvio sanguineo D-E (Eme
etal., 2009, 2010; Leite et al., 2013, 2014; Burggren et al, 2020).
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Desvio esquerda-direita (E- Desvio direita-esquerda
D) (D-E)
Sangue venoso pulmonar Sangue venoso sistémico
desviando para circulagdo desviando para circulagdo
sistémica pulmonar
Artéria
Pulmonar Aorta  Aorta - Aorta  Aorta
(misturade Esquerda Direita Artéria E irei
Pulmonar Esduerda Direita
sangue) (mistura de sangue)

IL A Iulul

Camaras Camaras
ventriculares ventriculares
Atrio Atrio Atrio Atrio
Direito Esquerdo Direito Esquerdo
(sangue (sangue (sangue (sangue
Venoso VEenoso Venoso Venoso
sistémico) pulmonar) sistémico) pulmonar)

Figura 3. Esquema simplificado do desvio intracardiaco (DlIc).

(Driele Tavares).

1.2 Controle cardiovascular pelo SNA e mecanismos regulatorios

O Sistema Nervoso Auténomo (SNA) é o grande responsavel pela modulacao das
funcdes fisioldgicas ndo-voluntarias que dao suporte a vida. O coragéo dos répteis é inervado
por ramos nervosos adrenérgicos excitatorios do SNA-simpatico e pelos ramos inibitdrios
colinérgicos do SNA-parassimpaticos. Esta inervacdo alcanca os atrios, incluindo a regido
do marca-passo, e o ventriculo (Wang et al., 2001a,b). A funcdo parassimpatica é exercida
principalmente pelo nervo vago, que desempenha um papel importante na funcdo
autondmica em répteis inervando coracdo, traqueia, pulmdes, vasculatura pulmonar e
coronariana, dentre outros (Taylor et al., 1999). Em seu ramo aferente, 0 vago leva
informagdes dos quimiorreceptores de Oz presentes no arco aortico e dos receptores de CO>
dentro do pulmdo, dentre diversas outras. O ramo eferente inclui inervagdo do coragéo,
musculo liso pulmonar e o esfincter ao redor da artéria pulmonar (Altimiras et al., 1997,
Wang et al., 2001a,b).
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O desempenho cardiaco sofre grande efeito de dois pardmetros funcionais: a
frequéncia cardiaca e o volume sistélico. Estes sdo controlados por fatores neurais com a
inervacdo do marca-passo e musculo cardiaco e fatores ndo neurais, como a distensao
tecidual causada pelo enchimento cardiaco (mecanismo de Frank-Starling) ou substancias
circulantes (hormonios). Diversas substancias possuem influéncia na modulagéo do trabalho

cardiaco.

O efeito da modulacdo adrenérgica no coracdo e de outras partes do sistema
circulatorio (ex.: via catecolaminas, tais como epinefrina e norepinefrina) também parece
ser uma caracteristica filogeneticamente antiga. A influéncia das catecolaminas circulantes
liberadas por células cromafins distribuidas difusamente desempenham um papel
significativo nos vertebrados. O tecido cromafin € comum em cicléstomos e esta
intimamente associado aos ganglios simpéaticos organizados por segmentos em
elasmobranquios e, em grande parte, em teledsteos e anfibios (Laurent et al., 1983). Estudos
em cascaveis demonstraram que a estimulacdo adrenérgica leva a efeitos sistémicos, como
vasoconstricdo e diminui¢do na condutancia vascular. Isto redireciona o sangue para o
circuito pulmonar. Um efeito menos pronunciado desta modulacédo foi visto na vasculatura
pulmonar, sugerindo que a determinagdo do desvio se deve primariamente ao controle
adrenérgico na condutancia sistémica (Galli et al., 2007). Resultados semelhantes foram

observados por Overgaard e colaboradores (2002) em Trachemys scripta.

O controle vagal colinérgico inibitério do coracdo (na qual o principal
neurotransmissor € a acetilcolina) é uma caracteristica de todos os vertebrados. Este estimulo
parece desempenhar papel importante no controle do desvio cardiaco em répteis cuja
vasculatura pulmonar possui uma inervagéo vasoconstrictora colinérgica (Wang et al., 2001;
Skovgaard e Wang, 2006). Como foi observado por Hicks (1994) apo0s estimulagdo
parassimpatica vagal em Pseudemys scripta, ocorreu um aumento do desvio D-E. Em
cascaveis (in situ), Taylor e colaboradores (2009) observaram que a estimulacdo elétrica
eferente do vago esquerdo provoca contracdo da artéria pulmonar. Analises histoldgicas
comprovaram ampla inervacdo parassimpatica ao longo da artéria pulmonar (Filogonio et
al., 2020). Corroborando com esses achados, a vagotomia do ramo esquerdo em cascavéis
foi responsével pelo aumento em 70% do fluxo pulmonar e aumento na fu (frequéncia
cardiaca) (Leite et al., 2013, 2014) Portanto, 0 nervo vago tem um papel significativo na

regulacao da resisténcia vascular pulmonar e hemodinamica.
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No coragdo, a modulacdo autonémica, alem de definir a fy, determina as oscilagGes
instantaneas no intervalo entre batimentos cardiacos consecutivos - intervalo R-R (RRi)
(Task Force, 1996). O resultado dessa modulacdo ao longo do tempo é chamado de
Variabilidade de Frequéncia Cardiaca (VFC) (Altimiras, 1999). A VFC esta presente em
peixes, anfibios, répteis e mamiferos (Taylor et al., 1999, 2014; Zena et al., 2017; Sanches
et al., 2019; Duran et al., 2020). Em peixes, a importancia da modulagéo pelo nervo vago
nas variacdes da atividade cardiaca foi atestada por Campbell e colaboradores (2006), que
observaram apds vagotomia em Myoxocephalus scorpius, elevacdo da fy e desaparecimento
da VFC. Leite e colaboradores (2009) observaram que o nervo vago tem um papel
predominante no controle da frequéncia cardiaca média e em variacdes de RRi em pacu,
Piaractus mesopotamicus. Em anfibios, Zena e colaboradores (2017) demonstraram a
presenca da VFC em sapos cururus. Além disso, foi observado que esses animais exibem
interacOes cardiorrespiratorias viabilizadas por modulacdo vagal do coragdo acoplando o
trabalho cardiaco aos ciclos ventilatérios. Modulagfes semelhantes foram observadas em
cascavel (Sanches et al., 2019) e teit (Duran et al., 2020) evidenciando que as modulagdes
de VFC para produzir interacfes cardiorrespiratéria foram mantidas ao longo da evolucéo.
A vagotomia (fisica ou quimica) em cascavel, assim como em outros répteis resulta em
taquicardia, perda da VFC e consequentemente de tais interagcdes (Wang et al., 2001;
Sanches et al., 2019; Duran et al., 2020).

Essas modulagdes se desenvolvem ao longo do periodo embrionario uma vez que 0s
receptores colinérgicos e adrenérgicos aparecem no coracdo no inicio do desenvolvimento
(Taylor et al., 2014) refletindo o efeito de multiplas influéncias autonémicas concomitantes
sobre a fu de modo que que a existéncia e persisténcia da VFC reflete a ocorréncia dos

multiplos processos autondmicos em um animal em repouso.

A modulacdo autonémica também é responsavel pelo mecanismo barorreflexo que
atua na regulacdo réapida das flutuacGes da pressdo arterial. Os barorreceptores,
proprioceptores transmurais fasicos, sdo ativados pelo estiramento das paredes vasculares
em decorréncia das oscilacbes de pressdo arterial ao longo de cada ciclo cardiaco. Sua
ativacdo é processada centralmente e resulta em processos compensatorios que envolvem
alteracOes de atividade cardiaca, alteracGes de resisténcia vascular periférica e do retorno
venoso (Cowley et al., 1973; Kirchheim, 1976; Guyenet, 2006; La Rovere et al., 2008).
Estudos com desnervacdo de barorreceptores demonstraram sua importancia na regulacao

em paradmetros cardiovasculares com incapacidade de manutencdo de niveis estaveis de
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pressao arterial média (PAM) e fy (Lataro et al., 2010; Rodrigues et al., 2011; Armelin et al.,
2016; Castania et al., 2019).

A presenca do barorreflexo foi relatada em diferentes classes de vertebrados, desde
peixes, (Sandblom e Axelsson, 2005; Armelin et al., 2016; 2021), anfibios (West e Van
Vilet, 1994; Zena et al., 2015), répteis (Millard e Moali, 1980; Hagensen et al., 2010; Zena
et al., 2016), aves (Smith, 1994) e mamiferos (Coleman, 1980; Silva et al., 2019). Em
trabalho recente, Filogonio e colaboradores (2019) demonstraram a presenca do barorreflexo
em cascavéis e outros squamatas. Assim como a VFC, o mecanismo barorreflexo parece ter

sido altamente conservado ao longo da evolugéo.

Os barorreceptores de baixa pressao, localizados na artéria pulmonar, atrio e
ventriculo, também fazem parte da regulacdo barorreflexa. Eles sdo ativados durante a
distensdo atrial e sdo sensiveis as alteracdes de volume sanguineo (Zoller et al., 1972;
Thrasher, 1994). Esse mecanismo e receptores ja foram bem descritos em mamiferos (Hisdal
et al., 2001; Oga et al., 2018). Infelizmente ndo ha descricdo desses barorreceptores em

répteis.

Dentre outros reflexos com influéncia hemodindmica, destacamos o reflexo de
Cushing. Este é amplamente descrito em mamiferos (McGilliduddy et al., 1978; Paton et al.,
2009; Schmidt et. al., 2018), mas nenhum relato na literatura foi encontrado com descrigéo
desse mecanismo em répteis. Por definicdo, este reflexo ocorre em resposta ao aumento da
pressdo intracraniana (PIC) e ocasiona aumento na pressao arterial. Esta tende a ser ajustada
para um nivel ligeiramente acima da PCI a cada momento. Ha evidencias acerca do papel
das catecolaminas nesta resposta. O aumento da PA pode ser mediado pela vasoconstrigdo
a-adrenérgica e estimulacdo cardiaca B-adrenérgica (Galli et al., 2007). Esse reflexo é um
importante recurso para preservar o tecido cerebral e evitar problemas de isquemia. Embora
ndo se tenha determinado a localizagcdo exata dos centros que coordenam o reflexo de
Cushing, ha a hipodtese de que o Nucleo do Trato Solitario seja o local onde os sinais sao
interpretados. Esta regido participa do controle de fungdes respiratorias e outras regulagdes
cardiovasculares. O mecanismo de transdugcdo no tronco cerebral também permanece
desconhecido. Pesquisadores acreditam que o mecanismo de Cushing comp®6e o grupo de
reflexos que agem para a homeostasia da pressdao arterial (McGilliduddy et al., 1978;
Dickinson, 1990; Osborns, 2005; Paton et al., 2009; Schmidt et. al., 2018).
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Outros mecanismos de curto prazo para regulagdo da PAM podem envolver diversos
ajustes reflexos e possuem acdo sobre o débito cardiaco (DC), alterando tanto f4 quanto o
volume de ejecdo sistdlica. Ou ainda, eles podem modular a contratilidade dos vasos,
afetando o retorno venoso, ampliando ou reduzindo a complacéncia e resisténcia vascular,
entre outros fatores (Guyton, 1955). SituacGes cotidianas ou patoldgicas, como em casos de
hipotensdo ou alteracdo postural, sdo controladas rapidamente pelos mecanismos

barorreflexos.

Outros fatores também séo importantes. O mecanismo de Frank-Starling é um
exemplo de um mecanismo ndo-reflexo que possui papel fundamental no controle
cardiovascular. Pode se dizer que ele representa uma caracteristica intrinseca do muasculo
cardiaco e é uma importante resposta fisiolégica de curto prazo relacionada com a
capacidade do coracdo em modificar sua contratilidade se adaptando as variagdes de retorno
venoso. Quanto maior o volume a ser bombeado, maior a forgca de contragdo. Este
mecanismo ja foi descrito em peixes (Altimiras e Axelsson, 2004; Amelio et al., 2013;
Imbrogno et al., 2014), anfibios (Gleeson et al 1980; McKean et al., 1997; Hedrick et al.,
1999), aves (Grubb, 1982; Peters et al., 2005), répteis (Gleeson et al., 1980; Franklin e
Axelson, 1994; Franklin, 1994; Farrell et L., 1994; Wang et al., 2002; Keen et al., 2016) e
mamiferos (Methawasin et al., 2014). Em cascaveis foi observado que o aumento do retorno
venoso causado pela elevacdo do volume sanguineo gerou um pequeno aumento no volume
sistolico (Vstot). Contudo, foi experimentalmente demonstrado que o retorno venoso afeta
fortemente o Vstot quando o volume de enchimento vascular é reduzido (ex.: em casos de
deplecdo do volume sanguineo). Este fato corrobora a conexao entre tais mecanismos (Skalls
et al., 2005).

A regulacgdo da presséo arterial também esté diretamente relacionada com a ativagao
e resposta dos quimiorreceptores periféricos. Esses receptores, localizados na carétida e no
arco aortico, sdo sensiveis a diminuigdo de Oz, aumento do CO: e queda de pH. Marshall
(1994) destaca que os resultados de estudos com estimulagdo de quimiorreceptores podem
ser conflituosos, especialmente dependendo das condicfes experimentais, como a utilizagdo
de ventilagdo mecénica ou ndo. A resposta primaria da estimulagdo dos quimiorreceptores
envolve taquicardia e vasoconstricdo como efeito do aumento da atividade simpética. A
resposta secundaria com bradicardia e vasodilatacdo estdo diretamente relacionadas com o
reflexo causado pelos barorreceptores pulmonares em resposta a hiperventilacdo. Deste

modo, a direcdo da mudanca provocada pela estimulagcdo dos quimiorreceptores carotideos
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tanto para resisténcia vascular periférica, como para a f, pode ser fortemente influenciada
pela mudanca ventilatoria. A vasoconstricdo pode ser considerada uma resposta primaria a
estimulacdo dos quimiorreceptores carotideos, enquanto que a vasodilatacdo pode ser
considerada secundaria @ um aumento na ventilacdo (Smatresk, 1990; Marshall, 1994;
Prabhakar et al., 2015). Em répteis os quimiorreceptores possuem distribuicao diferente dos
mamiferos. Eles receptores sdo compostos por um conjunto de células glomus localizadas
ao redor da cardétida e suas ramificacdes, aorta e artéria pulmonar (Marshall, 1994; Milson e
Burleson, 2007; Taylor et al., 2010; Reyes et al., 2015). Denis e colaboradores (2004)
demonstraram que cascaveis expostas a elevadas concentracbes de CO: apresentaram
aumento na fne PAM.

As modulacdes e integracdes do SNA possuem diferentes niveis de complexidade e
muitos aspectos das interacdes do sistema nervoso encontrado em mamiferos parecem ter
sido altamente conservados ao longo da evolucdo. A manutencdo da homeostase corpérea
exige que essas modulagbes funcionem em seu estado Otimo e a integridade dos
componentes fisicos que integram as respostas cardiovasculares é fundamental e, portanto,
bom determinante de funcionamento do SNA. Embora a literatura seja ricamente abastecida
com informacBes sobre os parametros cardiovasculares de cascavéis, a integracdo de

multiplos parametros desses animais em repouso merece maiores investigacoes.

1.3 Encéfalo reptiliano

A estrutura basica do sistema nervoso central dos animais é bastante similar entre os
grupos (Northcutt, 2002). Grande parte das estruturas cerebrais de répteis sdo homologas a
dos mamiferos (Northcutt, 1967, 1981, 2002; Bruce, 2007). O encéfalo dos répteis €
composto pelo telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo e medula espinhal,
possuindo formato tubular e linearmente organizado (Wyneken, 2007). O telencéfalo inclui
os bulbos olfatdrios, pedunculos olfatorios e hemisférios cerebrais. O diencéfalo &
relativamente menor que o telencéfalo e suas estruturas se localizam mais ventralmente ao
encéfalo e inclui o tdlamo e hipotalamo, infundibulo, e ainda pelas glandulas pituitarias e
pineal. Na regido do tdlamo, esta presente o quiasma optico. Mesencéfalo é constituido pelo
teto optico (porcdo dorsal), o tegumento (porcdo ventral), aqueduto cerebral e terceiro
ventriculo. Dorsalmente, o rombencéfalo esta localizado entre o teto Optico até a medula

espinhal. Ventralmente, a medula oblonga ou bulbo, e é composta pelo cerebelo, quarto
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ventriculo e nacleo de alguns nervos cranianos, dentre eles, trigémeo, facial, glossofaringeo
e nervo vago (Northcutt, 1967, 2002; Bruce, 2007; Wyneken, 2007; Naumann et al., 2015).
Em répteis, o encéfalo também possui a barreira hematoencefalica, composta por meninges
(Wyneken, 2007).

O sistema nervoso pode ser estruturalmente dividido em sistema nervoso central e
periférico. Funcionalmente, pode ser identificado o sistema nervoso autbnomo (SNA). Sua
estrutura se difere dos mamiferos, que possuem 0s nervos do SNA originados em regides
discretas (nervos simpéticos — regido toracolombar e parassimpaticos- regido cranio-sacral).
Neste grupo, as raizes destes nervos surgem ao longo da estrutura da medula espinhal
(Wyneken, 2007).

1.4 Estresse animal, dor e interferentes cirurgicos

O estresse pode ter diferentes determinantes em animais e pode se fazer presente em
situacbes como, manuseio, diferentes condi¢cbes ambientais, disponibilidade de agua e
comida, temperatura, medo, dor, vida social, dentre outros (Blanchard et al., 2001).
Independente da sua origem, o estresse pode acarretar alteracbes em parametros hormonais,
fisioldgicos e/ou comportamentais (Edes et al., 2018). Ele ndo é necessariamente danoso,
mas parte do mecanismo de preparagdo para mudancas. Parametros cardiovasculares, que
dao suporte a alteracdes metabdlicas e mudancas no nivel de atividade, podem ser alterados
frente ao estresse agudo, como foi observado em ratos submetidos a manuseio, contencao e
imobilizagdo. Nestes animais, a f1 e PAM séo elevadas nestas trés diferentes manobras
(Ondicova et al., 2019). O mesmo também foi observado sobre o estresse de manuseio em
aves marinhas (Calonectris leucomelas). A fy é elevada ap6s o contato e este parametro so
retorna a valores basais apds 90 minutos de repouso (Muller et al., 2017). Neste mesmo
estudo, utilizando analise da VFC, os autores atribuiram os resultados a elevagdo na

atividade simpatica do SNA.

Reépteis também sdo susceptiveis as alteracGes fisioldgicas decorrentes do estresse.
Niveis plasmaticos de corticosterona tém sido um dos principais bioindicadores de estresse
neste grupo (Guillette et al., 1995; Tyrrell e Cree, 1998; Moore et al., 2003). Captura e
contencdo em lagartos Urosaurus ornatos provocam diminui¢do nos niveis de testosterona

e aumento na corticosterona (Moore et al., 1991). Nas serpentes Agkistrodon contortrix e
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Pantherophis alleghaniensis, foi observado que o estresse de manuseio aumenta 0s niveis

de lactato e diminuem o pH sanguineo (Cerreta et al., 2020)

Assim como o0 estresse, a nocicepcdo tambem é capaz de alterar respostas
fisiologicas. Este € um ponto complexo e de dificil analise, pois a nocicepcédo, a percepcao
de dor, as sensacOes de medo e também o distresse causado por estas, apesar de comporem
mecanismos diferentes, possuem sinergismo e podem facilmente se confundir (Morton e
Griffiths, 1985; Bateson, 1991). Em humanos, o cortex pré-frontal e tAlamo sédo responsaveis
pelo processamento em interpretacdo dos estimulos que causam dor (Groh et al., 2018; Ong
etal., 2019). As amigdalas cerebrais, pelo medo (Feinstein et al., 2011). A origem primitiva
do diencéfalo e do sistema limbico, sua persisténcia em grupos mais recentes de vertebrados,
assim como alguns estudos funcionais, indicam que grupos nao-mamiferos devem
compartilhar os mesmos locais de processamento de dor (Mathews, 2008; LeBlanc et al.,
2016; Groh et al., 2018; Silva e Seminowicz, 2019) e medo (Maren et al., 2001; Phelps e
LeDoux, 2005).

A percepcdo de dor é de dificil caracterizacdo devido a seu carater subjetivo.
Contudo, atualmente ha protocolos estruturados sob conceitos éticos relevantes para analisar
presenca de dor, sua intensidade e suas consequéncias em parametros comportamentais e
fisiolégicos (Gatchel et al., 2007). Mamiferos, como: cachorros, gatos, coelhos e
especialmente ratos e camundongos, séo muito utilizados como modelo para o estudo da dor
(Mogil, 2009; Jaggi et al., 2011). Em ratos, a dor aguda causada pela injecdo de formalina
na pata causa aumento na fn4 meédia por 30 minutos. Contudo, tal alteragdo ndo é
acompanhada por variagdo na PAM (Santuzi et al., 2013). Alteragdes semelhantes na fn
foram observadas por Charlet e colaboradores (2011). O aumento na fn acompanhada de
reducdo de VFC foi observado camundongos apds laparotomia sem tratamento analgesico
pos-cirargico (Arras et al., 2007). Desta forma, parametros cardiovasculares, bem como
indicador de funcionamento/modulacéo autonémica, sdo indicadores comumente utilizados

para avaliar resposta a dor.

A nocicepgdo pode ser definida como o mecanismo fisioldgico de informacdo de
lesGes teciduais. Assim, ela envolve as vias pelas quais ocorre a percep¢édo, transducéo,
transmissdo e modulacdo dos sinais neurais gerados em resposta a um estimulo externo
nocivo (Mosley, 2011; Perry e Nevarez, 2018). Os componentes neurais responsaveis pelo

processamento/resposta de nocicepcdo tém sido descritos em répteis, em estudos mais
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recentes (Stoskopf, 1994; Liang e Terashima, 1993; Machin, 2001). ComparacGes
neuroanatomicas entre répteis e mamiferos sugerem que essa classe de animais possui
estruturas que possibilitam a percepcao da dor, embora esta seja subjetiva e possa variar de
entre organismos e espécies (Mosley, 2011; Perry e Nevarez, 2018). Em estudo avaliando
comportamento de resposta de tartarugas apos injecéo de formalina, Makau e colaboradores
(2017) relataram que os animais aumentam consideravelmente o tempo de retirada do
membro posterior apds tensionamento muscular (as patas foram gentilmente esticadas com
0 uso de uma pinga) para quando comparada com o0s controles submetidos a injecbes de
salina ou dimetilsulféxido, atestando a capacidade de sentir e reagir ao reflexo de dor
causado pelo teste de formalina que atua via ativacgao direta das fibras nociceptoras.

Com a finalidade de abolir efeitos estressores, percepcdo de dor, integracdo de
estimulos nociceptores e também, para respeitar questdes éticas de bem-estar animal, alguns
experimentos mais invasivos sdo executados sob o efeito de anestesia terminal. Contudo,
muitos parametros fisioldgicos podem ser alterados por anestésicos. No inicio dos anos 50,
a preocupacao dos efeitos adversos de anestésicos no sistema cardiovascular em humanos,
especialmente durante cirurgias, foi testada e descrita para diversas substancias e dosagens.
Diversos efeitos foram descritos e dentre eles eram recorrentes as alteraces na frequéncia
cardiaca, pressdo arterial e mecanismo barorreflexo (Johnstone, 1951; Gross et al., 1951;
Imig, 1953; Robertoson e Swan, 1957; Dundee e Black, 1960; Vatner, 1978).

Uma ampla variedade de anestésicos ja foi utilizada em animais experimentais, sendo
a cetamina e xilazina muito usada em roedores (Zandieh et al., 2003); benzocaina e tricaina,
em peixes e anfibios (Stoskopf, 1994; Machin, 2001); pentobarbital e anestésicos inalatérios,
tais como halotano, sevoflurano e isoflurano, em répteis (Stoskopt, 1994; Machin, 2001).

Lee e colaboradores (2002) observaram que o anestesico isoflurano deprime o
controle barorreflexo em roedores. Bagshaw e Cox (1982) relataram que o uso de 6xido
nitroso aumenta a atividade simpética eferente em cachorros. Blake e Korner (1982)
observaram aumento na pressdo arterial pelo efeito da cetamina em coelhos. Em répteis,
estudos com cascavéis apontam que o uso do anestésico diminui o tonus vagal e eleva a
atividade simpatica, consequentemente aumentando a frequéncia cardiaca (Galli et al.,
2005). Em tartarugas do deserto submetida ao sevoflurano, Rooney e colaboradores (1999),
observaram diminuicdo nas pressdes sistolica, diastdlica e ventricular média, mas nenhuma
alteracdo na frequéncia cardiaca. Assim, 0s anestésicos causam efeitos diversos na

modulacéo cardiovascular e tais alteracGes devem ser consideradas a depender dos objetivos
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da instrumentagdo. O efeito inibidor de anestésicos no Sistema Nervoso Central (SNC) e
especialmente SNA, tem sido um limitante importante para a investigacdo de questdes

mecanisticas.

1.5 Descerebracao

O Guia para Cuidado e Uso de Mamiferos em Neurociéncia e Pesquisa
Comportamental da Academia Nacional de Ciéncia de Washington (Nacional Research
Council, 2003), argumenta que processos que envolvem lesdo cirdrgica para descerebracao
eliminam a possibilidade de percepc¢éo de dor, 0 que evita a necessidade de anestesia geral.
Por exemplo, a descerebracdo foi utilizada para ablacdo da sensacdo de dor em gatos
separando e inativando o cértex cerebral e o talamo (Silverman et al., 2005). Modelos
diversos com o uso de descerebracdo tem sido utilizado em espécies de mamiferos para
estudos neuroldgicos clinicos que visam compreender 0s mecanismos espinhais envolvidos

com a dor cronica (Dobson e Harris, 2012).

O procedimento de descerebracdo é utilizado desde antes de 1900 (Sherrington,
1898). Ao longo das décadas, 0s objetivos de sua utilizacdo e as técnicas utilizadas foram
sendo refinados. Experimentos acerca de rigidez muscular, avaliagdo posturais, reflexos,
anestesia e respostas farmacoldgicas fazem parte das primeiras investigagdes utilizando a
descerebracdo (Blake e Korner, 1982; Faber et al., 1982). A descerebracdo pode ser
executada com uma grande diversidade de técnicas, como corte cirdrgico com bisturi e
remocao manual do tecido remanescente, remog¢édo por aspira¢do ou cauterizacdo, ou lesao
quimica (Dobson et al., 2012; Nakanishi e Whlan, 2012; Rocha et al., 2021). Também ja foi
denominado “descerebragdo”, a remogédo dos hemisférios cerebrais (Fedde et al., 1977), do
telencéfalo (Stehouwer, 1987; Uematsu e Todo, 1997) ou ainda, retirada do cortex, talamo e
hipotalamo (Faber et al., 1982).

Em protocolos de descerebracdo, a eutandsia é definida no momento do
procedimento. Este processo gera alteracdo irreversivel e assim, apds o procedimento 0s
animais estardo em um processo de deterioracdo progressiva de suas funcbes. Assim, as
funcbes fisioldgicas remanescentes e o tempo para tal deterioracdo em cada tipo de
procedimento e espécie, sdo 0s aspectos que definem a relevancia e uso do modelo para
experimentacdo. Como ponto em comum, todas as variagdes de procedimento tém como

propdsito, a obtencdo de uma preparacao experimental eutanasiada e recuperada dos efeitos
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anestésicos e assim, com funcionamento dos sistemas fisioldgicos suficientemente capazes
de fornecer dados e ser utilizado em uma pesquisa, pelo tempo necessario (Silverman et al.,
2005).

1.6 Cascavel

A cascavel é uma serpente amplamente distribuida nas Américas. Na América do
Sul, encontramos a espécie Crotalus durissus. No Brasil, essa espécie esta presente em
diferentes biomas como, cerrado, mata atlantica e caatinga. Ela encontra-se amplamente
distribuida nos estados brasileiros (Wster et al., 2005; Tozetti e Martins, 2008; Tozetti et
al., 2009). Sua temperatura de preferéncia é 30° C (Filogonio et al., 2016) e possui
comportamento de predagdo “senta-e-espera” (Whitford et al. 2018).

Além de sua ampla distribuicdo, a espécie possui algumas caracteristicas fisioldgicas
e morfoldgicas interessantes para a experimentacdo: o baixo metabolismo, a ampla faixa
térmica de atuacdo, a auséncia de divisdo toraco abdominal e apéndices, sdo aspectos que
facilitam a instrumentacdo e aumentam a persisténcia funcional de uma preparacdo. A
divisdo incompleta dos ventriculos, um Unico e extenso pulméao, a presenca de saco aéreo,
inervacdo pulmonar unilateral também sdo aspectos interessantes a investigacdo (Jensen et
al., 2013; Filogonio et al., 2020; Taylor et al., 2009; Leite et al., 2013, 2014). Isso permite a
abordagem de questdes funcionais relevantes para a compreensdo dos circuitos sistémico e
pulmonar e de seu funcionamento conjunto.

A cascavel tem sido relevante a investigacdo funcional em squamatos. Ha diversos
estudos sobre seu metabolismo e hematologia (Andrade et al., 1997; Troiano et al., 2001;
Arvedsen et al., 2005; Bovo et al., 2015) e fisiologia cardiovascular em diversas vertentes
(Wang tal., 1998; Galli et al., 2004, 2005, 2007; Taylor et al., 2009; Leite et al., 2013, 2014;
Filogonio et al., 2014, 2016, 2019a, 2019b, 2019c, 2020; Sanches et al., 2019; Rocha et al.,

2021) o que nos permite ter ampla referéncia dos parametros analisados no presente trabalho.
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Figura 4. Exemplar de Cascavel Sul Americana, Crotalus
durissus. (Foto: Gustavo Marega Oda).

A espécie possui a seguinte classificacdo sistematica:
Reino: Animalia
Filo: Cordata
Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Serpentes
Familia: Viperidae
Género: Crotalus
Espécie: Crotalus durissus (Linnaeus, 1758).

O procedimento que avaliamos neste estudo é proposto para a investigacéo
experimental de questfes acerca da modulagéo cardiovascular no grupo dos Squamatos. Ele
foi desenvolvido para lidar com a necessidade de instrumentacdo complexa e invasiva, com
implantacdo de diversos sensores e sondas para monitoramento cardiovascular, em uma
preparagdo com SNA funcional, sem os efeitos do processamento de estimulos de

nociceptores ou os efeitos indesejados da anestesia sobre parametros cardiovasculares e suas

regulacGes. O uso do animal descerebrado permite a captacdo de diversos parametros
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concomitantemente (por exemplo, ventilatdrios, cardiovasculares e metabdlicos) uma vez
que esse procedimento inativa o cdrtex cerebral e o tAdlamo mantendo o SNA intacto bem
como todas as funcdes fisioldgicas controladas por ele e, fundamentalmente, evitando dor e
estresse podendo ser considerada uma alternativa para procedimentos realizados sob
anestesia terminal (Silverman et al., 2005). Ainda de acordo com Silverman, apés ablacdo
do sistema talamo-cortical, ndo ha evidéncias que indiqguem processamento central de
qualquer dos reflexos envolvidos com nocicepcdo em mamiferos descerebrados.

O uso da descerebracdo em répteis como modelo de estudo para processos
fisiologicos pode ser uma excelente ferramenta para compreensdo de mecanismos que

atualmente sdo realizados sob efeito de anestesia.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade de recuperacdo da
modulacdo autonémica cardiovascular em Crotalus durissus ap0s descerebracdo e

instrumentacédo para determinar a viabilidade do modelo.

2.2 Objetivos especificos

Determinar se 0 modelo é Util, por ser capaz de prover registro de maltiplas variaveis, de
recuperar modulag¢fes autondmicas em nivel similar ao de animais intactos; e vidvel para
procedimentos de longo prazo, conseguindo manter tais capacidades por longo tempo apds

a eutanasia.

e Estudar a representatividade dos dados gerados pelo modelo da cascavel
descerebrada, avaliando a similaridade de seus parametros cardiovasculares em
repouso e de modulagdes autondémicas complexas com dados obtidos de animais ndo
descerebrados ou anestesiados.

e Estudar sua viabilidade em prover registros de maultiplos parametros

cardiovasculares por longo prazo.
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e Analisar as condigdes para utilizacdo do modelo, tragando o perfil de recuperacéao de
parametros cardiovasculares e da modulacdo autonémica apos descerebracgéo;

e Avaliar a duracdo do modelo, analisando a capacidade de modulacdo de resposta
cardiovascular a desafios autondmicos longo tempo apds a descerebracao.
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CAPITULO 1

A modulagdo autonémica do modelo de cascavel descerebrada (Crotalus durissus) é

similar a do animal ndo-descerebrado
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Resumo

A preparacgéo da cascavel descerebrada (Crotalus durissus) foi recentemente proposta como
um novo modelo experimental para estudos cardiovasculares em Squamatos. Tal preparacédo
amplia as possibilidades de registros concomitantes de variaveis em investigacdes
complexas, dentro dos preceitos éticos, sem as alteracdes causadas pela anestesia terminal
e, ainda assim, eliminando os processos de dor e estresse. Para atestar a funcionalidade do
modelo e seu escopo de uso, é necessario avaliar se seus parametros cardiovasculares e
ajustes autondmicos sdo equivalentes aos de um animal ndo descerebrado. Nesta
investigagdo, comparamos os valores médios de mdltiplas varidveis cardiovasculares em
repouso entre a preparacao descerebrada e serpentes nao descerebradas e também, avaliamos
a similaridade do barorreflexo, como indicador de um reflexo cardiovascular complexo de
acao constante e rapida resposta. Assim, dois grupos, controle (GC) e preparagdo
descerebrada (GD), ap6s canulacdo oclusiva da artéria vertebral, tiveram registrados a
pressdo arterial (PAM) e frequéncia cardiaca (f) por 6h diarias apos a cirurgia, durante 72h.
O barorreflexo foi avaliado ao longo do tempo pelo monitoramento das variaveis
operacionais obtidas pelo método da sequéncia (ganho operacional, BEI, nimero de
sequéncias barorreflexas e numero de rampas). Apds 72h, o método farmacoldgico de acesso
ao barorreflexo foi utilizado para analisar capacidades e limites deste mecanismo.
Estabilizacdo da fu média (bpm) ocorreu dentro de 24h em ambos os grupos (GC - 30,4 £
1,41 e GD - 38,19 + 3,61). A PAM (kPa) alcancou a valores estaveis em 24h em GC (4,34
+0,26) e 48h em GD (3,44 + 0,18). O ganho operacional (ms-kPa™) estabilizou em 54h em
GC (2502 + 192,2) e 48h em GD (2082 + 290,1). O BEI ndo se alterou ao longo do tempo,
indicando que sua manutencdo era recuperada com a saida da anestesia. Além disso, 0s
valores maximos de Ganho barorreflexo (G50) também foram equivalentes entre os grupos
(2097 + 920, controle e 1267 + 516, descerebrados). GC e GD mantiveram 0s parametros
cardiovasculares em valores similares e apresentaram perfis de recuperacdo de modulagéo
autondmica semelhantes. Assim, a cascavel descerebrada possui ajustes equivalentes aos
obtidos em animais ndo descerebrados atestando sua relevancia para estudo de modulagdo
cardiovascular.

Palavras chave: descerebracdo, cascavel, barorreflexo, modelo experimental,
cardiovascular, sistema nervoso autbnomo.
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1. Introdugéo

O sistema cardiovascular possui arranjo complexo com interacGes dinamicas de
maultiplos 6rgdos. Estes operam sob um grande numero de reflexos e interacbes
modulatorias. Estudar tal complexidade eventualmente requer a aquisicdo e integracéo de
diversos parametros cardiovasculares ou a investigacdo de um fenémeno em mdaltiplos
niveis. O uso consistente de diversas plataformas experimentais in vivo, in situ, ex vivo, in
vitro ou in silico tém fornecido suporte experimental para a descricdo de diversos

mecanismos e fungdes em animais.

Muitas vezes, um alto nivel de invasividade instrumental é necessaria para o registro
de paré@metros cardiovasculares. Eventualmente, o nivel de instrumentacdo proposto pode
estar além do limite adequado para um procedimento aplicado in vivo. Essa € uma limitacéo
relevante, mesmo com a utilizagdo de novas ferramentas modernas e miniaturizadas de
monitoramento cardiovascular. Assim, é comum que as investigacfes sobre a modulacao
autondmica cardiovascular usem experimentos in situ, com registros “open chest” (Galli et
al., 2005a; Galli et al., 2005b; Mosley et al. 2004; Skals et al., 2005; Skovgaard et al., 2005;
Taylor et al., 2009). Tais abordagens in situ foram altamente valiosas para gerar dados
simultdneos de multiplos pardmetros. Elas foram essenciais para a investigacdo dos
mecanismos basicos que operam a modulacdo cardiovascular. Contudo, devido a
interferéncia dos anestésicos utilizados no funcionamento nervoso, € dificil acessar o0s

mecanismos modulados pelo sistema nervoso autbnomo (SNA).

Recentemente, foi sugerido um novo modelo experimental usando uma cascavel
descerebrada para fornecer uma preparacdo pos-eutanasia com modulagdo autonémica
funcional sobre o sistema cardiovascular (Rocha et al., 2021; Castro et al., 2021). O uso
deste modelo permitiu registros concomitantes de varios parametros cardiacos e vasculares
apos a remogdo da anestesia. Essa preparagdo foi apontada como possivelmente relevante
para estudos modulatérios (Rocha et al., 2021). No entanto, a extensdo de sua aplicacao
depende da similaridade ou correspondéncia das respostas cardiovasculares autonémicas

fornecidas com aquelas de animais intactos.

O presente estudo fard uma avaliacdo quantitativa objetiva do novo modelo da
cascavel descerebrada analisando um ajuste cardiovascular complexo modulado pelo SNA.

Desta forma, utilizamos o barorreflexo como bioindicador de uma funcionalidade
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autondmica complexa e comparamos 0 progresso de sua recuperagdo pés-instrumentacéo e

o nivel de sua atividade entre preparacdes descerebradas e cascavéis em repouso.

O barorreflexo é o principal reflexo cardiovascular para tamponar eventuais
flutuacBes da pressdo arterial (Bagshaw, 1985; Guyenet, 2006). Ele € um mecanismo com
elevado grau de complexidade que faz monitoramento permanente e constante com rapidos
ajustes da presséo arterial. Este mecanismo monitora a pressdo com receptores fisicos
transmurais nas paredes das principais artérias sistémicas, integra tais informacoes
centralmente com diversas outras influéncias centrais e periféricas e também, efetiva
correcdes répidas que envolvem ajustes de funcéo cardiaca e em diversas se¢fes vasculares.
Desta forma, indicamos que o barorreflexo pode funcionar como um indicador sélido para

avaliar a recuperacdo pds-cirdrgica da modulagdo autonémica cardiovascular.

2. Material e métodos
2.1 Animais experimentais

Os exemplares de cascavéis Sul Americanas, Crotalus durissus, utilizadas (n = 16,
massa corporal: 687,94 + 61,93 g, média £ EPM) foram doadas pelo Instituto Butantan.
Antes dos experimentos, as serpentes foram mantidas em recipientes individuais (56 x 38 x
20 cm), em sala com temperatura controlada, a 28 + 2°C, sob fotoperiodo 12:12, com
abastecimento de agua ad libitum, e alimentadas com camundongos a cada 15 dias. A
alimentacdo foi interrompida 15 dias antes dos experimentos. Todos os procedimentos e
protocolos foram previamente analisados e aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEUA-UFSCar).

2.2 Preparacgdo animal e descerebracgéo

O protocolo de descerebracdo foi descrito em detalhes por Rocha e colaboradores
(2021). Em suma, cada animal foi inicialmente sedado por aumento de PCO, (Wang et al.,
1993; Leite et al. 2013, 2014) até que perdessem o controle motor, o que permitiu manuseio
seguro e intubacdo para ventilagdo mecénica com 3-5% de anestesico inalavel isoflurano

(5% para inducdo por 5 minutos e 3% para manutencdo da anestesia), 3-5 respiracGes por
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minuto (volume corrente - 30 ml x kg™) (Bertelsen et al., 2014). Sob anestesia, realizamos
uma inciséo rostro-caudal medial (~ 0,5 cm) no dorso da cabega para expor o cranio. Uma
pequena abertura medial (~ 2-3 mm) permitiu acessar as meninges logo acima do teto optico.
A artéria subjacente e qualquer eventual vaso colateral foram cauterizados e as meninges
abertas. Uma sonda de cauterizacao foi usada para fazer uma incisao dorsoventral através do
tecido cerebral na posi¢do da terceira porcéo caudal do lobo dptico. Todo o sistema nervoso
rostral aquela seccédo foi cauterizado e removido. Todas as estruturas neurais referentes ao
cerebelo, tronco encefélico e porcdo posterior do hipotdlamo permaneceram intactas. A
cavidade restante foi preenchida com algoddo estéril para estabilizacdo do tecido

remanescente.

A descerebracdo, como um procedimento irreversivel que proporciona um estado
irrecuperavel, foi declarada como sendo o momento da eutandsia, e a preparacao
descerebrada resultante foi utilizada no estudo do barorreflexo (Silverman et al., 2005;
Rocha et al., 2021; Castro et al., 2021).

Todas as diretrizes éticas para a instrumentacdo animal continuaram sendo
respeitadas enquanto a preparagdo estava em uso, mesmo apos a descerebracdo. Ao final da
cirurgia os animais receberam tratamento profilatico com injecGes de antibidtico

(Enrofloxaxina 11mg-kg™?) e anti-inflamatdrio (Flunixina meglumina 1,1 mg-kg™).

2.3 Instrumentacao para o barorreflexo

Preparacdes descerebradas (n = 8) foram canuladas sob 0 mesmo plano anestésico da
cirurgia de descerebracdo. Uma incisdo ventrolateral direita (~ 4,5 cm), rostral a posicao do
coragdo exp0s a vasculatura central. A canulagdo oclusiva da artéria vertebral (canula de
polietileno PE50) forneceu acesso ao arco aortico direito para registros de presséo arterial
sistémica (Psis). Os cateteres foram preenchidos com solugéo salina heparinizada (50 Ul/ml,
0,9%).

As cascaveis ndo descerebradas (n = 8) passaram pelo mesmo procedimento
(incluindo duracdo da anestesia) sem o processo de descerebracdo. Apds a cirurgia, a
anestesia foi retirada e as preparacGes descerebradas e as cascavéis ndo descerebradas foram

realocadas em caixas plasticas e mantidas em camara climatizada a 30°C.
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2.4 Registros e protocolo experimental

Os registros cardiovasculares foram iniciados imediatamente ap6s a cirurgia (taxa de
amostragem, 1k-seg? - software Powerlab/LabChart®, ADInstruments). Para isso, 0s
cateteres foram conectados a transdutores de pressdo (Baxter Edward PX600), acoplados a
pré-amplificadores de sinal (Bridge Amp, ADInstruments). Os transdutores de pressdo
foram calibrados contra uma coluna de agua. Os sinais de pressao foram registrados por 6h
diariamente e amostras ao longo deste periodo foram utilizadas para as analises. Estes dados
foram utilizados para caracterizar o perfil de recuperacdo da frequéncia cardiaca média (f+)
e pressao arterial média (PAM). Com o0s mesmos registros, utilizamos o Método da
Sequéncia para descrever o barorreflexo operacional ao longo do tempo de recuperagao
(Filogonio et al., 2019).

Ap06s observacdo inconteste da estabilizacdo do barorreflexo, foi realizado um
protocolo farmacoldgico (n=6 para cada grupo) para analise dos limites funcionais do ganho
barorreflexo. O protocolo foi constituido de injecBes intravasculares seriadas com doses
crescentes do agonista vasoconstritor a1l - adrenérgico, fenilefrina (1; 2,5; 5; 10 e 25 pg-kg"
1, e do vasodilatador doador de dxido nitrico, nitroprussiato de sodio (1; 2,5; 5; 10 e 25
ng-kg?). Tanto a fu média quanto PAM retornaram a uma linha de base estavel antes da
proxima injecdo. ApOs protocolos experimentais, cada preparacdo e cascavel ndo
descerebrada receberam injecdo intravascular de barbitlrico (Tiopental, 100 ml-kg*-

Pearson, Brasil) seguido de solucéao hiper saturada de KCI.

2.5 Analises barorreflexas

Consideramos como recuperacao, o estabelecimento da estabilidade dos parametros
do barorreflexo apo6s a cirurgia. O Método da Sequéncia foi utilizado para acessar as
alteracdes barorreflexas ao longo do tempo. As comparagOes entre a preparagéo
descerebrada e grupo controle utilizaram as medias dos parametros cardiovasculares e do

barorreflexo ap0s a recuperacao.

A frequéncia cardiaca média (fn) e 0 respectivo intervalo de pulso (IP) foram
derivados do sinal da pressao arterial. A presséo arterial sisttmica média foi calculada como
PAM = 1/3 (Psistolica) + 2/3 (Pdiastolica). Os parametros do barorreflexo operacional foram

calculados com método da sequéncia utilizando séries sequenciais de 300 ciclos cardiacos,
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com valores de pressdo sistélica e RRi extraidos do sinal de pressdo arterial registrado
(LabChart - AD Instruments) e analisado com software CardioSeries (v2.7,
www.danielpenteado.com), de acordo com Filogonio e colaboradores (2019; 2020). A
sensibilidade do barorreflexo (BRS), representada pelo ganho operacional (Gep), foi
calculada como os valores médios da inclinacdo das sequéncias barorreflexas detectadas em
cada fragmento analisado. O indice de eficiéncia barorreflexa (BEI) foi calculado como a
proporcéo entre 0 numero de sequéncias barorreflexas e o numero total de rampas (Di
Rienzo, et al., 2001 e Filogonio et al., 2019):

Numero de sequéncias barorreflexas

BEI =
Numero total de rampas

O ganho maximo (Gsp) foi derivado do Método Farmacologico e calculado por uma

funcdo sigmoide ndo linear de quatro parametros (Reid, 1996):

B (IPmax — IPmin)
B PAM\®
1+(¢)

IP + IPmin

onde B ¢ o coeficiente de inclinacdo (ou seja, inclinagdo maxima da porcdo linear da curva).
C é PAM no ponto médio do intervalo entre IP m&ximo e minimo, de acordo com Filogonio
et al., (2019). Gso foi calculado de acordo com Crossley e colaboradores (2015) como:

—B(IPmax — IPmin)
4C

G50 =

2.6 Analise estatistica

Comparamos os valores médios sequenciais das variaveis barorreflexas ao longo do
tempo apds a cirurgia (Gop, BEI, nimero de sequéncias barorreflexas, numero total de
rampas, PAM, fu médio) para cada grupo experimental usando ANOVA One-Way para
medidas repetidas/Sidak ou Friedman/Dunn. Utilizamos One-Way ANOVA/Tukey para
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comparar os parametros do barorreflexo no inicio da recuperagdo e no final do protocolo
experimental. Utilizamos o teste Two-Way ANOVA/Tukey para comparar 0s parametros
barorreflexos entre preparac6es descerebradas e cascaveis ndo descerebradas (controle) apos
estabilizacdo. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) (p
<0,05; GraphPad Prism 7.0).

3. Resultados
3.1 Barorreflexo ao longo do tempo

A recuperacao foi definida apos a estabilizacdo dos valores médios dos parametros
cardiovasculares e do barorreflexo quando comparados com os valores logo apos a cirurgia
(tempo 0). Os primeiros registros feitos imediatamente ap6s a cirurgia representam valores
dos animais ainda sob anestesia e evidenciam nivel semelhante de variaveis cardiovasculares

e barorreflexas entre 0s grupos experimentais (Fig. 1 e 2).

O efeito da anestesia durou mais de 6h ap6s o final do procedimento. Depois disso,
houve progressdo de recuperacdo semelhante entre os grupos experimentais (Fig. 1 e 2). As
médias de f1 € PAM estabilizaram 24h ap06s a cirurgia no GC (Fig. 1 A e B). Contudo, 0 Gep
levou 54h para atingir valores estaveis. Os valores BEI foram semelhantes ao valor médio

de recuperacéo logo apos a cirurgia em ambos os grupos (Fig. 1 C e D).

O GD também recuperou a f1 média em 24h, porém a PAM levou mais tempo para
reduzir a valores estaveis (Fig. 2 A e B). Apos a cirurgia, Gop se elevou e se estabilizou apos
48h, assim como a PAM. O BEI se manteve estavel desde o inicio das medidas (Fig. 2 C e
D).
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Figura 1. Parametros cardiovasculares e barorreflexos ao longo do tempo apés cirurgia
em cascavéis, Crotalus durissus. Os valores foram obtidos pelo Método da Sequéncia de
andlise barorreflexa. (a) frequéncia cardiaca - fu; (b) pressdo arterial média - PAM:; (c) ganho
barorreflexo operacional - Gop; (d) indice de eficiéncia barorreflexa - BEI. Os valores sdo
médias £ EPM. Letras diferentes denotam diferenca estatistica (One-Way ANOVA/Tukey; P
<0,05; n = 8).
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Figura 2. Parametros cardiovasculares e barorreflexos ao longo do tempo apés cirurgia
em cascavéis descerebradas, Crotalus durissus. Os valores foram obtidos pelo Método da
Sequéncia de analise barorreflexa. (a) frequéncia cardiaca - fn; (b) pressao arterial média -
PAM,; (c) ganho barorreflexo operacional - Gop; (d) indice de eficiéncia barorreflexa - BEI.
Os valores sdo médias + EPM. Letras diferentes denotam diferenca estatistica (One-Way
ANOVA/Tukey; P <0,05; n = 8).

3.2 Cascavel ndo descerebrada x preparacao descerebrada apoés estabilizacéo

Apos estabilidade dos valores meédios dos parametros cardiovasculares e

barorreflexos de fu, PAM, Gop serem alcancados, em cada grupo experimental, estes

permaneceram estaveis até o final do protocolo experimental (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios dos pardmetros cardiovasculares e do barorreflexo no
estabelecimento da recuperacdo e ao final do protocolo experimental. Os valores foram
obtidos com o Método da Sequéncia de analise barorreflexa.

Parametro Estabelecimento da estabilizagdo Fim do experimento
barorreflexo Controle Descerebrado Controle Descerebrado
fr (bpm) 30,4 +£1,417 38,19 + 3,61° 28,95 + 2,442 38,41 + 4,39?
PAM (kPa) 4,34 + 0,262 3,44 £0,18? 3,56 £ 0,26° 3,40 £ 0,307
Gop (ms kPa) 2502 + 192,28 2082 +290,1* 2147 +221,5* 1679 272,44
BEI 0,29 £ 0,012 0,48 £ 0,04% 0,40 £ 0,04? 0,48 £ 0,04?

Os valores sdo médias £ EPM. fu - frequéncia cardiaca; PAM - presséo arterial média; Gop
- ganho do barorreflexo operacional e BEI - indice de eficiéncia barorreflexa. Letras
diferentes denotam valores diferentes. (Two-Way ANOVA/Tukey; P <0,05; n = 8).

Os ganhos operacionais e maximo foram semelhantes. Os valores médios de Gop €
Gso foram 2147 + 221,5 e 2097 + 920, no GC; e 1679 + 272,4 e 1267 + 516, no GD,
respectivamente, indicando que a estabilidade foi alcangada apos a cirurgia. Gop € Gso ndo

foram diferentes entre 0s grupos experimentais (Fig. 3).
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Figura 3. Valores do barorreflexo entre 0s grupos experimentais, cascavéis nao
descerebradas e preparacoes descerebradas apds a recuperacédo. A - Valores médios de
ganho barorreflexo operacional (Gop) e ganho barorreflexo maximo (Gso), 72h apds a cirurgia:
coluna preta - cascaveis ndo descerebradas; coluna cinza - preparagdes descerebradas. B -
Curvas barorreflexas sigmoides médias obtidas com o método farmacoldgico: linha preta -
cascaveéis ndo descerebradas; linha cinza - preparagdes descerebradas. Setas pontilhadas
indicam Gop. Setas continuas indicam Gso. Os valores sdo médias = EPM. Letras diferentes
denotam valores diferentes. (Two-Way ANOVA/Tukey; P <0,05; n = 6).
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4. Discussao

Recentemente, uma preparacao de cascavel descerebrada foi validada e utilizada para
investigar questdes relacionadas ao papel do NO na modulacdo do sistema cardiovascular
(Rocha et al., 2021; Castro et al., 2021). Essa preparacdo demonstrou ser capaz de gerar
ajustes cardiovasculares complexos em resposta a diversos desafios hemodinamicos, e
estimulos a quimiorreceptores de O e temperatura (Rocha et al., 2021). Parte das respostas
cardiovasculares descritas diferiram daquelas obtidas com preparacdes anestesiadas in situ
(Castro et al., 2021; Galli et al., 2005b). No entanto, apesar de ser relatado como uma
importante ferramenta para pesquisa experimental, a relevancia pratica desse modelo é
impactada pela semelhanca de suas respostas autondmicas com as de serpentes nao
descerebradas. Infelizmente, tal comparacéo é limitada, pois ndo € possivel submeter uma
serpente ndo descerebrada ao mesmo nivel de instrumentagdo mantida por uma preparacdo

descerebrada.

Assim, focamos nossas analises na similaridade dos pardmetros de repouso e no
barorreflexo. Este € um mecanismo complexo, dindmico e bem conhecido. Ele pode
modular uma série de ajustes cardiacos e vasculares que podem ser monitorados com
instrumentacdo minima (canulacdo da artéria vertebral). Em seguida, utilizamos a
recuperacdo do barorreflexo pos-instrumentacdo para indexar a recuperacdo da modulagéao
autondmica sobre o sistema cardiovascular. Além disso, esse indice foi usado para verificar
a semelhanca das respostas cardiovasculares entre serpentes ndo descerebradas e
preparacOes descerebradas. Ambos 0s grupos recuperaram niveis semelhantes de respostas
barorreflexas, indicando que a preparacdo do animal descerebrado pode fornecer dados

confidveis e representativos sobre 0s mecanismos autondmicos.

O barorreflexo como indice de recuperagdo

Em vertebrados, a PAM opera sob grandes influéncias tanto do débito cardiaco
quanto da resisténcia vascular periférica. Embora a PAM seja relativamente constante ao
longo do tempo, a presséo arterial instantanea tende a flutuar devido a diversos fatores, como
ventilagdo, mudanca de temperatura, niveis de atividade, ortostase e varios outros (Armelin
et al. 2014, Filogonio et al., 2020; Wang et al., 2019; Van Vliet e West, 1987; Zena et al.,
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2015). O barorreflexo é o principal reflexo cardiovascular para estabilizar eventuais
flutuacGes da pressdo arterial (Bagshaw, 1985; Guyenet, 2006). Sua relevancia para a
manutencdo hemodinamica é atestada por sua preservacdo através da linhagem de
vertebrados (Bagshaw, 1985; VVan Vliet e West, 1994; Armelin etal., 2021). Esse mecanismo
foi experimentalmente evidenciado em todos os grupos de vertebrados, como peixes
(Sandblom e Axelsson, 2005; Armelin et al., 2016; 2021), anfibios (West e Van Vilet, 1994;
Zena et al., 2015), crocodilo (Hagensen et al., 2010), quelénios (Millard e Moali, 1980);
squamatos (Filogonio et al., 2019; Zena et al., 2016), aves (Smith, 1994) e mamiferos
(Coleman, 1980). Portanto, a expressdo de mecanismo tao relevante é adequada para indexar
a presenca e magnitude da modulagéo cardiovascular no presente estudo. Nossos resultados
indicam que o SNA estd operando em nivel adequado para a manutencdo dos parametros

cardiovasculares e para a modulacdo de respostas autondmicas.

No entanto, devemos ponderar que o barorreflexo, tal como utilizado aqui, é um
indice. Ele ndo reflete a expressdo de todas as possiveis influéncias modulatérias sobre o
sistema cardiovascular. A abordagem utilizada é adequada, pois permite uma comparagdo
qualitativa e quantitativa entre grupos experimentais. Contudo, ela possui limites. N&o
devemos considerar que a preparag@o descerebrada seja igual ao animal ndo descerebrado.
A preparacdo descerebrada ndo possui interacao entre estruturas neurais superiores € 0 SNA.
Além disso, espera-se que a capacidade modulatéria se deteriore com o tempo na preparagao
descerebrada. Assim, dentro do presente contexto, € muito relevante que os pardmetros
tenham sido observados em recuperacdo e estabilizacdo ao longo de dias. Para que a
confiabilidade do presente modelo seja determinada e sua utilizagéo definida, foi importante
investigar se ajustes cardiovasculares complexos estavam presentes e se eram realizados no

mesmo nivel ao longo do tempo de experimentagéo.

Os processos de instrumentagdo atenuaram o barorreflexo, e ambos os grupos
experimentais apresentaram pardmetros cardiovasculares médios e Gop alterados apos a
cirurgia. O efeito depressivo da anestesia sobre o sistema autondmico pareceu ser de grande
relevancia, uma vez que ambos 0s grupos, apesar de instrumentacdo muito diferente
(descerebracdo+canulacdo x canulagdo), tiveram magnitude semelhante de alteragOes
cardiovasculares. E sabido que os anestésicos interferem no SNA e podem causar efeitos
confusos e, as vezes contraditorios, nos parametros cardiovasculares (Hettrick et al., 1996;
Rooney et al., 1999; Mosley et al., 2004; Taylor et al., 2009; Williams et al., 2018). A
atenuacéo do barorreflexo sob anestesia foi relatada anteriormente para diferentes grupos de
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vertebrados. O isoflurano e o enflurano diminuiram PAM, fH e atividade do mecanismo
barorreflexo em ratos (Lee et al., 2002; Lee et al., 2004). Em humanos, o isoflurano e o
sevoflurano reduziram a sensibilidade barorreflexa, mas tiveram recuperacdo completa 2
horas ap0ds a suspensdo da anestesia (Nagasaki et al., 2001). N&o ha relatos de recuperacao
barorreflexa apds a exposicdo a anestésicos inalatérios em outros animais. Para outros
anestésicos foi observado que ratos levam 5-6 horas para recuperar o barorreflexo apds
anestesia com pentobarbital sodico, 4 horas ap6s cloral hidratado e 4-5 horas, apds protocolo
anestésico com Diazepam/Cetamina (Ming et al., 2004). Foi observado que o isoflurano
aumentou a fH em cascaveéis e lagartos teill como seu efeito sobre o equilibrio autonémico,
causando grande queda da modulacdo parassimpatica (Sanches et al., 2019; Duran et al.,
2020). Infelizmente, ndo ha descricdo da recuperacdo pds-cirdrgica do barorreflexo em

outras espécies de vertebrados ndo mamiferos.

Adicionalmente, observamos que animais controle recuperaram a f1 € PAM médias
(24h) antes do barorreflexo. Isso foi observado porque o Gop demorou mais para se
restabelecer totalmente (54h). Tal informacéo possui grande relevancia, uma vez que estudos
dedicados a investigacdo de mecanismos modulatérios devem validar a presenca e

funcionalidade do mecanismo de interesse na condic¢do experimental.

Recuperacao barorreflexa

Os parametros cardiovasculares foram estabelecidos como estaveis, 48 horas apds a
instrumentacao. Além disso, ambos os grupos tiveram perfis de recuperacao semelhantes ao
longo do tempo para as variaveis barorreflexas. Utilizamos o método de sequéncia para
andlises barorreflexas, o que permitiu analises sequenciais ao longo da duragéo do protocolo.
E razoavel assumirmos que, mesmo observando uma recuperagdo autonémica, a preparagio
ndo € um animal integro e, portanto, menores variagdes de pressdo podem refletir menores
interferéncias nos parametros hemodinamicos, como estado de alerta, atividade, e outros

fatores que exercem influéncias sobre a estabilidade do sistema cardiovascular.

O metodo de sequéncia possibilitou o registro de outros parametros importantes,
como BEI. Sua diminuicéo indicaria menos eficacia do barorreflexo em recrutar o fH para
compensacg0Oes de pressao, e seu aumento seria 0 oposto. Portanto, sua estabilidade ao longo
do tempo € surpreendentemente interessante e indica que os outros reflexos e processos

modulatérios que disputam o controle da fn também estéo reduzidos apds a instrumentagéo
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e, provavelmente, se recuperam junto ao controle da pressdo arterial. Este resultado sugere
certo equilibrio modulatério entre os processos autonémicos. Se tal interpretacdo estiver
correta, nossos resultados indicam que esse equilibrio estd presente e € mantido na

preparacdo descerebrada.

Similaridade barorreflexa

Durante o método de descerebracdo, as vias aferentes e eferentes e areas de
integracdo central para o barorreflexo foram mantidas, como 0s nervos cranianos, o ndcleo
do trato solitario, bulbo ventrolateral caudal e bulbo ventrolateral rostral (Guyenet, 2006;
Robertson et al.,2012). Com base na similaridade de Gop, BEI, Gsp, entre grupos
experimentais, podemos assumir que o barorreflexo esta trabalhando de forma eficiente em
toda a sua faixa operacional na preparacdo descerebrada. Tal resultado em animais
descerebrados também indica que ha pouca influéncia das areas superiores do cortex

interferindo no barorreflexo em cascavéis em repouso, a 30°C.

O protocolo farmacolédgico também atestou a capacidade da preparacao descerebrada
em manter a resposta barorreflexa ap6s interferéncias hemodinamicas (Filogonio et al.,
2019; Armelin et al., 2021). No presente estudo, realizamos o protocolo farmacoldgico
somente apds a verificacdo da recuperacdo. Naquele momento, o ganho operacional e o
ganho maximo foram semelhantes em ambos os grupos. A estabilizacdo do barorreflexo foi
mantida até 72h, indicando que a capacidade recuperada da modulacdo autonémica ndo decai
ao longo desse tempo experimental. Essa é uma informacao muito relevante. De acordo com
0s dados presentes, 0os projetos experimentais futuros podem ser tdo longos quanto o
protocolo atual. Pode ser til abordar a duracdo da preparacdo do animal descerebrado ao
longo do tempo. No entanto, isso exigiria um protocolo experimental dedicado e deveria

envolver outros parametros cardiovasculares.

Parametros cardiovasculares durante a recuperacao

Os grupos experimentais recuperaram a estabilidade dos valores médios dos
pardmetros cardiovasculares 24h apoés a cirurgia, porem o Gop demorou 48h para aumentar
e se estabilizar. Estabelecer o tempo adequado para a recuperacdo poés-cirirgica €

fundamental em qualquer projeto experimental para estudos in vivo. Essa questdo é ainda
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mais relevante se o protocolo envolver anestésicos e animais ectotérmicos. A anestesia pode
durar tempo variavel de acordo com: o tipo de anestésico, sua dosagem, massa corporal do
animal, metabolismo do animal e tempo de instrumentacdo (Misal et al., 2016). Vertebrados
ectotérmicos podem variar seu metabolismo em uma ampla faixa, de acordo com a
temperatura ou estagio de desenvolvimento (Ligon et al., 2012; Leite et al., 2013, 2014).
Portanto, a recuperagdo da anestesia € uma questdo especial na instrumentacdo nestes

animais.

Esse argumento € relevante, pois em biologia experimental € comum apontar a
estabilidade das médias de f+ ou PAM para indicar o restabelecimento em repouso e atestar
a recuperacdo de animais em experimento in vivo (Porges et al., 2003; Taylor et al., 2009;
Hedrick et al., 2015). Nosso experimento indica que os valores médios de ambas as variaveis
podem se recuperar antes do mecanismo barorreflexo e sugerimos que esse fato deve ser
considerado quando as investigacfes abordarem os mecanismos regulatérios. Diferencas
entre o tempo de recuperacdo dos parametros cardiovasculares medios e indicadores de
funcdo autonémica foram observadas anteriormente em cascaveéis (Sanches, et al., 2019) e
lagarto teiti (Duran et al., 2020). Essa recuperacdo depende da espécie e, obviamente, espera-
se que seja fortemente afetada pela qualidade da instrumentacdo, protocolo de anestesia e
temperatura. Embora a recuperacao total da capacidade de modulacdo autonémica nao seja
necessaria para parte das investigacdes experimentais, o uso de indices reducionistas, como

fn e PAM médias, deve ser considerado com bastante cautela.

5. Consideracdes Finais

Preparacdes descerebradas tém sido uma ferramenta util para estudos mecanisticos
em varias areas das ciéncias fisioldgicas. Diversos niveis de descerebracdo foram
desenvolvidos em vérias espécies, como ratos (Gringson et al., 1997; Nakanishi e Whelan,
2012), coelhos (Clarke e Harris, 2001), gatos (McWilliam et al., 1991; Montano et al, 1992),
sapos (Wang et al., 1999), peixes (Uematsu e Todo, 1997), de acordo com o estudo (por
exemplo, nocicepgdo, fungéo reflexa, comportamento, anestesia e muitos outros - Woods,
1964; Lee et al., 2002 ; Lee et al. 2004; Pickering e Paton, 2006; Meehan et al., 2017). A
metodologia de descerebracdo utilizada neste estudo procede a eliminagcdo da estrutura

cerebral rostral ao teto dptico e mantém o nucleo dos centros autonémicos (Rocha et al.,



60

2021; Castro et al., 2021). Isso elimina a ativacdo do cértex cerebral e do talamo, que sao
estruturas essenciais para o processamento de estimulos dolorosos e distresse (Silverman et
al. 2005). Além disso, por ser um processo irreversivel, resultado de uma preparacédo
funcionalmente limitada no tempo, este procedimento é considerado o momento da eutanasia
(Silverman et al., 2005; Rocha et al., 2021). A baixa taxa metabdlica de repouso da cascavel
pareceu auxiliar no prolongamento do tempo de decadéncia. A combinagdo desses fatores
alterou o limite de duracdo da preparacdo descrevendo uma ferramenta interessante para

estudos cardiovasculares.

O presente estudo indica que a preparacdo descerebrada foi capaz de recuperacao
pos-cirurgica e manutencdo da fH e PAM médias ao longo de 72h. Também foi capaz de
modular a variacdo espontanea da pressdo e também ajustar as alteracGes de pressdo
induzidas farmacologicamente na mesma magnitude das serpentes ndo descerebradas.
Portanto, consideramos que esta preparacdo é capaz de produzir resultados representativos

em investigacBes mecanisticas acerca da modulacdo autonémica do sistema cardiovascular.
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CAPITULO 2

Recuperacdo e persisténcia da monulagdo autondémica em cascaveis descerebradas

(Cortalus durissus)
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Resumo

A preparacdo da cascavel descerebrada (Crotalus durissus) se apresenta como um modelo
experimental interessante para o estudo de fisiologia cardiovascular de squamatos. A
preparacdo possibilita instrumentacdo para registro concomitante de varios parametros
cardiovasculares sob modulacdo autondmica adequada. O lento decaimento de fungdes
modulatorias foi apontado como um ponto relevante desta preparacdo. Contudo, tal
suposicao foi baseada em dados iniciais e sem a devida validagdo no tempo. A relevancia e
confiabilidade do modelo est4, dentre outras coisas, relacionada ao tempo em que permanece
viavel e funcional, apds a descerebracdo. Desta forma, nosso objetivo foi testar sua
viabilidade pela analise da permanéncia de modula¢des autondmicas em longo prazo. Assim,
analisamos a manutencdo da estabilidade de parametros cardiovasculares em preparagdo
instrumentada ao longo do tempo (dias) e o nivel de modulacdo autonémica pela presenca
de indexadores de reflexos cardiovasculares complexos, como a variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC) e barorreflexo (BaR). As variaveis cardiovasculares analisadas (frequéncia
cardiaca, pressdo arterial média sisttmica e pulmonar, fluxos sanguineos sistémico e
pulmonar, condutancias vasculares sistémica e pulmonar, débito cardiaco e volume sistélico
total) foram mantidas na condigdo de repouso esperada para a espécie por 15 dias apés a
descerebracdo. Da mesma forma, o BaR que estava presente e foi equivalente ao relatado
para cascavéis em repouso (Ganho operacional, 1.130,0 + 229,7 ms-kPa!). Além disso, as
preparacdes descerebradas demostraram reestabelecimento da VFC em repouso, indicada
definidas pelo valor de PSD (Power Spectral Density, 186.834 + 108.520 ms?). A presenca
dessas variaveis e o funcionamento das mesmas, em niveis semelhantes & animais intactos,
denotam a recuperacdo e manutencdo da modulacdo autonémica da atividade cardiaca pelo
SNA e demonstram que o modelo é apto para ser utilizado em experimentos no estado de
repouso e apresenta potencial para testes mais complexos que exijam maiores niveis de
regulagdes das variaveis cardiovasculares.

Palavras-chave: sistema nervoso autbnomo, variabilidade da frequéncia cardiaca,
barorreflexo, Crotalus durissus, descerebragao.
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1. Introdugéo

Reptilia € uma classe polifilética que parece conservar aspectos fundamentais da
historia dos vertebrados. Compreender os sistemas circulatorios de grupos de répteis é
fundamental para investigar varias questbes relacionadas as fungbes do sistema
cardiovascular e seus processos evolutivos em vertebrados (Taylor et al., 1999). Espécies de
répteis tém sido utilizadas para estudar varios enigmas fisioldgicos, tais como: o papel dos
desvios cardiacos (Burggren et al., 2020; Leite et al., 2013, 2014; Eme et al., 2009; Taylor
et al., 2009); o papel da inervacédo vascular parassimpatica (Filogonio et al., 2020; Taylor et
al., 2009; Leite et al., 2013, 2014); a evolucdo das camaras cardiacas (Jensen et al., 2010,
2013a); a ontogenia da inervacdo do coracdo (Sartori et al., 2012, 2015); o efeito da
temperatura no sistema cardiovascular (Baker et al., 1972; Galli et al., 2004; Bicego et al.,
2007; Filogonio et al., 2019); ajustes de sazonalidade (Zena et al., 2016); posicionamento do
coragdo e efeito da ortostase (Armelin et al.,, 2014); recuperacdo autondmica pos-
instrumentacdo (Duran et al., 2020; Sanches et al., 2019); dentre outros.

Apesar do grande interesse no sistema cardiovascular dos répteis, as investigacdes
experimentais de alguns processos e mecanismos permanecem limitadas. Parte dos limites
se baseiam no desenvolvimento de técnicas de instrumentacao e confiabilidade das medidas
in vivo, quando geradas sob instrumentacdo mais invasiva. Ou ainda, nos 6bvios e corretos
aspectos éticos que restringem o0 acesso a alguns mecanismos na experimentacdo animal.
Desta forma, alguns mecanismos cardiovasculares tiveram sua descri¢do funcional baseada
em preparacdes experimentais sob anestesia terminal (open chest). Este foi o caso do papel
de fatores modulatérios como: éxido nitrico (Galli et al., 2005b; Skovgaard et al., 2005),
catecolaminas (Galli et al., 2007) e bradicinina (Galli et al., 2005a). Apesar da 6tima
qualidade desses estudos, o modelo experimental usado supostamente limita as
investigacOes que dependem de uma analise quantitativa das variaveis de interesse ou de
modulag¢bes autondmicas complexas. As limitacGes dizem respeito ao conhecido efeito da
anestesia nos parametros fisiologicos de repouso e nas fungdes autonémicas. Foi
demonstrado que uma diversidade de substancias anestésicas altera as variaveis fisiologicas,
mesmo no melhor cenario experimental (Mosley et al., 2004; Taylor et al., 2009). Por
exemplo, foi relatado que o isoflurano deprime o barorreflexo em roedores (Lee et al., 2002;
Lee et al., 2004). O uso de éxido nitroso e halotano aumenta a atividade simpatica eferente
em cdes (Bagshaw e Cox, 1982). Estudos com cascaveis indicaram que 0 uso de anestesicos

pentobarbital diminui o tdnus vagal e eleva a atividade simpatica, gerando efeitos diretos no
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sistema cardiovascular (Galli et al., 2005a). Alguns anestésicos, como os inalatorios,
parecem ter efeitos menores. Foi observado que diferentes doses de sevoflurano (2,5% e
3,75%) ndo afetam a frequéncia cardiaca da tartaruga do deserto, Gopherus agassizii.
Contudo, elas geram efeitos cardiovasculares ja que diminuem as pressfes: sistdlica,
diastolica e ventricular média (Rooney et al., 1999). Da mesma forma, foi observado que o
isoflurano (3%) abole a modulacdo autonémica da frequéncia cardiaca e mantem algum
efeito inibidor autondmico, mesmo algum tempo apds o fim do fornecimento anestésico
conforme observado em serpentes cascavéis, C. durissus (Sanches et al., 2019) e lagartos

teils, S. merianae (Duran et al., 2020).

A despeito do efeito anestésico, a investigacdo de alguns mecanismos exige
instrumentacdo complexa e/ou profunda e, portanto, dificilmente poderia ser aplicada em
procedimentos para monitoramento in vivo. Por exemplo, uma investigacao recente sobre o
papel do desvio cardiaco teve dados complementares obtidos em diferentes grupos
experimentais (Filogonio et al., 2016), o que impactou o numero de animais utilizados e
limitou a correlacdes de alguns parametros. A instrumentacdo intensa é um aspecto
altamente limitante para a experimentacdo e, mesmo no melhor cenéario possivel, foi
observado que afeta a recuperacdo autondmica e influencia o reestabelecimento adequado
do repouso (Sanches et al., 2019; Duran et al., 2020).

Recentemente foi apresentado um modelo interessante para estudos de mecanismos
cardiovasculares sob modulagdo autondmica, a preparacdo da cascavel descerebrada (C.
durissus). O uso de animais descerebrados potencialmente permite o registro de varios
parametros concomitantes (como variaveis ventilatorias e cardiovasculares, temperatura,
atividade nervosa, etc.), uma vez que a preparacdo esta eutanasiada, sem o cortex cerebral e
talamo. Neste preparo, 0 sistema nervoso autdnomo (SNA) é preservado, assim como todas
as funcgdes fisiologicas controladas por ele. Tal abordagem desabilita fundamentalmente
qualquer processo com integracdo central superior assim como, processos levem a percepgédo
de dor e/ou qualquer possivel forma/interpretacdo de consciéncia. Na verdade, por este fato,
por ser um procedimento final irrecuperavel, que mantem apenas as funcfes vegetativas, é
gue o processo é considerado 0 momento da eutanasia (Silverman et al., 2005; Castro et al.,
2021; Rocha et al., 2021). Apo6s o procedimento neste tipo de preparacgdo, a coleta de dados
pode continuar em cursos de tempo variavel, que estéo relacionados ao tempo de viabilidade
da preparacdo (Silverman et al., 2005; Dobson e Harris, 2012; Woods, 1964). Assim,
investigamos a viabilidade da cascavel descerebrada ao longo do tempo, o que é fundamental
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para atestar a viabilidade do modelo e compreende a abrangéncia de seu uso. Para tal,
avaliamos como o processo de descerebracéo afeta a dindmica de recuperagéo/inviabilidade
da preparacdo apds a descerebracdo. Assim, analisamos: a manutencdo das variaveis
cardiovasculares em repouso; presenca e magnitude de um reflexo cardiovascular modulado
pelo SNA, o barorreflexo; e a presenca e progressdo de alteragOes na variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC). A VFC é o resultado final da presenca de multiplos processos
autondmicos sobre a frequéncia cardiaca e assim, sua presenca e o nivel de variabilidade
total tem sido um indicador valioso da modulacdo do SNA (Task Force, 1996; Sanches et
al., 2019; Duran et al., 2020).

2. Material e métodos
2.1 Animais experimentais

As cascavéis Sul Americanas, Crotalus durissus, utilizadas no experimento (n = 8,
massa corporal: 852,0 £ 43,41g, média £ EPM) foram doadas pelo Instituto Butantan e
mantidas no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, UFSCar. Os animais eram mantidos em
compartimentos individuais, em sala climatizada, com temperatura controlada a 28°C,
fotoperiodo 12:12; com agua ad libitum e alimentacdo com roedores a cada 15 dias. A
alimentacdo era interrompida 15 dias antes de cada experimento. Todos 0s procedimentos

foram previamente aprovados pelo Comité de Etica (CEUA- UFSCar).

2.2 Descerebracéo e registro de ECG

O protocolo de registro possui duas fases de instrumentagcdo. Nesta primeira fase,
foram realizados os procedimentos de descerebracdo e implantacdo de eletrodos de ECG.
Utilizamos o procedimento de descerebracdo previamente descrito por Rocha e
colaboradores (2021). Em resumo, para os procedimentos cirurgicos, 0s animais foram
inicialmente sedados com aumento de PCO; (Wang et al., 1993; Leite et al., 2013, 2014) até
que perdessem o controle motor. Isso permitiu manuseio seguro e intubagdo endotraqueal
para ventilacdo mecénica com 3-5% de anestésico inalatorio isoflurano (5 min a 5% para

inducio e 3% para manutencdo da anestesia), 3-5 respiragdes x min’t (volume corrente de
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30 ml x kg1). Sob anestesia, realizamos uma incisdo rostro-caudal (~ 0,5cm) no dorso da
cabeca para expor o cranio. Uma pequena abertura medial (~ 2-3 mm) foi perfurada na
posicdo da 6 escama caudal a cavidade ocular, o que permitiu acesso as meninges logo
acima do teto Optico. A artéria subjacente e qualquer eventual vaso colateral foram
cuidadosamente cauterizados e as meninges suavemente puncionadas e abertas. Todo o
sistema nervoso, rostral a esse ponto, foi cauterizado e removido. A cavidade remanescente
foi preenchida com algodé&o estéril para estabilizacao do tecido nervoso. Todas as estruturas
neurais do cerebelo, tronco encefalico e porcdo posterior do hipotdlamo permaneceram
intactas. A incisdo na cabeca foi posteriormente suturada. Imagens do procedimento podem

ser visualizadas na Figura 1.

A descerebracdo, como procedimento irreversivel que proporciona um estado
irrecuperavel, € considerada o momento da eutanésia (Silverman et al., 2005; Rocha et al.,
2021; Castro et al., 2021) e assim, o estudo das fun¢des autondmicas € executado em uma
preparacdo eutanasiada com tempo de duracdo finito, mas ainda ndo conhecido. Todas as
diretrizes éticas para a instrumentacdo animal continuaram sendo respeitadas enquanto a

preparagio estava em uso.

Durante 0 mesmo plano anestésico usado para descerebracdo, foram implantados
eletrodos para registro do eletrocardiograma (ECG). Os eletrodos foram implantados
bilateralmente em posi¢des ventrais imediatamente anterior e posterior ao coragdo. Um
eletrodo de referéncia foi posicionado dorsalmente, aproximadamente 10 cm caudal aos
demais. Eletrodos e fios foram suturados no dorso da preparacao para garantir a estabilidade
do sinal. Inicialmente, a analise qualitativa do sinal de ECG foi usada para observar e atestar
a viabilidade da preparacdo durante a progressao do procedimento de descerebracdo. Apos
observar evidéncias claras de ventilacdo espontanea apos cessado o fornecimento anestésico,
cada preparacao foi transferida para um compartimento experimental individual (25 x 35 x
10 cm) posicionado em uma camara com temperatura controlada estavel, a 30°C temperatura
preferencial de cascavéis (Filogonio et al., 2016) onde permaneceram durante o protocolo
de registro. O ECG foi registrado diariamente para possibilitar as avaliacdes do progresso
de alteracdo da VFC ap6s o processo de descerebracdo. Cada preparacdo também recebeu
tratamento profilatico pos-operatdrio com injecoes de antibiotico (Enrofloxaxina 11mg-kg-

1y e anti-inflamatdrio (Flunixina meglumina 1,1 mg-kg™) no momento do procedimento e
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apos 48h, assim como 10 ml de solucéo fisiologica (NaCl 0,9%) via injecdo intraperitoneal

para manutencdo da hidratacao.

2.3 Anatomia e histologia

Registros de imagens ao longo do processo foram utilizadas para estudo do
procedimento e andlise das estruturas remanescentes do SNC. Assim, imagens de fases do
procedimento foram registradas com lupa Zeiss (Carl Zeiss Stemi 2000c). Apos o final do
experimento, as preparacdes foram dissecadas e amostras do Sistema Nervoso Central
(SNC) foram lavadas com solucdo salina (NaCl 0,9%) e registradas com lupa Zeiss (Carl
Zeiss Stemi 2000c) por meio de camera acoplada (AxioCam ERc 5s) com software
AxioVision RI. 4.8.

Para caracterizacdo anatémica, os tecidos foram fixados em formalina tamponada a
4%, desidratados em série crescente de alcool e incluidos em parafina. As se¢des (6 um de
espessura) foram coradas com o kit Tricromio de Masson (EasyPath, EP - 11-20013, Brasil)
e as fotografias foram obtidas com microscopio éptico Olympus BX61 (Olympus,
Dinamarca) equipado com uma camera conectada a um computador utilizando o software

Olympus Visiopharm Integrator System -newCAST.

Para referéncia estrutural, utilizamos imagens do SNC de duas cascavéis ndo
descerebradas. Esses animais (Massa media = 898,75 + 264,75g) passaram pelo mesmo

procedimento de dissec¢do do SNC, registro e descricéo.

2.4 Variaveis cardiovasculares

A anédlise da VFC foi utilizada como bioindicador de modulacdo autonémica
primario (Sanches et al., 2019; Duran et al., 2020). Apds observacédo de recuperagdo da VFC
total, foi realizada uma segunda instrumentagcdo para monitoramento cardiovascular. Para
reduzir possiveis efeitos anestésicos sobre o sistema nervoso auténomo (SNA), apés a
cirurgia, o protocolo de anestesia inalatoria foi aplicado com o anestesico inalavel isoflurano

com ventilagdo mecanica similar ao descrito anteriormente. Neste processo, para
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estabilidade do animal durante o procedimento cirurgico, foi utilizado bloqueador

neuromuscular (Brometo de pancuronio - 0,5 mg-kg™).

Ap0s inducdo anestésica, fizemos uma incisdo ventrolateral (~ 4,5 cm) do lado direito
rostral ao coracdo, para expor a vasculatura central. A canulacdo oclusiva da artéria vertebral
(PE50) e de um ramo da artéria pulmonar (PE20) proporcionaram acessos ao arco adrtico
direito e a artéria pulmonar, respectivamente. Isso permitiu o registro da pressdo arterial
sistémica e pulmonar e célculo da pressdo arterial sisttmica média (PAMsis) e pulmonar
média (PAMpul). Os cateteres foram preenchidos com solucdo salina heparinizada (50
Ul/ml, NaCl 0,9%). Além disso, sondas de fluxo perivascular foram implantadas sobre o
arco aortico esquerdo e artéria pulmonar, para registrar os fluxos sanguineos do arco adrtico
esquerdo e do circuito pulmonar, respectivamente (QLao e Qpul, 1,5PR - 1,5PR, Transonic
Systems). As sondas foram envolvidas com gel de ultrassom estéril para estabilizar a
transmissdo do sinal. Os cabos destas foram fixados na borda da incisdo ventrolateral para
estabilidade da posicdo. Ao final do procedimento, canulas e sondas foram fixadas com
suturas no dorso da preparacdo. Apés a instrumentacado, cada preparacédo foi posicionada em
decubito ventral, e a anestesia cessada até o restabelecimento da ventilagdo espontanea.

2.5 Protocolo experimental e andlise de dados

As presenca e nivel da VFC total foi utilizada para observar e atestar a presenca de
modulacdo autonémica na preparacao descerebrada. Sua anélise ao longo do tempo, apos a
descerebracdo, foi utilizada para avaliar a recuperacdo poés-cirdrgica e estabilizacdo da
modulacdo autonémica de acordo com a metodologia utilizada em squamatos (Sanches et
al., 2019; Duran et al., 2020). Os registros de ECG foram utilizados para obter séries
temporais de intervalos cardiacos sucessivos (RRi). As séries de RRi foram utilizadas para
analises da VFC nos dominios do tempo e da frequéncia (software CardioSeries v2.7 -
http://www.danielpenteado.com — Zena et al., 2016; Troiano et al., 2018). Analises no
dominio do tempo foram utilizadas para obter o desvio padrdo de RRi (SDNN) e pela raiz
quadrada da média da soma dos quadrados das diferencas entre RRi adjacentes (RMSSD).
A analise no dominio da frequéncia foi usada para obter o valor da variabilidade total,

representada pela densidade espectral (PSD — power spectral density) usando a
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Transformada répida de Fourier (256 eventos consecutivos) com sobreposi¢do de 50% apds
interpolagéo de 2 Hz (Sanches et al., 2019).

Apols observacdo de estabilidade na VFC, as preparacdes passaram por nova
instrumentacdo para o registro das varidveis cardiovasculares e analises do barorreflexo em
repouso. Os mesmos registros foram feitos com as preparacoes anestesiadas com isoflurano
(~ 2%). O anestésico teve o objetivo de suprimir o SNA para verificar a presenca de
modulacdo autondmica nas variaveis cardiovasculares aferidas (frequéncia cardiaca,
pressdes arteriais médias sistémica e pulmonar, fluxos sanguineos sistémicos e pulmonar,
condutancias vasculares sistémica e pulmonar, débito cardiaco e volume sistélico total) no

repouso, e no barorreflexo observado.

Os registros das varidveis cardiovasculares foram iniciados 24 horas apds a
instrumentacdo. Para isso, 0s cateteres foram conectados a transdutores de presséo (Baxter
Edward PX600). Estes foram calibrados contra uma coluna de mercurio e acoplados a preé-
amplificadores de sinal (Bridge Amp, ADInstruments). As sondas de fluxo foram conectadas
a um medidor de fluxo sanguineo para transducdo e amplificacdo (Transonic Systems). O
ECG foi registrado com os eletrodos previamente implantados. Os amplificadores foram
conectados a um conversor A/D e continuamente registrados (1k-seg?), Powerlab/LabChart,
ADlInstruments). As variaveis cardiovasculares permaneceram estaveis logo apo6s as
conexdes. Blogueador neuromuscular (Brometo de pancurdnio - 0,5 mg-kg™) foi utilizado
para prevenir movimentos corp6reos eventuais. A injecdo ndo alterou os parametros
cardiovasculares registrados. O sinal foi registrado por 2h apds esta preparagdo para

certificar a linha de bhase.

As pressdes arteriais médias (PAM, mmHg) sistémica e pulmonar foram calculadas
como: PAM = 1/3 (Psistolica) + 2/3 (Pdiastolica). A frequéncia cardiaca (fn, bpm) foi
derivado do sinal de ECG. O fluxo sanguineo sistémico (Qsis, ml-min*-kg™) foi calculado
a partir do registro de QLao usando fatores de corre¢do onde Qsis = 2,6-QLao (Filogonio et
al., 2014) e Qsis = 3,3-Qsis (Galli et al., 2005b) para cascavéis ndo anestesiadas e
anestesiadas, respectivamente. O débito cardiaco (DC) foi calculado como a soma de Qsis e
Qpul por tempo, e o volume sistélico total (pulmonar + sistémico) foi calculado como
Qsis- fu* (Crossley et al., 1998; Galli et al., 2005b). As conduténcias vasculares sistémica e

pulmonar foram calculadas como G (ml-min?t-kg*-kPa?) = Q-P* (Lautt, 1989; O’Leary,
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1991). A direcdo do desvio foi indicada pela razdo: Qpul-Qsis * (Hicks e Comeau, 1994).
Assim, o desvio D-E foi identificado para valores de razdo <1 enquanto o desvio E-D foi
identificado para valores > 1 (Hicks, 1996). Complacéncia vascular, C (ml-kg*-kPa?) foi
calculado como Vsis-PP (onde, PP = pressdo de pulso; Chan et al., 2005). O Método da
Sequéncia foi utilizado para analisar a presenca e atividade do barorreflexo (fn, PAM, Gop -
ms-kPa, BEI, nimero de sequéncias barorreflexas e nimero total de rampas - Filogonio et
al., 2019b). Para este, analisamos séries sequenciais de 300 ciclos cardiacos utilizando
valores da pressdo sistélica e RRi extraido do sinal PAMsis (LabChart - AD Instruments;
software CardioSeries) de acordo com Di Rienzo e colaboradores (2001) e Filogonio e
colaboradores (2019).

Vinte e quatro horas ap6s o registro dos parametros cardiovasculares de repouso, a
preparacdo foi intubada para ventilacio mecanica e novamente anestesiada (5% de
isoflurano durante 5 minutos para inducdo e 2% para manutencdo da anestesia). Os
parametros cardiovasculares e do barorreflexo foram registrados e analisados sob o efeito
anestesia para identificar alteracGes decorrentes de modulacdo autondmica. O barorreflexo
e VFC foram utilizados como indices de regulacdo autondmica. Os parametros foram

comparados entre preparacdes estaveis antes e apos a anestesia.

Apds o término de todos os protocolos experimentais, cada preparacdo recebeu
injecdo intravascular de Tiopental (100 ml-kg? - Pearson, Brasil) seguida de solucio

hipersaturada de KCI.

2.6 Andlise estatistica

Variagdes nos valores médios das variaveis de VFC (fn, RRi, PSD, RMSSD, SDNN)
foram comparadas ao longo do tempo utilizando ANOVA One-Way e teste de Tukey ou
teste de Kruskal-Wallis e Dunn de acordo com as distribui¢des de residuos (P <0,05; n = 10;
GraphPad Prism 7.0).

Os valores médios para as varidveis cardiovasculares em repouso (fn, PAMSIS,
PAMpul, Qsis, Qpul, DC, Vstot, Gsis, Gpul e a razio Qpul-Qsis-1) entre 0s grupos

preparacdo estavel e preparacdo anestesiada foram comparados com o teste t ou Mann-
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Whitney ap6s analise de distribui¢do (Shapiro-Wilk). O valor de P <0,05 foi considerado em

todos os casos (n = 8; GraphPad Prism 7.0).

Os valores médios dos parametros do barorreflexo (fn, PAM, Ggp, indice de
eficiéncia do barorreflexo BEI, nimero de sequéncias barorreflexas, nimero total de rampas)
foram testados para distribuicdo gaussiana (Shapiro-Wilk) e comparados entre preparacéo

estavel e grupos anestesiados utilizando teste t, (P <0,05; n = 8; GraphPad Prism 7.0).

Valores médios para varidveis cardiovasculares em repouso (fy, PAMsis, PAMpul,
Qsys, Qpul, DC, Vstot, e arazdo Qpul-Qsys™?) de dados previamente relatados com a mesma
preparacdo - 24h apds a descerebracdo (Rocha et al., 2021) foram comparados com valores
da preparacéo a longo prazo utilizando One Sample t-test (P <0,05; GraphPad Prism 7.0).

3. Resultados
3.1 Anatomia e histologia

A figura 1 ilustra fases da cirurgia de descerebracdo destacando-se o uso do método
da cauterizacdo que minimiza problemas com a hemorragia. A aplicacdo do cauterizador
ocorre em ponto medial no teto 6ptico. E esperado que o calor e pequenos pontos de
sangramentos dentro do SNC possuam efeito na borda do tecido remanescente. Ao final do
procedimento o tecido restante € composto pelo cerebelo e estruturas caudais, como
observados na figura 3. A comparacdo entre o encefalo das preparacdes e o de animais
intacto permitiu analisar a regido do cortex que € destruida no procedimento de

descerebracéo (figura 2 e 3).
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Figura 1. Passos do processo de descerebracdo em cascavel sul-americana Crotalus
durissus. Sequéncias de imagens do dorso da cabeca de cascavel (682,549) através de campo
cirargico, onde observa-se: A, indicacdo da area de incisdo (seta vermelha); B, incisdo
rostro-caudal medial; C, abertura do cranio com visdo do vaso central; D, visdo do teto dptico
apos cauterizacdo do vaso e abertura das meninges; E, cavidade remanescente apds
cauterizacdo e retirada do tecido nervoso; F, cavidade preenchida para estabilizacdo. Escala
Smm.
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Figura 2. Imagens de encéfalo de cascavel ndo descerebrada, Crotalus durissus (898,75
+ 264,75¢9). A - Imagem da superficie do SNC, vista dorsal; B - imagem da superficie do
SNC, vista lateral; C - histologia do SNC, sec¢do coronal na regido medial; D - histologia
do SNC, seccdo sagital na regido medial. Linha tracejada indica area de corte no processo
de descerebracdo. Ce - cerebelo, Hc- hemisférios cerebrais, Bu - bulbo, Bo - bulbos
olfatdrios, Qo - quiasma Optico, To - teto Optico, Po - ponte, Me - medula espinhal. Coloracdo
Tricrdmio de Masson.
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Figura 3. Imagens de encefalo de cascavel descerebrada, Crotalus durissus (682,54). -
Imagem da superficie do SNC, vista dorsal; A - imagem da superficie do SNC; B - imagem
da superficie do SNC, vista lateral; C - histologia do SNC, seccdo coronal na regido medial;
D - histologia do SNC, seccéo sagital na regido medial. Seta vermelha indica uma area da
secdo para descerebracdo. Ce - cerebelo, Bu - bulbo, To - teto dptico, Po - ponte, Me - medula
espinhal. Coloracdo Tricromio de Masson.

3.2 Modulacéo autondmica apds descerebracao

A fu meédia e VFC alteraram-se ao longo do tempo ap6s o procedimento de
descerebracao. A fn média, que estava elevada inicialmente, diminuiu nas primeiras 24h
apos a cirurgia. A fu permaneceu estavel em torno de aproximadamente 25bpm ao longo dos
15 dias restantes (Fig. 4). A variabilidade de frequéncia cardiaca total, no entanto, indexada
pela densidade espectral PSD (power spectral density), permaneceu em valores muito baixos
durante os 6 dias seguintes. O PSD aumentou no 7° dia e permaneceu elevado e estavel até
0 15° dia variando entre 1-10° e 3-10° ms?. Em paralelo & recuperacdo de valores mais
elevados de PSD, ocorre a esperada recuperacdo da dispersdo deste sinal (Fig. 4). O perfil
de recuperacao do PSD foi corroborado pelas alteracGes observadas no dominio do tempo,
RMSSD e SDNN, que indicam recuperacdo no 7° dia e estabilizacdo apds este momento
(Tabela 1).
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Figura 4. Variacao da frequéncia cardiaca média (f+ - Painel A) e densidade espectral (PSD
- Painel B) ao longo do tempo, ap6s procedimento de descerebracdo em cascavéis, Crotalus
durissus, a 30°C. Circulos sdo valores médios + EPM. O tempo zero € a primeira hora apds
a cirurgia. Letras diferentes indicam médias diferentes (Kruskal-Wallis - Dunns’s, P <0,05,
n =10).

Tabela 1. Parametros de VFC ao longo do tempo ap6s descerebracdo em cascavel, C. durissus, a
30°C.

Tempo apos RRi fr PSD RMSSD SDNN
descerebracao (s) (bpm) (ms?) (ms) (s)
Primeirahora | 1,40 +0,07% 43,88 +2,32% 769,8 + 297,72 22,02 + 6,732 160,9 + 120,52
5 dias 2,16 £0,07* 28,59 +0,96° 11.382 +4.914% 47,31 +9,29%  361,2 +232,2%
7 dias 256+0,18° 2444+160° 146.164+90.882° 3559+172,1° 4954 + 183,6°
10 dias 2,70+0,16° 23,23+206° 225.135+72.838° 410,6 +127,8° 635,2 + 236,8"
15 dias 2,77+0,28° 2392+3,88" 186.834 +108.520° 368,2+151,1° 7226 +333,8°

Analises de VFC (valores sdo médias + EPM): RRi — intervalo de tempo entre batimentos cardiacos; fn -
frequéncia cardiaca; PSD - densidade espectral; RMSSD - Raiz quadrada da média da soma dos quadrados
das diferencas entre intervalos NN adjacentes; SDNN - Desvio padréo de todos os intervalos NN. Letras
diferentes denotam valores diferentes ao longo do tempo. (ANOVA One-Way - Tukey / Kruskal-Wallis -
Dunns’s; P <0,05; n = 10).

3.3 Parametros cardiovasculares em repouso em animais descerebrados

Os valores medios das variaveis cardiovasculares medidas nas preparacoes
descerebradas ndo anestesiados em repouso sio apresentados na Tabela 2. Os valores de Qsys
e Qpu Na preparacdo de longo prazo foram menores e maiores, respectivamente, que 0s

valores registrados 24h apOs descerebracdo para animais ndo anestesiados e,
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consequentemente, a direcdo do desvio intracardiaco foi diferente entre esses dois grupos
(Tabela 4).

Da mesma forma, a comparacdo com dados publicados anteriormente de serpentes
em repouso ndo anestesiadas, em geral, indicou que as varidveis cardiovasculares foram

semelhantes ao que foi relatado para animais em repouso (Tabela 4).

Tabela 2. Parametros cardiovasculares de preparagdes de cascavel (Crotalus durissus),
descerebradas estaveis, a 25°C, com e sem anestesia inalatoria (2% de isoflurano) e 24h
apos descerebracéo.

Rocha et al.
) Sem
Parametros ] 2% Iso (2021)
_ anestesia _ _
cardiovasculares _ (15 dias) Sem anestesia
(15 dias)
(24h)
PAMgis (kPa) 5,02 £0,39 3,46 £ 0,58* 4,50 £ 0,27
Qsis (ml-min~t-kg™) 18,82+296 | 22,62+8,16 2980+ 13"
Gsis (Ml-min™-kg*-kPa?) 5,46 £ 0,99 4,94 + 0,85 -
PAMyu (kPa) 2,73+0,29 2,66 £0,22 3,21+£0,33
Qpur (MI-min-kg™) 17,04+299 | 20,78 £ 3,62 710+1,0°
Gpu (Ml-min*-kg*-kPal) 6,69 + 1,33 8,71+£1,91 -
Vstot (Ml-kg™?) 1,00 £ 0,14 1,27 £ 0,25 1,00+ 0,22
fr (beats-min?) 35,1+2,02 33,89+2,84 36,60 £ 0,7
DC (ml-mint-kg?) 34,23 £5,90 43,47 + 9,65 36,90 +1,2
Qpul - Qsis™ 1,16 + 0,28 1,29+ 0,24 0,24 +0,09%

Os valores sd0 médias + EPM: PAMsis - pressio arterial média sistémica; Qsys - fluxo
sistémico; Gsys - condutancia sistémica; PAMpul - pressdo arterial média pulmonar; Qpul -
fluxo pulmonar; Gpul - condutancia pulmonar; fy - frequéncia cardiaca; Vstot - volume
sistdlico total; DC - débito cardiaco e Qpul - Qsys™ - dire¢do do shunt, * indica diferencas
entre preparacgdes descerebradas anestesiadas e ndo anestesiadas (teste t / Mann-Whitney; P
<0,05; n = 8); indica T diferencas entre os grupos de preparacdo descerebrados n&o
anestesiados de Rocha e colaboradores (2021), e o presente trabalho (t-test uma amostra; P
< 0,05).
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3.4 Modulagéo cardiovascular autonémica oferece suporte ao barorreflexo

Os animais descerebrados apresentaram clara atividade barorreflexa (Tabela 3). A

preparacdo apresentava oscilacfes de pressao arterial normal, observadas como ndmero de

rampas de pressdo. Parte delas foi seguida por oscilagdes compensatorias da frequéncia

cardiaca, configurando sequéncias barorreflexas a uma proporcao similar ao animal nédo

descerebrado (rampas, sequencias e BEI — Tabela 3). A preparagdo manteve a PAM estavel

por possuir um ganho compensatorio médio (Gop) similar ao de um animal n&o descerebrado

(Tabela 3).

Tabela 3. Barorreflexo em grupos experimentais de cascavéis descerebradas,
Crotalus durissus: preparacdo estavel e preparacdo anestesiada (2% de

isoflurano).
Parametros Barorreflexos Sem anestesia | 2% Iso
fr (beats-min) 34,19+ 1,54 35,46 + 2,47
PAM (kPa) 562+041 3,68 £ 0,64*
C (ml-kg*-kPa?) 0,81+ 0,16 1,69 + 0,34*
Gop (Ms-kPa™) 1.130,0 £ 229,7 | 1.230 = 263,4
BEI 0,21 £ 0,02 0,21+ 0,03
NUmero de sequéncias barorreflexas 16,00 £ 2,05 13,88 £ 1,55
NUmero total de rampas 74,75+ 2,13 73,00 £ 5,45

Os valores sao médias = EPM: frequéncia cardiaca (fn), pressdo arterial média (PAM),
complacéncia vascular (C), ganho operacional do barorreflexo (Gop), indice de eficiéncia do
barorreflexo (BEI), nimero de sequéncias barorreflexas, nimero total de rampas. * denota
diferencas entre os grupos de preparacdo de descerebrados anestesiados e ndo anestesiados

(teste t; P <0,05; n = 8).

3.5 O efeito da anestesia sobre os parametros cardiovasculares

O nivel de anestesia utilizado ndo causou grandes alteracbes nas variaveis

cardiovasculares. A Unica variavel fortemente afetada pelo protocolo anestésico utilizado

(2% - 1s0) foi a presséo arterial sisttmica (Tabela 2).
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ApOs a primeira cirurgia, a presenca de anestesia manteve os valores de VFC,
RMSSD, SDNN e RRi atenuados até o 7° dia de recuperacdo, A influéncia da fn ocorreu
apenas 24 horas ap0s o procedimento (Tabela 1). As preparacGes anestesiadas apresentaram

VFC extremamente baixas com um PSD médio de 39,90 + 30,81.

Os valores da PAM foram atenuados sob anestesia, no entanto, os valores médios de
Gop, fH, BEI, nimero de sequéncias barorreflexas e numero total de rampas ndo foram
diferentes. Isso esta de acordo com a maior condutancia e complacéncia vascular observada

naquele grupo (Tabela 3).

Os parametros cardiovasculares de Crotalus durissus intactas com e sem a presenca

de anestésicos, relatados na literatura estdo inseridos na tabela 4.



Tabela 4. Pardmetros cardiovasculares de estudos prévios em cascavel (Crotalus durissus), com e sem anestesia.

82

Parametros Né&o-anestesiado anestesiado
cardiovasculares
Tavares et al., Rocha et al., Taylor et al. Filogonio Sanches et Filogonio Tavares et al., Rochaet al., Galli et al. Galli et al. Skals et al. Galli et al. Sanches et al.,
(present work) (2021) (2009) etal. al., (2019) etal. (present work) (2021) (2005a) (2005b) (2005) (2007) (2019)
(2016) (2019) —
Media+SD
PSD 186.834 + 108.520 197.044 + 111.242 39,90 + 30,81 900 + 101
(ms?)
RMSSD 368,2 +151,1 270,4 £ 126,84 18,30 + 15,12 8,42+2,18
(ms)
Gop 1.013,1+231,1 2.811,9+1.599,7 2,268+429,8
(ms-kPa?t)
PAM;;is 5,02 £ 0,39 4,50 £ 0,27 4,4+0,15 3,46 + 0,58 2,93+0,23 41+0,7 44+04 2,703
(kPa)
Osis 18,82 +2,96 29,80 £1,32 241+28 22,62 +8,16 248+2 95,2+19,0 31,1+£2,6 128,2+41,2 46,1+6,9
(ml-min-kg?)
Gsis 5,46 + 0,99 4,94 +0,85 235+5.22 184 +37
(ml-mint-kg1-kPa™)
PAMui 2,73+0,29 3,21+£0,33 23+0,6 2,66 + 0,22 2,33+£0,37 31+0,1 2,4+0,2
(kPa)
Qpul 17,04 +2,99 7,10+1,02 33,6+4,2 20,78 + 3,62 7,6+0,6° 56,3+ 13,5 63,8 £20,1 24,6 £6,1
(ml-min-kg?)
Gpul 6,69 + 1,33 8,71+1,91 19,6+59 11,2+3,0
(ml-mint-kg1-kPa™)
Vstot 1,00+ 0,14 1,00+ 0,22 2,35+0,30 1,3+0,1 1,27+0,25 0,99 £0,22 3,707 1,4+03
(ml-kg™)
fu 351+2,02 36,60 +0,7 282+24 29,97 +6,0 33,89+2,84 32,50+1,0 434+42 50,9+28 451+3,0 399+15
(beats-min?)
DC 34,23 £5,90 36,90 +£1,2 43,47 £9,65 324+1
(ml-min-kg™?)
Qpul - Qsls 1,16 + 0,28 0,24 +0,092 1,20+0,14 1,29+0,24 0,31+0,12" 26+0,8 06+0,1

Os valores séo médias + SEM. PSD - densidade espectral de potenua PAMSIS pressdo arterial média sistémica; Q sis - fluxo sistémico; Gsis - condutancia

sistémica; PAMpul - pressdo arterial média pulmonar; Q pul - fluxo pulmonar; Gpul - condutancia pulmonar; Vstot - curso total; fn - volume da frequéncia
cardiaca; DC - débito cardiaco e Q pul - Qsis-1 - dire¢do do shunt. a denota diferengas entre os grupos de preparacdo descerebrados ndo anestesiados de
Rocha et al. e o presente trabalho; b denota diferengas entre 0s grupos de preparacdo descerebrados anestesiados de Rocha et al. e o presente trabalho (teste
t de uma amostra; P <0,05).
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4. Discussao

Preparacao descerebrada

O método usado para descerebracgdo foi baseado em estudos anteriores (Rocha et al.,
2021; Castro et al., 2021). Com base nos presentes dados, observamos que a preparagao
permanece estavel ao longo de, ao menos, 15 dias ap0s o procedimento preparatorio. Ela é
capaz de recuperar a capacidade da modulacdo autondmica e manter os parametros
cardiovasculares no nivel de repouso. Da mesma forma, ndo foi observado perda ou
decréscimo de funcdo modulatéria autondmica para a manutencdo da pressao arterial e para

0s processos que resultam na VFC até o final deste periodo.

O uso de preparacOes descerebradas € comum em vertebrados e tem sido descrito
para varias espécies como ratos, gatos, coelhos, peixes e sapos em diferentes finalidades
(Faber et al., 1982; Pickering e Paton, 1996; Uematsu e Todo., 1997; Wang et al., 1999).
Essa abordagem experimental € necessaria quando questdes relevantes ndo podem ser
tratadas adequadamente por experimentos in vivo. Especificamente, a descerebracéo envolve
estudos do controle ou monitoramento de fungdo profunda especifica (por exemplo, funcédo
cerebral, reflexos posturais, nocicepcdo, ventilacdo, ingestdo — Pickering e Paton, 1996;
Hayashi, 2003; Darling e Ritter, 2009; Matsukawa, 2016), ou envolvem instrumentacao
profunda para investigar questdes mecanisticas que ndo dependem da interagdo animal X
ambiente (por exemplo, registro de atividade nervosa relacionada as interacdes
cardiorrespiratdrias — Barrett e Taylor, 1985; Wang et al., 1999). Observamos que o termo
descerebracéo pode descrever procedimento bem diferentes. Ele j& foi utilizado para nomear
procedimentos de ablacdo de parte diferentes do SNC como a remoc¢do de hemisférios
cerebrais (Fedde et al., 1977), ou de todo o telencéfalo (Stehouwer, 1987; Uematsu e Todo,
1997). Ele foi utilizado para descrever parte do procedimento para registro de tecido nervoso
in situ, no tronco cerebral isolado, ou registro in vitro de fatias nervosas e/ou outra
preparacdo segmentada (Barrett e Taylor, 1985; Funk e Greer, 2013; Moraes et al., 2014).
Tais procedimentos séo descritos atualmente como registros ex vivo ou in vitro. Atualmente,
apesar de variagdes no procedimento, de forma geral, 0 método consiste minimamente na
inativacdo do cortex talamo, e o sistema limbico (Mosley, 2011; Perry e Nevarez, 2018) em
um processo irreversivel de perda de funcdo do SNC que é, portanto, identificado como o

momento da eutandsia (Silverman et al., 2005; Rocha et al, 2021; Castro et al., 2021).
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O encéfalo de cascavéis possui formato alongado e com macroestrutura bem
definidas e similares a outros squamatos, o que possibilitou sua identificacdo (fig. 3).
Embora ndo haja referéncia na literatura para a descricdo anatdmica e histoldgica desta
espeécie, utilizamos a referéncia anatdmica de outras serpentes e outros repteis (Warner,
1945; Allemand et al., 2007; Naumann et al., 2015) para escolha do nivel de sec¢do e do
tecido a ser inviabilizado, como pode ser visto nas figuras 3 e 4. O nivel de seccéo pode ser
diferente a depender das caracteristicas da espécie e da funcdo a ser estudada. A
descerebracdo pode ainda envolver inviabilizacdo de tecido nervoso por aspiracdo do
mesmo, seccao, cauterizacdo ou lesdo quimica (Dobson e Harris, 2012; Stehouwer, 1987).
O uso da cauterizacéo foi interessante neste caso, pois um dos desafios do procedimento foi
impedir casos de sangramentos ao longo do processo. O sangramento pode causar problemas
por diversos motivos. Uma hemorragia grave pode causar problemas pela perda de sangue
em si. Ela pode causar isquemia no tecido nervoso pela inviabilizagdo dos vasos lesionados
e ndo ocluidos, ou por gerar codgulos nos vasos atingidos. Casos de hemorragia no tecido
nervoso, em especial, podem ocasionar a formacdo de coagulos no tecido remanescente,
inviabilizando sinapses e assim, prejudicando vias de transmissdo nervosas e ou centros
funcionais (Woolf, 1984; Tankovic-Capin et al., 1998). A cauterizacdo, apesar de causar
dano fisico ao tecido imediatamente adjacente a sec¢do reduziu sangramentos ao minimo,

eliminando uma das principais limitacdes do procedimento.

Por este ser o momento da eutanasia, uma preparacdo descerebrada, ap6s o
procedimento, estard progredindo a inviabilizacdo funcional. A retirada de parte do SNC
invariavelmente, causard perda progressiva de funcgdes que, eventualmente, resultardo em
sua inutilizacdo. A duracdo da viabilidade da preparacdo é um dos principais desafios para
esta abordagem experimental (Clarke e Harris, 2001; Marchenko et al., 2002; Smith et al.,
2002; Silverman et al., 2005; Dobson e Harrss, 2012). Normalmente, uma preparagao
descerebrada mantém apenas parte das funcdes do animal e, portanto, sé € vidvel por um
curto periodo de tempo — geralmente minutos ou horas (por exemplo, Wang et al., 1999;
Reid et al., 2003; Wang et al., 2004; Zoccal et al., 2018). De fato, espera-se que o decréscimo
progressivo na estabilidade da preparacdo comece no momento em que sua integridade
fisiologica é prejudicada e esse é um dos principais motivos das limitacdes de protocolos
experimentais. Portanto, um bom modelo experimental deve ser validado tanto para o
nivel/magnitude das variaveis de interesse e capacidade de respostas funcionais, quanto para

sua estabilidade ao longo do tempo. Também argumentamos que validar o nivel adequado
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de modulacdo autonémica deve ser um ponto de interesse durante o desenvolvimento da

preparacdo e da técnica, embora tal aspecto seja geralmente negligenciado.

Nosso preparo cronico manteve uma faixa de parametros cardiovasculares em
repouso ao longo de 15 dias, apresentando valores de variaveis cardiovasculares semelhantes
aos observados por Rocha et al., (2021), 24 horas ap06s a cirurgia. Embora tenhamos
observado diferencas nos valores de fluxo sanguineo, os demais valores cardiovasculares
foram semelhantes ao que tem sido relatado na literatura para cascaveis acordadas (Taylor
et al., 2009; Filogonio et al, 2016; Filogonio et al., 2019; Sanches et al., 2019). Apesar de tal
semelhanca, verificamos que apenas 2 dos 6 estudos (nos referimos apenas a artigos que
apresentaram valores tabelados), foram realizados com cascavel recuperada/ndo anestesiada
(Galli et al., 2005a; Galli et al., 2005b; Skals et al., 2005; Galli et al., 2007; Taylor et al.,
2009; Filogonio et al., 2016). Além disso, nossa preparacdo também manteve a modulagdo
autonémica sem mostrar sinais detectaveis de deterioracdo da funcéo. Sugerimos que tal
resultado interessante foi a combinacdo oportuna entre a técnicas de descerebracao
utilizadas, que foi capaz de manter processos autondmicos importantes; com o baixo custo
metabolico, caracteristico da espécie escolhida. Essa combinagdo resultou em uma

preparacdo estavel e responsiva com longa duracéo.

O tempo de duracdo de uma preparacao descerebrada varia muito. Alguns estudos
que avaliaram parametros cardiovasculares ou comportamentais em mamiferos realizaram a
coleta de dados entre 15 minutos (Ghali, 2019) a 2 horas ap6s a cirurgia (McMahon e
McWilliam, 1922; Montano et al., 1992). Este tempo pode ser estendido até 15 dias de
recuperacao (ratos - Grigson et al., 1997). Woods (1964) avaliou cronicamente as respostas
comportamentais em 36 ratos descerebrados, com nove animais permanecendo viaveis por
até 98 dias. Os autores relataram que a alimentacdo e a manutencdo da temperatura foram os
principais problemas identificados para a integridade da preparagdo, embora os principais
reflexos permanecessem inalterados. Questdes como manutencdo da temperatura corporal e
alimentacdo frequente ndo sdo problemas para cascavéis como animais ectotérmicos com
comportamento alimentar senta e espera (Leite et al., 2014; Whitford et al., 2019). No

entanto, usamos injec¢éo i.p. de solucdo salina para garantir hidratacdo adequada.

Portanto, fomos capazes de estender a esperada deterioracao da preparagédo ao longo
do tempo. A perda de funcéo néo foi detectada pelas varidveis cardiovasculares registradas

ao longo dos 15 dias de monitoramento. Isso valida tal preparacédo para protocolos
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experimentais mais longos e assim, abre oportunidades para diversas abordagens
investigativas. Estudos que se limitam a animais acordados, como 0s ajustes
cardiovasculares progressivos para suportar alta demanda metabdlica, como alteracdo de
temperatura, incremento metabdlico pos-prandial, limitagdo de suporte relacionada a
alteracdo ambiental, como aquecimento ou estudos sobre as vias de nocicepcéo, e sobre a
interferéncia farmacoldgica cronica sdo exemplos do possivel uso do modelo do animal

descerebrado.

Recuperacdo de VFC

Analisamos a presenga e a magnitude de varidveis da VFC como indices de
recuperacdo da modulacao autondmica. A VFC é o resultado final de multiplos processos e
reflexos modulatérios autondmicos sobre a frequéncia cardiaca instantanea (Task Force,
1996). A VFC tem sido utilizada para apontar a recuperacdo autondémica em répteis
(Campbell et al., 2006; Sanches et al., 2019; Duran et al., 2020). Nestes casos, a densidade
do espectro da variabilidade cardiaca no dominio da frequéncia foi usada como indicador de

VFC total e utilizado para analise quantitativa do procedimento de recuperacéo.

Embora o coragdo de vertebrados seja miogénico, a fn instantanea é controlada pelo
sistema nervoso autdbnomo (Task Force, 1996; Wang et al.,, 1999). A modulacdo
parassimpatica € predominante para esses ajustes finos entre batimentos (Taylor et al., 2014)
e é responsavel pela maior parte da VFC em todos os vertebrados estudados até o momento.
Nos grupos ndo mamiferos ela gera quase que a totalidade da VFC (Taylor et al., 2014;
Sanches et al., 2019; Duran et al., 2020). A arritmia sinusal respiratoria, como uma
variabilidade modulatoria parassimpatica, s6 € observada em ectotermos em repouso. O
adequado equilibrio entre SNA simpatico e parassimpatico favorecendo a modulagéo
colinérgica é necessario para isso (Monteiro et al., 2018; Sanches et al., 2019; Duran et al.,
2020). Portanto, o PSD, cujo valor foi de 186,834 + 108,520, se manteve estavel ap6s o 7°
dia até o fim dos registros, isto indica que ha o restabelecimento da modulacdo autondémica
sobre o coracéo e também, que ha equilibrio entre as modula¢6es parassimpatica e simpatica
semelhante ao equilibrio de repouso das serpentes intactas. Estas possuem PSD médio em
torno de 197,044 + 111,242 ms?, valor muito similar ao observado no presente trabalho
(Sanches et al., 2019).
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A fu média foi recuperada e manteve-se estavel a partir de 24 horas apés a
descerebracdo. O PSD, contudo, demorou 7 dias para 0 mesmo. A discrepancia entre a
recuperacdo do PSD e da fn média ja foi relatada recentemente em répteis (Sanches et al.,
2019; Duran et al., 2020). A fu média e PSD se recuperaram em momentos diferentes em
lagartos teitl (Duran et al., 2020) e cascavéis (Sanches et al., 2019) apds instrumentacdo
invasiva para implantacdo de dispositivo de telemetria. Nesses experimentos, o PSD levou
dias para se recuperar ¢ estabilizar, enquanto o fn média voltou aos valores basais estaveis
apos 24h. Ambos parametros foram recuperados juntos em curto periodo de tempo apés
instrumentacdes simples, com implantacdo de eletrodos de ECG em peixes pulmonados
(Monteiro et al., 2018). Assim, o tempo de recuperacdo destas varidveis pode estar
relacionado ao qudo invasivo é o procedimento indicando que procedimentos mais
profundos teriam efeitos mais longos sobre a modulacéo autonémica (Monteiro et al., 2018;
Duran et al., 2020). E importante considerar que aspectos como dor, desconforto, alerta,
assim como as condi¢cbes de acomodacdo experimental podem alterar a modulagdo
autondmica e influenciar a recuperacdo do PSD. A fu média, contudo, esta relacionada
diretamente ao debito cardiaco e assim, a taxa metabolica média do animal. Desta forma, em
condi¢gBes minimamente estaveis, deve retornar a niveis basais junto com o metabolismo.
Uma mesma fu media pode ser desenvolvida sob diferentes niveis de ténus autondémico,
enquanto a VFC variara em niveis de equilibrio distintos. A modulacdo autondémica para
VFC (afirmada pela recuperacdo do PSD) depende de uma interacdo autondmica fina, que
inclui ajustes gerados por muitas interagdes centrais e reflexos periféricos e tal equilibrio €,

provavelmente, mais dificil de ser recuperado ap6s mudancgas.

E interessante que o processo de descerebracio ndo prejudique a recuperagio do PSD
e das demais variaveis que indicam a VFC total (RMSSD, SDNN e RRi). Esse fato indica
que, apesar de ser afetada pelo input central, a modulacdo autondémica para VFC ndo €
dependente da modulag&o central sobre o sistema autonémico em animais em repouso. Além
disso, este resultado indica que a preparagdo utilizada é capaz de recobrar e refinar sua

modulagdo autonémica quando devidamente recuperada.
Ajustes barorreflexo

O barorreflexo esta presente e trabalhando em um nivel observado no repouso em
cascavéis acordadas. A analise do barorreflexo foi realizada pelo método da sequéncia, uma

vez que permite adquirir dados sem o uso de drogas (Filogonio et al., 2019b). Além disso, 0
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método de sequéncia permite a avaliacdo de mudancas espontaneas na pressao arterial de
forma que é possivel caracterizar essas respostas sob comportamentos espontaneos e sem a
necessidade de intervencdes potencialmente estressantes no animal (Filogonio et al., 2019b;
Di Rienzo et al., 2001).

Com o método de sequéncia, recentemente, 0 Gop foi registrado em algumas espécies
de squamatos. Sua média e desvio padrdo em cascavel, iguana verde e lagarto teii foram de
2.811,9 + 1.599,7, 642,2 + 306,8 e 2.210,2 £ 2.084,2, respectivamente (Filogonio et al.,
2019b). Estes valores foram relativamente semelhantes aos encontrados na preparagao
descerebrada, 1.013,1 £ 653,5.

O BEI varia proximo a 0,3 em vertebrados (Di Rienzo, 2001; Filogonio et al., 2019).
O valor do BEI na cascavel descerebrada foi préximo a este, 0,21, e parece ser semelhante
aos valores apresentados por Filogonio e colaboradores (0,20 — Filogonio et al., 2019). Este
valor indica que, em cerca de 20% dos casos, o barorreflexo é capaz de superar as demais
modulacdes concomitantes e pode recrutar ajustes. O nimero de rampas do barorreflexo,
que indicaria a atividade do barorreflexo frente a oscilacdo natural do sinal da pressdo
arterial, também é semelhante ao da cascavel intacta (Filogonio et al., 2019).

O barorreflexo é complexo e envolve ajustes cardiacos (analisados pelo barorreflexo)
e vasculares. Como ambos os ramos do barorreflexo sdo necessarios para a manutencdo da
pressdo arterial, podemos indicar com seguranca que o SNA tem ampla capacidade de
modulacdo do sistema cardiovascular na preparacdo descerebrada. Assim, como estavam
sob modulacdo adequada, os valores da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca
permaneceram constantes ao longo da duracéo do protocolo.

Os efeitos da anestesia

A alternativa inicial vidvel para enfrentar tais problemas de recuperagdo de
instrumentacao seria o0 uso de animais anestesiados para aquisi¢do de dados. No entanto, tal
abordagem pode enviesar os resultados. A anestesia acarreta alteracdo autondmica que, por
sua vez, modifica as fungdes cardiovasculares e prejudica a coordenacao das respostas. Por
exemplo, foi relatado que a anestesia com isoflurano e enflurano atenuam as respostas
cardiovasculares, PAM ou fH (Lee et al, 2002; Lee et al., 2004; Mosley et al., 2004). O uso
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da presente preparacdo descerebrada revelou novos aspectos da modulagéo cardiovascular,
especialmente no que diz respeito a modulagdo do circuito pulmonar (Castro et al., 2021)

que nao foram detectados pelos animais anestesiados (Galli et al., 2005b; Galli et al., 2007).

Como o anestésico causa depressdo do SNA, ele pode afetar as respostas reflexas de
controle de fnH € PAM médias. Estudando cées, Seagard e colaboradores (1983) avaliaram
as respostas nos niveis do arco barorreflexo sob efeito do isoflurano e afirmaram que a agéo
anestésica afeta as vias nervosas aferentes e eferentes, 0 SNC, os ganglios periféricos e o
proprio coragdo. Isoflurano e enflurano induziram depressdo do barorreflexo em ratos,
diminuindo a PAM e fH (Lee et al, 2002; Lee et al., 2004). Embora o isoflurano venha sendo
utilizado atualmente em répteis, ainda ndo temos informac6es detalhadas sobre seus efeitos
em diferentes grupos de répteis. A preparacdo descerebrada anestesiada apresentou
atenuacao nos valores de PAM induzida pelo isoflurano, porém nenhuma alteragdo na fH,
conforme demonstrado por Rooney et al., (1999) em tartarugas do deserto (Gopherus
agassizii) submetidas a sevoflurano. Jakobsen e colaboradores (2017) observaram aumento
de fu em Phython regius submetidas a trés regimes diferentes de isoflurano, mas nenhuma
alteracdo significativa nos valores de PAM. Em iguanas verdes, foi observado que maiores
concentragOes de isoflurano também diminuem a PAM e aumentam a fy (Mosley et al.,
2004). Segundo esses autores, os efeitos anestésicos podem ser especificos para cada
espécie. Essa seria uma possivel explicagdo para o resultado do Gop maior que do o esperado
nos animais anestesiados, visto que em outros estudos o anestésico normalmente suprimia o
barorreflexo (Lee et al, 2002; Lee et al., 2004).

O ganho barorreflexo ndo foi reduzido sob anestesia e este € um resultado que deve
ser interpretado com cautela. N&o se espera que a anestesia mantenha inalterada qualquer
modulacéo de base neural. Em primeiro lugar, esse resultado indica que o ramo cardiaco do
barorreflexo estava ativo. Indica também que foi menos afetado pelo nivel de anestésico
utilizado (2%), conforme evidenciado anteriormente pela manutengdo da fn media. Portanto,
em cascaveis, baixos niveis de anestesia com isoflurano, manteriam parte das modulacGes
cardiacas, a0 mesmo tempo em que afetariam o controle autonémico dos leitos vasculares.
Portanto, ainda é possivel observar o barorreflexo, que é calculado sobre as alteracdes
cardiacas.

Embora 0 Gop Nos animais anestesiados tenha sido igual a preparagéo, 0 mecanismo

barorreflexo ndo foi suficiente para controlar a PAM nesses animais. Portanto, sugerimos
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que a presenca de isoflurano adiciona um aspecto confuso para a interpretagdo dos dados

cardiovasculares, embora tenha causado alteragdes relativamente pequenas.

Apesar da preparacdo ter um valor de Gop inalterado sob anestesia, o valor de PSD
de 39,90 ms? pode ser interpretado como ausente. Ele é aproximadamente 4.700 vezes mais
baixo que o valor esperado para um animal recuperado (186.834,00 ms?). Isto reafirma que
a anestesia deprime partes do sistema autdbnomo. Este resultado indica que deve haver muita

cautela ao interpretar dados funcionais obtidos em animais anestesiados.

5. Consideracdes finais

Acompanhamos as alteragdes da fn média e VFC por 15 dias ap6s a descerebragédo
e identificamos a recuperacdo da modulagdo autondmica ao longo do tempo e sua
manutencdo em niveis adequados estaveis até o final das medic6es. A cascavel descerebrada
apresentou capacidade regulatoria do barorreflexo, indicando modulagdo autondémica dos
parametros cardiacos e vasculares. Em répteis, este é o inico modelo que permite registros
cardiovasculares que continua fornecendo dados confidveis equivalentes a um animal

acordado em repouso no intervalo de tempo avaliado.

Esta preparacdo pode ser til para estudos cardiovasculares em répteis squamatos,
uma vez que possibilita o registro simultaneo de multiplas variaveis, permitindo a correla¢do
adequada de parametros; reduz o nimero de animais utilizados; permite escapar do efeito de
viés anestésico; e também, permite a investigacéo de processos inacessiveis em preparagdes

in vivo.
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Resumo

Recentemente, foi sugerido que o modelo da cascavel descerebrada poderia ser Util para
estudos de longo prazo. A preparacao descerebrada proposta tem parte do encefalo inativado
e permite graus de instrumentacdo mais elevados, livre de possiveis efeitos indesejaveis de
anestésicos sobre sistema nervoso autbnomo (SNA). A validacdo do modelo permite inferir
a capacidade de recuperagdo e regulacdo do SNA, bem como seu limite para realizar
modula¢bes complexas dias ap0s a cirurgia. Para investigar tal questdo, espécimes de
Crotalus durissus foram descerebradas e passaram por longo protocolo de recuperacgdo, 15
dias, em repouso a 30°C. Posteriormente, as prepara¢es passaram por instrumentacao para
registro de variaveis cardiovasculares e foram submetidas a desafios autondmicos para
analise de modulacdo hemodinamica relacionadas as alterac6es de retorno venoso e perfuséo
cefalica, aléem da estimulacdo quimica de quimiorreceptores de O,. As mesmas medidas
também foram realizadas apos anestesia com isoflurano 2%. A alteracdo de retorno venoso
desencadeou variagdes nas pressdes arteriais sistémicas (PAMsis) e pulmonares (PAMpul)
com mecanismos compensatorios nas complacéncias vasculares e consequentemente nos
fluxos sanguineos em ambos os circuitos sistémico e pulmonar, com acentuado desvio de
sangue para o circuito pulmonar. A alteracdo de perfuséo cefalica resultou em diminuicdo
do débito cardiaco (DC) e PAMsis, que foram compensadas, provavelmente, através do
barorreflexo e reflexo de Cushing. O estimulo aos quimiorreceptores de O, causou aumento
na condutancia e fluxo pulmonar e pronunciado desvio sanguineo para o circuito pulmonar.
Apbs o fim dos desafios, todos os pardmetros retornaram para seus estados basais. A
anestesia com 2% de isoflurano atenuou as respostas demonstrando a natureza autonémica
da modulacdo cardiovascular observada. As preparacbes foram capazes de realizar
regulacdes complexas que envolveram respostas primarias e secundarias compensatérias
frente as manobras realizadas. A preservacdo das respostas credita confiabilidade para uso
do modelo em experimentacdo de longa duragéo.

Palavras-chave: répteis, head lift, tail lift, ortostase, quimiorreceptor, SNA, cianeto,
descerebracéo.
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1. Introdugéo

Os répteis constituem uma classe de vertebrados que ocupam posicao estratégica na
cadeia evolutiva de forma que estes animais sdo interessantes para investigaces sobre
mecanismos, adaptacdes e interacOes de diferentes sistemas fisiologicos. Muitas das
informagdes bésicas sobre a fungdo cardiovascular de répteis foram obtidas com o uso de
abordagens in situ para o registro de multiplos parametros fisioldgicos. Neste procedimento,
0 monitoramento € realizado em animais sob anestesia terminal (Wang et al., 2003; Galli et
al., 2005; Keen et al., 2016, Willians et al., 2021). Contudo, o uso de anestésico pode trazer
efeitos indesejados, atenuando ou exacerbando alguns dos pardmetros fisioldgicos de
interesse. Da mesma forma, pode haver alteracdo ou bloqueio de mecanismos modulatorios
autondmicos (Lee et al., 2002, Lee et al., 2004, Mosley et al., 2004, Yu et al., 2004 loannou
et al., 2013, Ghali e Ghali, 2021). Tais efeitos possuem impacto relevante no estudo de

mecanismos e fungéo cardiovascular.

O uso da descerebracdo como procedimento em experimentacdo animal € antigo e ja
foi utilizado em diversas espécies, como gatos (Tenney e Ou, 1977; Whelan, 1996), cées
(Nielsen et al., 1986; Tonkovic-Capin et al., 1998), ratos (Woods, 1964; Smith et al., 2001,
Tsuchimochi et al., 2010), coelhos (Blake e Korner, 1982; Clarke e Harris, 2001), sapos
(Wang et al., 1999; Gargaglioni et al., 2007), tartarugas (Takeda et al., 1986; Sarrafizadeh
etal., 1996) e peixes (Reid et al., 2003; Burleson e Silva, 2011). Esta técnica, originalmente,
visa a inviabilizacdo de areas especificas do SNC para a investigacdo de sua funcao.
Contudo, seu uso pode ser indicado para prover preparac¢des eutanasiadas, em procedimentos
de grande invasividade, sem anestesia (Silverman et al., 2005). Outra vantagem emergente
de tais preparaces é que a possibilidade de executar multiplos registros fisiol6gicos, mesmo
que sob instrumentacdo profunda, aumenta a possibilidade de interacéo e confiabilidade nos
dados e pode reduzir consideravelmente o numero de espécimes utilizadas, atendendo

diretrizes éticas e o principio dos 3Rs (Graham e Prescott, 2015).

Na presente investigacdo, a descerebracdo foi planejada de forma a preservar 0s
nucleos do SNA e assim, manter a capacidade de modula¢do autondmica para ajustes
cardiovasculares. Para avaliar a presenca de tais ajustes, utilizamos desafios que provocam
alteracBes dindmicas transitorias na regulagdo do sistema cardiovascular e fornecem uma
visdo global sobre sua capacidade de modulacdo para manutencao da estabilidade funcional
(Lillywhite, 1987; Taylor et al., 1999; Armelin et al., 2019). O modelo foi testado,
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inicialmente, 24h apds a descerebracdo (Rocha et al.,, 2021) e apresentou respostas
cardiovasculares complexas a tais testes. Contudo, ele aparenta constancia e estabilidade e
assim, esta pode ser uma boa preparacdo para protocolos mais longos e duradouros. Para tal
uso, ele precisa ser testado garantindo que ele seja capaz de manter o funcionamento dos

sistemas fisiologicos em nivel estavel ao longo do tempo.

Os testes autondmicos propostos visam a estimulacdo de proprioceptores
cardiovasculares com potencial de iniciar modulacdes complexas que envolve o trabalho
cardiaco e de mdaltiplos segmentos vasculares, como barorreflexo, receptores de baixa
pressao, receptores de perfusdo cefalica (Cushing) e/ou quimiorreceptores (Lillywhite e
Gallagher, 1985; Leite et al., 2007, Beldo et al., 2015; Armelin et al., 2014, 2019; Troiano
et al., 2018). Esses mecanismos tem o potencial de desencadear uma série de ajustes na
frequéncia cardiaca, alteragdes no volume sistélico, forca de contracdo, e consequentemente
do débito cardiaco; pressao arterial, complacéncia, condutancia periférica, modulacdo do
retorno venoso e também, ajustes de desvio sanguineo (Rocha et al., 2021). Parte destes,
apesar de terem sido relatados anteriormente, nunca foram propriamente descritos em
répteis. O presente trabalho teve como objetivo avaliar se 0 modelo de cascavel descerebrada
é capaz de manter os ajustes autondmicos cardiovasculares complexos ao longo tempo apds

a descerebracéo.

2. Materiais e métodos
2.1 Animais experimentais

As cascavéis Sul Americanas, Crotalus durissus, (n = 8, massa = 852,0 + 43,41g,
média £ EPM) utilizadas foram doadas pelo Instituto Butantan e mantidas no Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas, UFSCar, até o0 momento dos experimentos. Os animais foram
mantidos em caixas individuais em sala com temperatura controlada, 28°C e fotoperiodo
12:12, com &gua ad libitum, e alimentados com roedores a cada 15 dias. A alimentacdo foi
interrompida 15 dias antes de cada experimento e o projeto foi previamente aprovado pelo
Comité de Etica (CEUA- UFSCar).

2.2 Cirurgias de descerebracdo e instrumentacgao
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O procedimento de descerebracdo realizado foi previamente descrito por Rocha e
colaboradores (2021). Para procedimentos cirdrgicos, os animais foram inicialmente
sedados com aumento de PCO; (Wang et al., 1993; Leite et al., 2013, 2014) até perda de seu
controle motor, permitindo manuseio seguro e intubacdo endotraqueal para ventilacdo
mecanica com 3-5% do anestésico inalavel isoflurano. Sob anestesia, uma pequena abertura
medial (~ 2-3 mm) foi feita no cranio. A artéria subjacente e qualquer eventual vaso colateral
foram cuidadosamente cauterizados e as meninges suavemente puncionadas e abertas. Todo
tecido nervoso compreendendo o teto dptico e suas estruturas rostrais foram cauterizados e
removidas. As estruturas neurais do cerebelo, tronco encefalico e porcdo posterior do
hipotalamo permaneceram intactas. A incisdo na cabeca foi posteriormente suturada. Ao fim
do procedimento as preparacbes receberam tratamento profildtico com injecdo
intraperitoneal de antibidtico (Enrofloxacina 11 mg-kg?) e anti-inflamatério (Flunixina
meglumina 1,1 mg-kg™). A descerebracéo, como procedimento irreversivel que proporciona
um estado irrecuperavel, foi considerada o momento da eutanésia (Silverman et al., 2005;
Rocha et al., 2021; Castro et al., 2021). Todas as diretrizes éticas para a instrumentacao

animal continuaram sendo respeitadas enquanto a preparacao estava em uso.

Apo6s 15 dias de recuperacdo (tempo previamente determinado por protocolos
anteriores), realizou-se a segunda cirurgia para implantacdo de canulas e sondas de fluxo que
nos permitiu registrar os parametros cardiovasculares de interesse. Durante o segundo
procedimento cirdrgico, para minimizar a exposicdo a possiveis efeitos causados pelo
anestésico sobre o sistema nervoso autdbnomo (SNA), a anestesia inalatdria foi reduzida (5-

1%) e associada & blogueio neuromuscular (Brometo de pancurénio - 0,5 mg-kg™).

Ap0s a anestesia, foi realizada incisdo ventrolateral (~ 4,5 cm) do lado direito, rostral
ao coracao, para expor a vasculatura central. Canula¢des oclusivas da artéria vertebral
(canula de polietileno, PE50) e de um ramo da artéria pulmonar (PE20) proporcionaram
acesso ao arco adrtico direito e a artéria pulmonar, respectivamente, e permitiram assim, o
registro da presséo arterial pulmonar média (PAMpul) e sistémica (PAMsis). Os cateteres
foram preenchidos com solucgéo salina (0,9%) heparinizada (50 Ul/ml). Alem disso, sondas
de fluxo perivascular foram fixadas no arco adrtico esquerdo e artéria pulmonar, para
registro do fluxo sanguineo do arco aortico esquerdo e do circuito pulmonar,
respectivamente (QLao e Qpul, 1,5PR - 1,5PR, Transonic Systems). As sondas foram

envolvidas com gel de ultrassom para permitir e estabilizar a transmissao do sinal e fixadas
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na borda da incisdo ventrolateral para estabilidade da posi¢do. Ao final do procedimento,
canulas e sondas foram externalizadas (através da incisao) e fixadas com sutura no dorso da
preparacdo. Apos a instrumentacdo, cada preparacdo foi posicionada em decubito ventral e
a anestesia foi retirada. As preparac6es receberam anestésico local (lidocaina 2%) nos pontos
de incisdo, além tratamento profilatico com injecdo intraperitoneal de antibidtico
(Enrofloxacina 11 mg-kg?) e anti-inflamatdrio (Flunixina meglumina 1,1 mg-kg™).

2.3 Protocolo experimental

Os registros das variaveis cardiovasculares comecaram 24 horas apés a cirurgia de
instrumentacao. Para isso, 0s cateteres foram conectados a transdutores de pressao (Baxter
Edward PX600) e acoplados a pré-amplificadores de sinal (Bridge Amp, ADInstruments).
Os transdutores de pressdo foram calibrados contra uma coluna de mercurio. As sondas de
fluxo foram conectadas a um medidor de fluxo sanguineo de canal duplo para transducéo e
amplificacdo (Transonic Systems). Todos os sinais foram continuamente (1k-seg™)
processados em um  conversor analdgico-digital e  registrados  (software
Powerlab/LabChart®, ADInstruments). Para evitar que movimentos eventuais alterassem 0s
registros e/ou posicionamento de sondas, as preparagdes receberam injecao intravascular de
bloqueador de placa motora (Brometo de pancuronio - 0,5 mg-kg™?) e permaneciam na
ventilagdo mecanica (3-5 respiracdes x min?). A dose de pancurdnio ndo alterou os

parametros cardiovasculares aferidos.

Manobras de posicionamento foram utilizados para gerar os desafios ao sistema
cardiovascular. Estes se basearam em altera¢cbes hemodindmicas decorrentes de variagdes
posturais dentro do escopo fisioldgico da espécie. As manobras envolveram levantamento
da porcéo rostral do corpo (da cabeca até a porcao anterior ao coragdo - Head Lift, HL), e a
porc¢éo posterior do corpo (da cauda até o ponto médio do comprimento corporeo - Tail Lift,
TL). A manobra HL causa impacto na perfusdo da porcao rostral do corpo do animal,
notoriamente na perfusdo cefalica e foi realizada levantando a cabeca juntamente com
primeiro terco do corpo, anterior a posicao do coracdo, 15-20 cm da posi¢do horizontal. Esta
posicdo foi mantida por 3 minutos. Apos isto, o animal retornava a posicéo inicial. A
estabilizacdo dos parametros foi seguida pela segunda manobra. O TL provoca aumento
imediato no retorno venoso. A por¢ao final do corpo foi levantada 20-30 cm da posicéo
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horizontal por 3 minutos, com retorno a posi¢do inicial de repouso até estabilizacdo dos

parametros.

As manobras foram seguidas pelo estimulo quimico aos quimiorreceptores de Oa.
Para tal, utilizamos injecdo de cianeto de sodio (NaCN), substéncia utilizada de forma
recorrente para estimular quimiorreceptores periféricos sensiveis ao Oz em diversos grupos
de vertebrados (Ishii e Kusakabe, 1985; Leite et al., 2007; Taylor et al., 2010; Beléo et al.,
2015). As injecOes foram aplicadas através da canula da artéria vertebral em trés
concentragdes (10, 50 e 100 ng-kg™) diluidas em solugdo salina (NaCl 0,9%). Uma inje¢do
de solucdo salina foi utilizada como controle. Foi aguardado que todos parédmetros
retornassem a linha de base antes de cada nova dose. Os registros das variaveis ocorreram
continuamente ao longo de todo protocolo. Apds 24 horas, o protocolo experimental foi
repetido com os animais anestesiados com isoflurano. Ap6s o término de todos os protocolos
experimentais, as preparacdes receberam injecdes intravenosas de Tiopental (100 ml-kg™ -

Pearson, Brasil) seguido de solucao hiper saturada de KCI.

2.4 Andlise de dados e estatistica

Para os célculos das pressdes arteriais médias sistémica e pulmonar (PAM = 1/3
Psistolica + 2/3 Pdiastolica - fn) foi utilizado o sinal derivado de PAMsis e PAMpul. O fluxo
sanguineo sistémico (Qsis) foi calculado a partir do registro de QLao usando os fatores de
correcdo Qsis = 2,6 - QLao (Filogonio et al., 2014) e Qsis = 3,3 - Qsis (Galli et al., 2005)
para cascavéis em repouso e anestesiadas, respectivamente. O débito cardiaco (DC) foi
calculado como a soma de Qsis e Qpul. O volume sistélico total (pulmonar + sistémico) foi
calculado como Qsis:fu* (Crossley et al., 1998; Galli et al., 2005). As condutincias
vasculares sistémica e pulmonar foram calculadas como G = Q-P* (Lautt, 1989; O’Leary,
1991). A direcdo do desvio foi indicada pela razdo: Qpul-Qsis * (Hicks e Comeau, 1994).
Esse indice indica desvio D-E quando os valores de razdo sdo <1 e desvio E-D quando os

valores sdo > 1 (Hicks et al., 1996).

Para a analise estatistica foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em
relacdo ao desafio ortostatico, analisamos 5 pontos ao longo do tempo, periodo de repouso,

HL/TL on (inicio da manobra), resposta secundaria, HL/TL off (retorno a posicéo
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horizontal) e recuperacdo (2 minutos ap6s o fim da manobra). Para avaliar as alteracoes
cardiovasculares causadas pelas manobras e pelo cianeto, assim como possiveis
interferéncias da anestesia, foi utilizado a ANOVA Two-Way seguida do teste Sidak (P
<0,05; n = 8; GraphPad Prism 7.0).

3. Resultados
3.1 Reducdo da perfusédo cefalica

Ao inicio de HL, a preparacfes ndo anestesiadas apresentaram duas respostas ao
longo dos 3 minutos (Figuras 1 e 2). A resposta primaria aconteceu imediatamente ap6s
mudanca de posi¢do sendo observada entre os primeiros 10 a 20 segundos. Ao longo do
tempo, em torno de 70 a 100 segundos, observamos uma resposta secundaria, compensatéria
e mais proeminente do que a resposta inicial. A fn (37,08 + 3,04 bpm) foi a mais afetada
pela manobra com queda (33,73 % 3,28 bpm) seguida de aumento (39,44 + 3,12 bpm). Ao
final da manobra houve nova reducdo de f4 (36,61 + 3,57 bpm). A PAMsis (4,96 = 0,37 kPa)
se elevou como resposta secundaria (5,71 + 0,43 kPa), o oposto do que ocorreu com o Qsis
(17,94 + 3,54 ml-mint-kg?) e Gsis (3,91 + 0,89 ml-min*t-kg*-kPa!) que diminuiram nessa
mesma resposta secundaria (15,21 + 2,78 ml-min*-kg? e 2,74 + 0,50 ml-min*-kg*-kPa’,
respectivamente). PAMpul (2,61 + 0,30 kPa) também apresentou maior elevagdo na resposta
secundaria (2,95 + 0,38 kPa), o oposto de Gpul (9,16 *+ 1,89 ml-mint-kg*-kPal) que
diminuiu nesse mesmo momento (6,59 + 1,10 ml-mint-kg?-kPa?!), o que ndo foi
acompanhada pelo Qpul que no se alterou ao longo da manobra. DC (40,49 + 4,92 ml-min’
1.kg?) se elevou na resposta secundaria (50,1 + 6,33 ml-min™-kg?) em relagdo ao inicio da
manobra (HL on 33,2 + 4,77 ml-min*t-kg), mas nenhum dos momentos foram diferentes

do repouso. Vstot e a taxa de desvio também ndo sofreram alteragdo durante a manobra.

Nas preparacdes anestesiadas, a maioria dos parametros néo sofreu alteracio. Qsis
(22,58 + 8,00 ml-min™-kg™) se elevou no inicio de HL (29,23 + 8,92 ml-mint-kg™) e caiu
na resposta secundaria (20,24 + 6,37 ml-mint-kg™?). Padrdo semelhante foi observado em
Gsis (4,33 +0,95 ml-mint-kg*-kPal), DC (42,92 + 9,92 ml-min*-kg?) e Vstot (1,1 8 £ 0,24
ml-kg™). As principais diferencas neste pardmetros ocorreram entre seus valores no inicio
(6,35 + 1,49 ml-min™-kg*-kPal; 49,98 + 10,59 ml-min*-kg?; 1,39 + 0,24 ml-kg™) e final
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da manobra (3,35 = 0,77 ml-min*-kg*-kPa?; 35,31 + 7,29 ml-mint-kg?; 0,99 + 0,17 ml-kg"
Y. As variaveis fu, Gsis, Gpul, DC e Vstot responderam de forma diferente entre preparacgoes

ndo anestesiadas e anestesiadas (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Variaveis cardiovasculares de cascavel Sul Americana (Crotalus durissus)
descerebrada com e sem presenca de anestesico isoflurano na manobra Head Lift. A)
fn— frequéncia cardiaca; B) DC — débito cardiaco; C) PAMsis — pressdo arterial média
sistémica; D) PAMpul — presséo arterial média pulmonar. Linha continua e letras maiusculas
— preparacgdo descerebrada sem anestesia. Linha pontilhada e letras mindsculas — preparacéao
descerebrada sob anestesia. Letras diferentes denotam diferenca estatistica. Asterisco
denotam diferenca entre preparacbes com e sem anestesia (Two-Way ANOVA/Sidak,
p<0,05, n=8).
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Figura 2. Variaveis cardiovasculares de cascavel Sul Americana (Crotalus durissus)
descerebrada com e sem presenca de anestésico isoflurano na manobra Head Lift. A)
Qsis — fluxo sanguineo sistémico; B) Qpul — fluxo sanguineo pulmonar; C) Gsis —
conduténcia sistétmica; D) Gpul — condutancia pulmonar; E) Vstot — volume sistolico total e
F) Qpul-@sis — taxa de desvio sanguineo. Linha continua e letras mailsculas — preparacéo
descerebrada sem anestesia. Linha pontilhada e letras minusculas — preparacdo descerebrada
sob anestesia. Letras diferentes denotam diferenca estatistica. Asterisco denotam diferenca
entre preparacdes com e sem anestesia (Two-Way ANOVA/Sidak, p<0,05, n=8).
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3.2 Aumento de retorno venoso

Ao inicio de TL, houve uma resposta imediata (primeiros 10 segundos) e
posteriormente, uma resposta secundaria (por volta dos 70 segundos). A resposta mais
pronunciada foi observada no inicio da manobra (Figuras 3 e 4). Nas prepara¢des nao
anestesiadas, a fn (35,7 = 1,79 bpm) se mostrou menos alterada neste desafio com queda
somente no inicio de TL (32,35 * 2,45 bpm). PAMsis (5,10 + 0,32 kPa) e Qsis (18,62 + 2,59
ml-min™-kg?) apresentaram padrdo de respostas opostas com elevacdo da pressio e
diminuicdo do fluxo em TL (5,51 + 0,35 kPa; 13,36 * 2,35 ml-min*-kg™, respectivamente).
PAMpul (2,41 + 0,31 kPa) assim como a sistémica, aumentou no inicio da manobra (2,65 £
0,32 kPa) acompanhado do Qpul (18,72 + 4,18 ml-min*-kg?) que apresentou a mesmo
padrdo de resposta (25,42 + 4,94 ml-mint-kg™). As condutincias, Gsis (4,72 + 0,67 ml-min-
L.kgt-kPa?l) e Gpul (7,28 + 1,50 ml-min*-kg™t-kPa™), apresentaram respostas opostas com
diminuicéo (2,82 + 0,49 ml-min?-kg*-kPal) e aumento (11,08 + 2,19 ml-min*-kg?*-kPa?),
respectivamente, no inicio da manobra. DC (37,28 * 4,75 ml-min*-kg?) diminuiu na
resposta secundaria (35,29 + 5,02 ml-min*-kg™t) em relacdo a inicial (41,08 + 5,44 ml-min-
Lkgd). Vstot (1,05 + 0,12 ml-kg™) e taxa de desvio (1,02 + 0,26) apresentaram aumento no
momento inicial de resposta (1,26 + 0,15 ml-kg?; 1,79 + 0,49).

As preparagdes anestesiadas igualmente ao HL, apresentaram menor variagdo de
respostas. A principal alteracdo foi na PAMsis (4,08 + 0,49 kPa) que apresentou maior
diferenga com aumento no inicio de TL (4,48 + 0,54 kPa) e queda ao final da manobra (3,91
+ 0,19 kPa). Esse perfil de resposta também foi observado em PAMpul (2,81 £ 0,24 kPa, no
inicio; e 2,50 * 0,20 kPa, ao final) e Qpul (23,37 + 3,47 ml-min*-kg?, no inicio; e 18,43 +
3,36 ml-mint-kg?, ao final). O desvio foi maior no inicio (1,71 + 0,28) que no fim da
manobra (1,21 + 0,26). As variaveis fu, PAMsis, Qpul, Gpul, DC e Vstot diferem entre

preparagdes ndo anestesiadas e anestesiadas (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Variaveis cardiovasculares de cascavel Sul Americana (Crotalus durissus)
descerebrada com e sem presenca de anestésico isoflurano na manobra Tail Lift. A) fu
— frequéncia cardiaca; B) DC — débito cardiaco; C) PAMsis — pressao arterial média
sistémica; D) PAMpul — presséo arterial média pulmonar. Linha continua e letras maiusculas
— preparacao descerebrada sem anestesia. Linha pontilhada e letras minusculas — preparacéo
descerebrada sob anestesia. Letras diferentes denotam diferenca estatistica. Asterisco
denotam diferenca entre preparacdes com e sem anestesia (Two-Way ANOVA/Sidak,

p<0,05, n=8).
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Figura 4. Variaveis cardiovasculares de cascavel Sul Americana (Crotalus durissus)
descerebrada com e sem presenca de anestesico isoflurano na manobra Tail Lift. A)
Qsis — fluxo sanguineo sistémico; B) Qpul — fluxo sanguineo pulmonar; C) Gsis —
condutancia sistémica; D) Gpul — conduténcia pulmonar; E) Vstot — volume sistolico total e
F) Qpul-Qsis — taxa de desvio sanguineo. Linha continua e letras maitsculas — preparagéo
descerebrada sem anestesia. Linha pontilhada e letras mindsculas — preparagdo descerebrada
sob anestesia. Letras diferentes denotam diferenga estatistica. Asterisco denotam diferenca
entre preparacdes com e sem anestesia (Two-Way ANOVA/Sidak, p<0,05, n=8).
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3.3 Estimulos de quimiorreceptores

O efeito do NaCN observado nos parametros cardiovasculares esta representado

abaixo nas figuras 5 e 6.

Nas preparagdes ndo anestesiadas, a fn € 0S parametros relacionados a perfusdo do
circuito sistémico, PAMsis, Qsis e Gsis, ndo apresentaram alteracdes em relagio ao repouso
(Figuras 5 e 6). Houve alterac6es no circuito pulmonar com alteragdes em PAMpul (2,50 £
029 kPa), Qpul (18,45 + 3,77 ml-min™t-kg™) e Gpul (8,05 + 1,24 ml-min™-kg™-kPa?), que
aumentaram apds as injecdes de 50 pg-kg? (3,10 + 0,27 kPa; 36,17 + 5,52 ml-min*-kg*;
12,71 + 1,67 ml-mint-kg™*-kPa’, respectivamente) e 100 pg-kg™ (3,15 + 0,28 kPa; 36,95 +
4,74 ml-mint-kg?; 12,71 + 1,41 ml-mint-kg*-kPa?, respectivamente) assim como DC
(salina, 36,61 = 3,91 ml-mint-kg™; 50 pg-kg?, 55,4 + 4,62 ml-mint-kg?; 100 pg-kg*, 57,69
+ 5,06 ml-min*-kg?) e taxa de desvio (salina, 1,09 + 0,23; 50 pg-kg?, 2,63 + 0,95; 100
ug-kg?, 2,97 + 0,96). Vstot (1,01 + 0,11 ml-kg™) aumentou somente apds a administragdo
do maior estimulo (1,61 + 0,25 ml-kg™).

A anestesia praticamente aboliu as respostas. Houve alteracdo de PAMpul (2,24
0,19 kPa), que aumentou nas concentracdes de 50 (2,55 + 0,24 kPa) e 100 pg-kg? (2,72 +
0,34 kPa). O perfil de resposta de PAMpul, Qpul, Gpul, DC, Vstot e desvio sanguineo

diferiram entre preparacfes ndo anestesiadas e anestesiadas (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Variaveis cardiovasculares de cascavel Sul Americana (Crotalus durissus)
descerebrada com e sem presenca de anestésico isoflurano perante desafio de
quimiorrecep¢do ao NaCN. A) fy — frequéncia cardiaca; B) DC — débito cardiaco; C)
PAMsis — pressdo arterial média sistémica; D) PAMpul — pressao arterial média pulmonar.
Linha continua e letras maiusculas — preparacdo descerebrada sem anestesia. Linha
pontilhada e letras minusculas — preparacdo descerebrada sob anestesia. Letras diferentes
denotam diferenca estatistica. Asterisco denotam diferenca entre preparacbes com e sem
anestesia (Two-Way ANOVA/Sidak, p<0,05, n=8).
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Figura 6. Variaveis cardiovasculares de cascavel Sul Americana (Crotalus durissus)
descerebrada com e sem presenca de anestésico isoflurano perante desafio de
quimiorrecepcdo ao NaCN. A) @sis — fluxo sanguineo sistémico; B) Qpul — fluxo
sanguineo pulmonar; C) Gsis — condutancia sistémica; D) Gpul — condutancia pulmonar; E)
Vstot — volume sistélico total e F) Qpul- Qsis — taxa de desvio sanguineo. Linha continua e
letras mailsculas — preparacdo descerebrada sem anestesia. Linha pontilhada e letras
minusculas — preparacdo descerebrada sob anestesia. Letras diferentes denotam diferenca
estatistica. Asterisco denotam diferenca entre preparagdes com e sem anestesia (Two-Way
ANOVA/Sidak, p<0,05, n=8).
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4. Discussao

O sistema nervoso autbnomo é responsadvel por modular os parametros
cardiovasculares para dar suporte as atividades e funcbes do organismo. Centros
especializados que atuam captando possiveis alteragdes, como barorreceptores ou receptores
de baixa pressdo, trabalham para detectar alteragdes hemodindmicas. Na natureza, oS
animais se deparam com diversas situacdes que exigem regulagdes autondmicas instantaneas
para manter a homeostasia e adequacdo do suporte cardiovascular. Testes de alteracfes
posturais de elevacdo da cabeca e da cauda realizadas no presente trabalho, utilizam a
alteracdo hemodindmica decorrente a acdo da gravidade sobre o sangue para
respectivamente, reduzir o fluxo sanguineo para cabeca e 6rgdos rostrais ou facilitando o
retorno venoso (Lillywhite et al., 1996; Armelin et al., 2019; Rocha et al., 2021).

No presente trabalho observamos que o modelo foi capaz de responder as manobras
e realizar ajustes cardiovasculares para reestabelecimento das pressdes arteriais, bem como
modulacdo vasculares e alteracdo do desvio sanguineo. Tanto em HL como em TL, foi
possivel observar respostas priméarias e secundarias em diversos parametros. O ultimo
desafio utilizou 0 NaCN para estimular quimiorreceptores de Oz, mimetizando uma condi¢éo
de hipoxemia (Leite et al., 2007; Beldo et al., 2015). A manobra resultou em aumento do
desvio sanguineo para circuito pulmonar com magnitude dose-dependente. A anestesia
causou atenuacao das respostas e inalteracdo de parametros validando a natureza autonémica
dos ajustes cardiovasculares observados. As respostas observadas foram obtidas com
animais descerebrados por 15 dias, indicando persisténcia dos processos modulatérios e

validando esta preparagéo para estudo de longa duragéo.

Reducéo da perfuséo cefélica

A alteracdo da posicdo com o levantamento da cabeca, apesar de parecer um
movimento simples, incorre na necessidade de ajustes compensatorios muito importantes.
Esta posicéo tende a diminuir a perfusdo tecidual nas areas acima da linha do coragdo e
afetam diretamente a oxigenacdo do encéfalo. Em casos artificiais, com verticalizagdo
corporea total, a postura pode ocasionar queda imediata no débito cardiaco e pressao arterial
em um fendbmeno chamado de hipotensdo ortostatica (Lillywhite, 1996; Armelin et al.,
2014). Contudo, este € um caso extremo, no qual ha aumento do gradiente de pressao



114

hidrostética nas partes inferiores do corpo e consequentemente, aumento no volume de

sangue nessas areas e diminuicao do retorno venoso (Lillywhite, 1987).

Em nosso experimento ndo ha reducéo de retorno venoso, mas limitacéo de perfuséo
rostral. No caso, pudemos observar ajuste para promover maior perfusdo sistémica na
resposta inicial ao HL (nas preparacfes ndo anestesiadas), com aumento relativo (a segunda
fase da resposta) de DC, Gsys e Qsys, mesmo contra reducdo relativa da fy. Vanloon e
colaboradores (1993) afirmam que a isquemia cerebral é fator desencadeante de ativagédo
simpatica e producdo de catecolaminas, fator relacionado com o reflexo de Cushing (Paton
et al., 2009; Schmidt et al., 2018). Esses fatores podem ter contribuido com a resposta para

priorizacdo da perfusdo sisttmica (Altimiras et al, 1997; Taylor et al., 2014).

A queda nos valores da fu logo no inicio da manobra é oposta ao encontrado em
testes ortostaticos, no qual ha alteracdo do retorno venoso, conforme relatado para piton,
jiboia e iguana (Armelin et al., 2014, 2019; Troiano et al., 2018). Indicamos que a elevacao
secundaria da f1 com elevagdo de PAM, que junta a redugéo de Gsis e Gpul prové condigdes
para desvio de fluxo sanguineo para a regido cefalica. Tal ajuste indicaria diversos aspectos
relevantes. Ele estaria relacionado a um forte e ativo reflexo de Cushing e, primeiro, indicaria
sua existéncia em répteis. Tal reflexo nunca foi descrito neste grupo. Além disto, 0s
proprioceptores relevantes para tal reflexo teriam que estar localizados nas areas
remanescentes do SNC do animal descerebrado. Por fim, com base nos resultados, indicamos
que os ajustes vasculares seriam fundamentais para tal ajuste de fluxo sanguineo para a
regido cefalica. HL ndo afetou o fluxo pulmonar. Sua estabilizacdo, a despeito do aumento
relativo da perfusdo sistémica, indica participacdo compensatoria do shunt neste ajuste. E
assim como esperado, ao final da manobra todos os parametros retornaram a niveis

semelhantes ao repouso.

A anestesia abole a resposta da maioria dos parametros cardiovasculares analisados.
Anestesicos inalatérios como isoflurano, enflurano e halotano alteram a distensibilidade de
vasos, com aumento da complacéncia vascular e vasodilatacdo (Akata et al., 1995; Hettrick
et al., 1996; loannou et al., 2013). Os parametros de fn, DC, Vstot e as condutancias
sisttmica e pulmonar foram afetados pela presenca da anestesia quando comparados as
preparacdes ndo anestesiadas, 0 que indica que o controle da resisténcia vascular periférica

e retorno venoso podem ser mais afetados sob efeito de anestesia.
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Aumento do retorno venoso

Diferentes atividades que geram aumento do metabolismo, tais como atividade fisica
e/ou digestdo, geram respostas rapidas em parametros cardiovasculares que garantem um
aporte maior de sangue e, consequentemente, de O para os tecidos em maior atividade. O
excedente de sangue para tais manobras é retirado da se¢do venosa, onde esta a maior parte
do volume vascular (Secor e White, 2010; Bovo et al., 2015; Leite et al., 2013, 2014; Enok
et al., 2016; Wang et al., 2019). TL aumenta o0 retorno venoso e com maior enchimento
cardiaco, ha maior volume de ejecdo sistolica, débito cardiaco resultando em elevacéo na
pressao arterial. Mesmo sem modulagdo, o coracdo é capaz de gerar mais forca contratil
através de Frank-Starling. Além disso, o alongamento do tecido atrial e nodal sinoatrial e
miocardio, provocando aumento de despolarizacdo do marcapasso cardiaco elevando a
frequéncia cardiaca (Guyton et al., 1955; Gelman, 2008; Berlin e Bakker, 2014; Joyce e
Wang, 2020). Estes ajustes fazem com que um eventual aumento de retorno venoso seja
imediatamente bombeado para a secdo arterial, por aumento no DC. No presente trabalho,
observamos imediato aumento de PAMsis, PAMpul e Vstot apds elevacdo da cauda. Em
resposta a elevacdo da PAMsis, houve diminui¢cdo da fu, provavelmente por resposta

barorreflexa.

O aumento do bombeamento cardiaco foi primariamente desviado para o circuito
pulmonar, com menor resisténcia, aumentando Qpul e o desvio E-D. As respostas vasculares
compuseram 0 ajuste secundario com reducdo de Gsis. Contudo, nosso protocolo nédo
permite diferenciar reducbes de Gsys modulada autonomicamente de reducdes decorrentes
do efeito da gravidade por estarmos artificialmente elevando a por¢édo caudal da preparacéo.
Achados semelhantes foram observados em estudos prévios com atividade induzida em
répteis (Hicks e Krosninunas, 1996; Frappel et al., 2002; Krosniunas e Hicks, 2003;
Filogonio, et al., 2016). A condutancia sistémica é alterada pelo tdénus vascular periférico e
este é regulado pelo sistema nervoso autdbnomo e sinalizadores locais (Joyce e Wang, 2020).
Acreditamos que tais fatores contribuam para a resposta secundaria da fn que volta a se
elevar e retorna para seu valor de repouso e assim permanece até o fim da manobra. Assim
como em HL, ao final da manobra de TL os parametros cardiovasculares retornaram aos

valores iniciais de repouso.

As preparagOes anestesiadas ndo apresentaram as mesmas regulacfes perante a

manobra do TL. Na maioria dos parametros as alteragdes causadas pelo inicio do TL se
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mantiveram assim até o término do desafio que pode ter sido originadas somente pelo
acumulo de sangue em consequéncia da inclinacdo. A PAMsis foi a mais afetada nas
preparacdes anestesiadas indicando que a alteracdo no bombeamento é composta de efeitos
locais e que os ajustes observados na preparacdo sem anestesia possuem componentes

autondmicos.

Estimulos de quimiorreceptores

Os quimiorreceptores de O periféricos sdo compostos pelas células Glomus que
atuam detectando alteracdo na pressao parcial de O2 no sangue. Em mamiferos, eles estéo
localizados nas artérias carétida comum e aorta. Em répteis estariam localizadas ao redor da
carétida e algumas de suas ramificacdes (Marshall, 1994; Milson e Burleson, 2007; Taylor
et al., 2010). O NaCN tem sido utilizado como agente ativador de quimiorreceptores de O
em diversos vertebrados (Franchini e Krieger, 1993; Leite et al., 2007, Ntskova et al., 2010;
Beldo et al., 2015; Reichert et al., 2015). Marshall (1994) relata que as respostas ao cianeto
podem ser dificeis de compreender. Estudos com diversos mamiferos (cdes, gatos, coelhos,
focas, macacos e humanos) demonstram que existem dois padrdes de respostas, uma
bradicardia inicial seguida de taquicardia. Contudo, essas respostas podem variar de acordo
com a concentragdo do NaCN, local de injecdo ou ainda com a utilizacdo de ventilagdo
artificial. Apesar de possuir interpretacdo confusa, em muitos casos, seu efeito nas

estimulacao de quimiorreceptores € claro.

Em nossas preparages, a estimulacdo pelo NaCN ndo causou efeitos na perfuséo
sistémica e Gsis e Qsis forma mantidas inalteradas. Por outro lado, houve efeito acentuado
no DC e perfusdo do circuito pulmonar, apés as injeces de 50 e 100 pg-kg?. Este resultado
indica ajuste cardiovascular fino ao direcionar fluxo, preferencialmente, a capitacéo de Oo.
O aumento na Gpul com consequente elevacdo no fluxo pulmonar e aumento no desvio
sanguineo E-D podem ter contribuido para aumento na PAMpul também observada nessas
concentracdes. Resultados semelhantes ao aumento do Qpul e desvio D-E em resposta a
hipdxia foram reportados e discutido por outros autores (Burggren, 1977, 2020; West et al.,
1992; Wang e Hicks,1996). E interessante que tenha havido alteragbes importantes no
circuito pulmonar enquanto o sistémico permaneceu estavel. Isto indica uma regulacdo de
desvio sanguineo para aumento em resposta a desoxigenagdo sanguinea. Apesar da relacdo

entre aumento metabdlico e desvio sanguineo ter sido demonstrado diversas vezes, ajustes
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de desvio em resposta a quimiorreceptores de O nunca haviam sido demostrados. Além
disto, este ajuste reforca a presenca de uma modulacdo ativa para o desvio sanguineo e o
possivel papel da artéria pulmonar neste processo. A possibilidade de os padrbes de desvio
serem resultados secundarios de ajustes de resisténcia periférica nos circuitos sistémico e

pulmonar perde relevancia.

As preparacOes anestesiadas apresentaram aumento na PAMpul. Sem a alteracdo de
outros parametros, a elevacdo da pressdo pulmonar em si ndo parece indicar modulagéo
direcional com relevancia fisiolégica. Assim, mais uma vez, a presenca de anestésico

impediu a realizacdo de ajustes cardiovasculares perante a manobra.

5. Consideracdes finais

A utilizacdo de animais anestesiados na pesquisa é bastante recorrente e se faz
necessario em casos que haja necessidade de registros simultaneos de diferentes parametros.
Contudo, muitos estudos indicam que 0 uso de anestésicos pode alterar, atenuar ou mesmo,
abolir a modulacdo de pardmetros cardiovasculares (Rooney et al., 1999; Lee et al., 2002,
Lee et al., 2004, Galli et al., 2005). A preparacdo descerebrada permite cirurgias de
instrumentacdo profundas com implante de diferentes instrumentos e, consequentemente, o
registro de diversas variaveis ao mesmo tempo, sem a necessidade da utilizacdo de

anestésicos durante os protocolos, uma vez que a preparacao ja esta eutanasiada.

Os protocolos adotados no presente trabalho forneceram respostas satisfatrias na
defesa do uso da preparacdo descerebrada em biologia experimental. As varidveis
cardiovasculares desencadearam respostas imediatas frente a HL e TL, mostrando
capacidade de ajuste e resolucao rapida do sistema nervoso autdnomo, visto que as respostas
primarias para os dois desafios foram de aproximadamente 10 segundos. As respostas
vasculares sistémica e pulmonar embora sofram bastante alteracdo no inicio dos desafios
utilizados, apresentaram capacidade de adaptagéo e ajuste para, juntamente com as PAMsis
e PAMpul, devolver o equilibrio para os fluxos sanguineos, DC e Vstot. Estudos
aprofundados sobre a participacdo vascular podem nos fornecer informacgdes detalhadas

sobre a participacdo desse ramo nos ajustes hemodinamicos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo geral desta tese foi investigar um potencial modelo animal para uso em
pesquisas mecanisticas acerca da modulacdo cardiovascular. Os resultados obtidos nos
permitem concluir que o modelo mantém as modulac@es do sistema cardiovascular sendo
capaz de ajustes complexos, rapidos e direcionados. O controle do SNA sobre a
Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e o barorreflexo ocorre a partir de informacdes
aferentes, e por meio de uma complexa interagdo de estimulos, respostas das vias simpatica
e parassimpatica sdo formuladas ¢ modificam a fH e pressao arterial média, adaptando-as as
necessidades de cada momento. As preparacdes descerebradas apresentaram mudancas nos
padrées da VFC e barorreflexo ao longo dos dias subsequentes a cirurgia, com aumento
progressivo nos parametros representativos, o PSD e Ganho barorreflexo, com perfil de
recuperacgdo a valores semelhantes aos animais intactos. Alta VFC e Gop séo sinais de boa
recuperacdo e funcionalidade, caracterizando uma preparacdo com mecanismos

autondmicos eficientes e representativos de um animal intacto.

Os resultados de desafio hemodinamicos foram igualmente satisfatorios. As
manobras de head e tail lift desencadearam ajustes cardiovasculares dinamicos e complexos
para manutencdo cardiovascular. Assim também aconteceu com a estimulacdo dos
quimiorreceptores periféricos através do NaCN, cujas preparacfes responderam para
modular o fluxo sanguineo para o circuito pulmonar. A capacidade de modular o desvio
intracardiaco para sua participacdo rapida em ajustes hemodinamicos nunca havia sido
relatada. Observamos ainda, que as prepara¢des submetidas ao anestésico isoflurano tiveram
as respostas cardiovasculares limitadas ou abolidas, indicando a necessidade de cautela na

interpretacédo de dados gerados em animais anestesiados.

Por fim, concluimos que o modelo é apto para utilizagdo em pesquisas dos
mecanismos fisioldgicos e tem potencial para estudos futuros que necessitem de longa
duracdo, como estudos de farmacos, hormonios, desidratacdo, modula¢fes metabdlicas,
estimulacdo de nervos, etc. Entre as vantagens que a preparacdo pode fornecer listamos a
suspensdo do uso de anestesia, a possibilidade de multi-instrumentacéo, permitindo a coleta
de diversos parametros ao mesmo tempo e, consequentemente, 0 uso de menor nimero de

animais.



