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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar séximlo nitrico (NO) atuando no
SNC de ras apresenta tonus inibitorio sobre a &oeagerial média (PAM) e a frequéncia
cardiaca (FC) reduzindo a atividade simpatica dégretie de receptores a e/ou b adrenérgicos
durante o inverno e a primavera/verdo. Desta foartamperatura corporal e a PAM foram
mensuradas por meio de um transmissor de telem@iplantado na cavidade abdominal de
rés-touro, e o cateter do transmissor foi insenda@rco aortico esquerdo para as medidas de
presséo arterial e FC. Adicionalmente, o fluxo élellas sanguineas foi avaliado por meio de
um sensor a laser Doppler suturado a pele da regia@a ventral do animal para as medidas
de condutancia vascular cutanea (CVC). Uma cawoulanplantada no ventriculo lateral para
injecdes de L-NMMA (inibidor ndo seletivo da NOS) Giquor artificial (veiculo) e uma
canula de polietileno PES50 foi inserida na veiadeahpara injecdem bolusde antagonistas
adrenérgicos, prazosinl) e sotalol §), e agonistas, fenilefrinaxl) e isoproterenolp) ou
solucéo Ringer. Os animais foram mantidos a 25u0@rde todos os experimentos. A PAM,
mas nao a FC, foi maior no inverno em relacdo marera/verdo. A CVC da regido pélvica
ventral foi maior no inverno em relacdo a primafexeio. O L-NMMA aumentou a PAM e
diminuiu a CVC, mas néo alterou a FC, durante analsasstacfes. O pré-tratamento com
prazosin atenuou e o sotalol acentuou o efeitospredo L-NMMA em ambas as estacdes.
Podemos concluir que o NO parece atuar no encééatds como um agente hipotensor via,
em parte, inibicdo da atividade simpatica deperdeet receptores alfa vasoconstritores e
beta adrenérgicos vasodilatadores.

Palavras-chave: anfibios, Lithobates catesbeianusazonalidade, 6xido nitrico, sistema

cardiovascular, pressao arterial, frequéncias @aagdicondutancia vascular cutanea.



ABSTRACT

The goal of the present study was to determindricroxide (NO) acting on brain of
frogs presents an inhibitory tonus on mean artbt@dd pressure (MAP) and heart rate (HR)
by reducing the sympathetic activity dependentoocand/or3 adrenergic receptors during
winter and spring/summer seasons. Thus, body tanperand MAP was measured by a
telemetry device implanted into the abdominal gagitAmerican bullfrogs, with the catheter
of the device inserted into the left aortic arch #A&° and HR measurements. Additionally,
blood cell flux was measured using a laser Dopfitevmeter sutured to the pelvic skin to
calculate cutaneous vascular condutance (CVC). idlegoannula was implanted into brain
lateral ventricle for injections of L-NMMA (non sadtive NO synthase inhibitor) or mCSF
(mock cerebrospinal fluid, vehycle) and a PE caamnwés inserted in the femoral vein for
bolus injections of adrenergic antagonists, prazdggil) and sotalol f{), and agonists,
phenylephrine 1) and isoproterenoB] or Ringer solution. Animals were maintained at 25
°C during all the experiments. Mean AP, but not HiRs greater during winter than
spring/summer. L-NMMA increased MAP, but did notiolge HR, during both seasons. The
pre-treatment with prazosin attenuated and soladoentuated the hypertensive effect of L-
NMMA in both seasons. We conclude that NO seemsadioon the brain of frogs as a
hypotensive agent via, at least in part, the itiobiof the symphathetic activity dependent on
a, andp, adrenergic receptors.

Keywords: amphibians,Lithobates catesbeianuseasonality, nitric oxide, cardiovascular
system, blood pressure, heart rate, cutaneousl@ascimductance.
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1 INTRODUCAO

O Oxido Nitrico (NO) é um gas produzido endogenamesnvolvido em uma
diversidade de funcdes biologicas, dentre elas mwmo@s de defesa macrofagica,
comunicacao intercelular, termorregulacdo, contrde pressao arterial (DAWSON e
SNYDER, 1994; GARTHWAITE e BOULTON, 1995; STEINERBRANCO, 2001), além
de modulacdo de atividades ritmicas em diversognmos, tanto vertebrados como
invertebrados. Também esta envolvido na mediacaopaes excitatérios para o gerador do
padrédo central de controle da respiracdo em r& ®ua modulacdo da locomocao em larvas
de Xenopus leaveg em algumas espécies de moluscos (Revisado por NEWNBC@©
WATSON, 2002).

O NO é produzido a partir da conversao do aminoédcidrginia em L-citrulina e NO
pela acdo da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS3aEs1zima pode ser encontrada como
trés possiveis isofomas, NOS neuronal (NOSn) e telialo(NOSe), que sao produzidas
construtivamente e a NOS induzivel (NOSI), todaamiente distribuidas por todo o corpo
(MONCADA et al., 1991; DAWSON e SNYDER, 1994A atividade da enzima NOS
depende de alguns cofatores, dentre eles o NADPidteinas ligantes de calcio (complexo
calcio/calmodulina) (BREDT e SNYDER, 1990).

O NO exerce muitos dos seus efeitos bioldgicosgbeacdo da enzima guanilato
ciclase soluvel e consequentemente induz aumestcateentracdes intracelulares de GMP
ciclico (GMPc) (RAPOPORt al., 1983; TRAYSTMAN et al., 1995; MURAD, 1999). O
GMPc ativa uma serina/tirosina quinase chamadaeim@tquinase G em varios tecidos,
incluindo a musculatura vascular e o sistema nereestral (SNC), sendo assim, o NO é um
importante mediador da sinalizagdo intracelularsegse em outros tecidos do corpo
(MONCADA et al.,1991; DAWSON e SNYDER, 1994; MURAD, 1909

1.1 Acé&o Vascular do NO

O NO foi identificado, em 1980, como um fator dlaxamento derivado do endotélio
em coelhos (FURCHGOTT, 1999). Furchgott e Zawad4K80) demonstraram que o
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relaxamento da aorta de coelho pela acetilcoli@h(&xequer a presenca do endotélio intacto,
e que a ACh estimula a liberagéo de uma substgneidoi inicialmente denominada Fator de
Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF, sigla emglés), mas apenas em 1987
descobriu-se que o NO € um EDRF (IGNARR#D.al., 1987; PALMER et. al., 1987). A
partir desse momento, 0 NO emergiu como uma dasimabrtantes moléculas sinalizadoras
em sistemas de integracao do controle biolégico.

Em mamiferos, o NO exerce funcédo crucial na regwlado ténus vascular
(FURCHGOTT e ZAWADSKI, 1980; PALMERet al., 1987; cf MONCADAet al., 1991,
CAl e HARRISON, 2000) por meio da sua continuarbigéo do endotélio vascular. Além
disso, em muitos casos, a acao vasodilatadora migs vaubstancias vasoativas, incluindo
acetilcolina, bradicinina e substancia P, sdo nadedigela liberacdo de NO (MONCAD&
al., 1991).

Assim como em mamiferos, existem evidéncias de regalacdo ténica vascular
pelo NO em outros grupos vertebrados. Estudos ess HASEGAWA e NISHIMURA,
1991; MARTINEZ-LEMUS et al., 1999; WIDEMAN et. al., 2004) , répteis — serpentes
(pitons e cascaveéis), lagartos varanideos e t8IK®OYGAARD et al., 2005), crocodilianos
(AXELSSON, et al., 2001) e também anfibios (RUMBAUTet al., 1995; KNIGHT e
BURNSTOCK, 1996; HOFFMAN; ROMERO, 2000) mostramd&ncias do NO como fator
de relaxamento vascular. Em relacdo aos peixesyaumero consideravel de estudos mostra
que em teledsteos 0 NO é capaz de mediar vas@ditatda musculatura lisa dos vasos
sanguineos (SMALL e FARRELL, 1990; MUSTAFA e AGNIBA, 1998; FRITSCHE et
al., 2000; FENG.et al., 2007), no entanto, efeito vasoconstritor do NOré&atado para a
circulacdo branquial de uma espécie de enghmguilla anguilla (PELLEGRINO, et al.,
2002).

Adicionalmente, 0 mecanismo de sinalizacdo do N@amtrole do tbnus vascular em
alguns vertebrados é controverso. Os dados exstaram conflitantes a respeito de sua
origem, endotelial ou de nervos nitrérgicos. Essuglm varias espécies de anfibios mostraram
diminuicdo do fluxo sanguineo apos inibicdo da N@f@jcando um controle tbnico da
circulacdo que foi atribuido ao sistema NO endatt¢dRUMBAUT et al., 1995; KNIGHT e
BURNSTOCK, 1996; REAet al.,, 2002; REA e PARSONS, 2001). Em contrapartida,
estudos mais recentes mostraram que a regulacdbl@ia@ independente do endotélio,
ocorrendo via nervos nitrérgicos responsaveis yetadilatacdo de algumas artérias e veias,
como aorta central, veias de grande calibre (Veitominal e veia cava), artérias pulmonar e

cutdnea em sapos da espérignella marina(anteriormentéBufo marinuy (BROUGHTON



15

e DONALD, 2002; 2005; DONALD e BROUGHTON, 2005; JENGS e DONALD,
2008), além da presenca da NOS em nervos periaassigxistentes em vasos de resisténcia,
como as artérias mesentéricas (JENNINGS e DONAIMOP Além disso, a expressao do
DNA complementar da NOSe daX&nopus tropicaligoi maior nos pulmdes e no musculo
esquelético e ndo houve expressdao da mesma naékodeiscular, corroborando o fato que a
NOSe ou o NO derivado do endotélio ndo apresentamab na regulacdo vascular de
anfibios (TRAJANOVSKA e DONALD, 2011).

O papel do NO na regulacéo vascular de vertebrbassis ainda é assunto de grande
discusséo, pois a presenca da NOSe ndo foi comfarnean vasos sanguineos de forma
inequivoca em peixes e anfibios. Sendo assim,tet gas dados disponiveis até 0 momento,
a provavel sinalizacdo vascular pelo NO pode teoluddo em peixes e anfibios
neuronalmente e a sinalizacao a partir do endodglameceu pela primeira vez nos amniotas
(JENNINGS e DONALD, 2008).

Similar aos mamiferos, existem evidéncias da atdgdNO perifericamente como
uma molécula vasodilatadora em anfib{pfOFFMANN e ROMERO, 2000)Além disso,
nestes animais o NO tem funcdo em muitos procdssogicos, dentre elas o controle da
resisténcia vascular (KNIGHT e BURNSTOCK, 1996; REA PARSONS, 2001,
BROUGHTON e DONALD, 2002), tal como a permeabilidadicrovascular (NGUYEM:t
al., 1995; RUMBAUT e HUXLEY, 2002) e a captagdo de 4pgakn pele (REA e PARSONS,
2001; REAet al.,2002).

1.2 NO no Sistema Nervoso Central

Em 1988, o NO foi reconhecido como uma moléculasageira no SNC, quando este
foi identificado como um fator intracelular instav€&SARTHWAITE, et al., 1988). A
presenca de uma enzima formadora de NO encefd@ligméteriormente confirmada, no ano
de 1989, subsequentemente purificada e seu DNA leameptar clonado e sequenciado
(KNOWLES, et al.,1989; , BREDT e SNYDER, 1990, BREDdt, al.,1991).

Além do efeito periférico vasodilatador do NO, &xB evidéncias sugerindo sua
atuacdo sobre alguns nucleus centrais associadeguacdo simpética em mamiferos
(VINCENT e KIMURA, 1992; OHTAet al., 1993; DUNet al., 1994; MIYAGAWA et al.,

1994) A estimulacdo da producdo de NO encefélico, poriomee injecéo
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intracerebroventricular (icv) de cloreto de cal@o, mesmo de L-arginina causa reducdo da
pressdo arterial média (PAM) e da atividade sirspatio nervo abdominal (ANS), uma
resposta dependente do aumento da concentracadViéle GCCABRERA; BOHR, 1995).
Além disso, microinjecéo icv de L-NAME, inibidor m&eletivo das isoformas de NOS, em
coelhos causa aumento da PAM, da atividade singp@ital e da concentracdo plasmética de
catecolaminas, com queda na frequéncia cardiacp (FETSUMURA et. al., 1998). No
entanto, microinfuséo icv de L-NMMA, outro inibido&o seletivo da NOS, causa aumento
da PAM, da FC e da atividade simpatica abdominaratws Wistars (NISHIMURAEet al.,
1997). De modo geral, considerando os efeitos dibsdores de producdo de NO sobre a
PAM e a FC, os dados em mamiferos sdo concordante®lacdo a acdo pressora de tais
agentes, mas ha trabalhos divergentes mostrando taguicardia quanto bradicardia
(revisado por KRUKOFF, 1999). Tais diferencas podsiar relacionadas ao tipo e a dose do
inibidor de NOS utilizado, além do sitio de atuagadNO sobre 0 SNC (KRUKOFF, 1999).
Em mamiferos, existe uma grande quantidade de miesrgue produzem NO dentro dos
nacleos paraventriculares (PVN) e supradético (9MYXUKAWA et al.,1989; YANGet al.,
1999), regides diencefalicas importantes relaciasadregulacdo cardiovascular. No bulbo,
neurdnios que produzem NO s&o encontrados no ndoleémto solitario (NTS) e em vérias
subdivisées do bulbo ventrolateral (VLM). Ja& na ol@despinhal, neurdnios nitrérgicos sao
encontrados na coluna intermediolateral, fazendde pdos neurbnios pré-ganglionares
simpaticos (VINCENT e KIMURA, 1992; IADECOL/Aet al., 1993; YANG et al., 1999;
CHENet al.,2001)

Além disso, o PVN recebe projecdes neuronais do MTBfluenciam direta e
indiretamente as eferéncias simpaticas, (SWANSGXRWCHENKO, 1983). Sabe-se que 0s
neurénios parvocelulares do PVN afetam a ativideeosa simpatica por meio de duas vias:
(1) diretamente sobre os neurdnios pré-motores&iogs do Bulbo Ventrolateral Rostral
(RVLM) que, por sua vez, fazem sinapses com osomés pré-ganglionares simpaticos da
coluna intermediolateral; (2) ou por meio de siegpdiretas na coluna intermediolateral,
modulando a excitabilidade dos neurbnios pré-gangtes simpaticos (HOSOYAst al.,
1991; RANSONEgt al.,1998; STOCKEREet al.,2004).

Em relacdo aos anfibios, estudos anteriores vardim ampla distribuicdo de células
nitrérgicas no encéfalo de anuros (BRUNING e MAYHR96; HUYNH e BOYD, 2007).
Existem neurdnios produtores de NO em regifes &lfomicas e bulbares, incluindo o NTS,
de algumas espécies (BRUNING e MAYER, 1996; MUN®Z al., 1996; LAZAR e
LOSONCZY, 1999), incluindo a ra touro (HUYNH e BOYRO0O07), animal experimental do
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presente trabalho. Dados de nosso laboratérioogitles pesquisadores indicam que o NO no
SNC de sapos e ras esté envolvido na reducéo geetatara corporal de preferéncia durante
exposicao a hipoxia (reduzida pressao parcial f/&SOERRAet al.,2008)e no controle da
ventilacdo pulmonar (HEDRICKet al., 1998; GARGAGLIONI e BRANCO, 2001).
Entretanto, ndo existem informacgdes na literatakaeso papel do NO encefalico no controle

cardiovascular de tais animais.

1.3 Regulacdo Simpatica do Sistema Cardiovascular

O sistema nervoso simpatico regula as funcdesaasitulares atuando no coracgéao,
no tecido cromafin e nos vasos sanguineos por deetodos 0s nervos simpaticos do corpo
disponibilizando catecolaminas aos tecidos alvos.

A regulacdo da FC parece ser essencialmente siemtamamiferos, aves, répteis,
anfibios e peixes teledsteos. Com excecdo dosstachs e elasmobranquios, todos esses
grupos apresentam uma inervagdo -cardioexcitatredrenérgica proporcionada via
inervacao simpética (TAYLOR, et. al., 1999).

Os trés subtipos de receptorfs adrenérgicos sado encontrados no coracdo de
mamiferos, sendo que a ativacad3dee 32 induz efeitos cronotropico e inotropico positivos
enquanto que a ativacdo de8 promove efeitos opostos (Revisado por ROZEC e
GAUTHIER, 2006). Existem diferencas funcionaisrenteceptore31 e 2 como o0s
segundos mensageiros ativados por cada um e @&ociarde endocitosgZ) ou néo §1),
além da ativacao d& levar a uma resposta bifasica de estimulacaadsegeor inibicdo do
coracao (XIANGet al.,2002). Estas distingdes entre tais receptoresnp@star relacionadas
as diferencas na sua sinalizacdo em respostaradémede catecolaminas das varicosidades
dos nervos simpaticos (primariamente noradrenaknap liberacdo das catecolaminas da
glandula adrenal (primariamente adrenalina) didpbréadas na  circulacéo
(SHCHERBAKOVA, et al.,, 2007). De fato, nos mamiferos, a noradrenalinaa atu
preferencialmente nos receptorp$ dos midcitos cardiacos enquanto que a adrenalina
apresenta maior seletividade pelos receptorepd@2i localizados principalmente nos vasos
sanguineos (STENE-LARSEN, 1981). Em relacdo ao#osferonotropico e inotropico
negativos dos adrenorreceptor3 na musculatura cardiaca ventricular de mamiferos,

acredita-se que tais receptores sejam importantescandicbes como em uma parada
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cardiaca, por exemplo, em que sua ativagdo poddtaresem protecdo contra efeitos
deletérios de uma super estimulacdo catecolamoe(@iUDIGANE, et al., 2009; revisado
por GAUTHIER,et al.,2011)

Nos vasos sanguineos de mamiferos, ambos os subdepadrenorreceptoret e a2
estdo presentes nas terminacdes pOs sinapticasnoedieiam respostas vasoconstrictoras,
embora o adrenorreceptofl seja predominante na musculatura lisa do vasamddm o
subtipo com maior influencia da noradrenalina dascesidades simpaticas (LANGER e
HICKS, 1984). O inotropismo positivo cardiaco érmariamente decorrente da estimulacao
dos adrenorreceptorgd, no entretanto, a musculatura cardiaca de camgondoapresenta
receptoresnl adrenérgicos capazes de reduzir o efeito inaoopbositivo mediado pelos
receptores beta adrenérgicos; ou seja, um efefmohado na protecdo da musculatura
cardiaca contra lesdes isquémicas (RORABAUE&H.,2005)

Especificamente em relagdo ao controle autondmicopédico das variaveis
cardiovasculares de anfibios, estudos com aRa#s pipens Lithobates catesbeianysa
touro), demonstram que as fibras simpaticas saed=ste desde o segundo até o décimo nervo
vertebral, sendo o nervo simpatovagal o grandeupgycpara as fibras vagais e simpaticas
pés-ganglionares que inervam o coracdo (GIBBINS94)L9 Todos os neurbnios pos-
ganglionares da cadeia simpatica sintetizam admenakendo este o mais importante
neurotransmissor de efeitos cronotrépico e inot@ppositivos em anfibios. Ja a
noradrenalina € a principal catecolamina liberagla pecido cromafin (analogo a medula da
adrenal de mamiferos) na circulacdo (AZUMAal., 1965, STENE-LARSEN, 1981), apesar
de em algumas espécies o0 neuropeptideo Y e o Ad&eat conjuntamente a adrenalina
(HOYLE, et al.,1986; BRAMICH,et al.,1990, STOFERet al.,1990).

Em Lithobates catesbeiandsi demonstrada a presenca majoritaria de receppar
adrenérgicos nos atrios e no ventriculo, sendo rdrexta uma menor quantidade de
receptoresnl e a2 nesses locais (HERMAI&t al., 1996). Herman e coloboradores (1996)
verificaram no atrio e ventriculo de rds uma uUnp@pulacdo de adrenoreceptor@s
presumivelmente do subtif}@, jA que o uso de um bloqueador seletivo pargtespl, o
metropolol, apresentou baixa afinidade (HERMANalet1996). Recentemente, verificou-se
a presenca de adrenorreceptores do ibmo coragédo de ras, cuja ativacao resulta em um
efeito inotropico negativo, assim como em mamife(MAZZA, et al., 2010). Os
adrenoreceptores cardiacos do tfiibde anfibios sdo mais seletivos para a adrenédiea
origem neural) enquanto que P% sdo ativados pela noradrenalina (de origem hujora

tendo ambas efeitos cronotropico e inotropico past(STANE-LARSEN, 1981). Nenhuma
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diferenciacéo significativa foi encontrada quamonamero de adrenorreceptords a2 e

nos tecidos (coracao, rins e SNC) de animais atdithos a temperaturas mais altas ou mais
baixas, refutando pressuposi¢cées mais antigasodia t#a transformacao dos receptores do
tipo B em altas temperaturas e do tipe@m baixas temperaturas (HERMAdt al., 1996).
Pela estimulacdo com adrenalina de preparacdesrdedo de anfibio perfundido, Lazou e
colaboradores (2002) confirmaram a presenca fuatide adrenoreceptored acoplados a
hidrolise do fosfoinositol e a producéo de inositaifato.

Quanto a atuacao adrenérgica sobre os vasos saaguda anuros ha evidéncias de
que ambos o0s receptores  adrenérgicos estdo presentes nos vasos sangginéogos,
sendo que os receptoresegulam respostas constritoras via estimulacédwedes simpéticos
e administracdo de adrenalina, sendo capazes deirndlteracbes na pressao arterial
(HERMAN; SANDOVAL, 1982; MALVIN; RIEDEL, 1990).

1.4 Sistema Cardiovascular de Anfibios

Anfibios apresentam coracdo com quatro camarasacag] um seio venoso drena o
sangue exclusivamente para o atrio direito, e untrigeillo Unico que recebe sangue pouco
oxigenado da circulag&o sistémica através do dirgito e sangue pulmonar rico em oxigénio
vindo do &trio esquerdo (WANGet al., 1999). Em funcdo da anatomia cardiaca desses
animais pode ocorrer mistura entre os sanguesrski@ pulmonar dentro do ventriculo e do
conus arteriosussendo que 0 sangue venoso sistémico pode readermiraulacéo sistémica
(shuntda direita para a esquerda), enquanto o sangeeabgulmonar pode readentrar a
circulagao pulmonarspuntda esquerda para a direita) (WAN$sal.,1999).

Os anfibios, como um todo, apresentam uma altandépeia das condi¢cdes
ambientais, principalmente umidade e temperatuaea p manutencdo das suas atividades
metabdlicas, sendo que muitas espécies sofrenagies sazonais de varios parametros
fisiologicos, incluindo o controle cardiovascul®&INDER et al., 1992 GLASSet al., 1997,
ROCHA; BRANCO, 1998; BICEGO-NAHAS; BRANCO, 1999; BEGO-NAHAS et. al.,
2001) Em relacdo a ra touro, modelo animal do presertted@sé interessante notar que
apesar de mantido a mesma temperatura ambiera@itadl apresenta variacdo sazonal da
PAM, com valores maiores durante o inverno em &sago verdo e a primavera, sem
diferencas na FC (ROCHA; BRANCO, 1998; BICEGO-NAHABRANCO, 1999). Além
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disso, também ocorre acumulo de LC@b sangue arterial durante o inverno, o que é
evidenciado pela maior PaG@®esta estacdo (ROCHA; BRANCO, 1998; BICEGO-NAHAS;
BRANCO, 1999). Esses dados juntos indicam que deweerer um aumento da resisténcia
vascular periférica durante o inverno dificultaradeliminacdo do COpela pele, ja que esta é
uma importante via de troca de £6om o ambiente (BURGGREN e MOALLI, 1984),
levando assim ao aumento da PAM, mesmo sem aleedsg&C. Burggren e Moalli (1984)
sugerem em ras-touro que a exposicao ao ar indueanmanjo vascular da pele diminuindo o
fluxo de sangue para este Orgao, reduzindo constgjuente as chances de desidratacao.
Assim, a ocorréncia de acidose hipercapnica paecema consequéncia natural durante o
inverno, parecendo apresentar uma regulacdo enal@geando os animais sdo mantidos a
mesma temperatura em ambas as estacdes (ROCHA; BRAR998; BICEGO-NAHAS;
BRANCO, 1999). O suprimento sanguineo para a pesées animais varia com a regido do
corpo, sendo que a regido dorsal apresenta maiwiddele vascular (CZOPEK, 1965).
Assim, a regido dorsal da pele deste anfibio reosdier suprimento sanguineo proveniente
da artéria cutanea, indicando sua proeminente uregpiratéria, enquanto que as alteracdes
de fluxo sanguineo para a regiao pélvica ventet(pach skin) estariam relacionadas ao
balanco de agua (VIBORG e ROSENKINDE, 2004; VIBORGHILLYARD, 2005;
VIBORG, et al.,2006). Desta forma, um controle neural diferendéal/ascularizacao cutanea
pode contribuir com as alteragOes de fluxo vasqadaa diferentes leitos.

A ra touro € uma espécie originaria da América daé\ entretanto ja foi introduzida
em aproximadamente 40 paises com finalidades pvadu{LUTZ e AVERY, 1999). No
Brasil, essa espécie foi introduzida na década93® & atualmente, € a mais utilizada nos
ranarios de criagdo comercial (VIZOTTO, 1984; LINA al., 1998). Naturalmente ou em
condicbes comerciais, os anfibios estdo sujeitegeatos estressores que podem influenciar
diretamente os parametros cardiovasculares medielosSNC. Withers e colaboradores
(1988) relataram em sapofhinella marind que a principal fonte de catecolaminas
plasmaticas € proveniente da liberacdo de term@sag@rvosas, estando seus aumentados
niveis relacionados a condicbes de desidratacdeneragias. De forma complementar,
alteracOes cardiovasculares por atuacdo do sistemaso simpatico também séao relatadas
para situacoes de exercicio em anfibios (ROMERDal., 2004), o que é de extrema
importancia para o animal em interacfes presa-goed&€ondi¢cdes ambientais desfavoraveis
podem acarretar eventos de menor disponibilidadeaglea no ambiente, o que pode
influenciar diretamente os anfibios cuja dependéndd meio aquatico € necessaria para a

completa realizacdo de seu ciclo de vida. InUme&ms 0s eventos estressores que podem
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influenciar um organismo ou mesmo suas populagdenpitos deles séo relacionados as
alteragcbes climéticas, atuando direta ou indiretdenesobre 0s seres vivos, desta forma
contribuindo negativa ou positivamente na dindmpapulacional de uma espécie

(SHERIDAN e BICKFORD, 2011). Assim, esses eventadressores podem estar

relacionados as adaptacdes cardiovasculares madysatb SNC nos anfibios.

Diante do exposto acima, o objetivo do presentadesfoi testar, em ras touro, a
hipétese que o NO atuando no SNC apresenta fungéiddra da PAM e da FC via reducao
da atividade simpatica dependente de receptoretou B-adrenérgicos. Tal hipétese foi
testada em duas estac6es do ano (inverno e priate®eio) devido as evidéncias endégenas

de variacdo da PAM nesses animais.
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto acima, o objetivo do presentadesfoi investigar em ras touro
(Lithobates catesbeianys
1) a participacdo do NO encefalico no controle caralsgular por meio da verificagéo do
efeito da injecao intracerebroventricular de L-NMMiAibidor ndo seletivo de NOS) sobre a
presséo arterial, a frequéncia cardiaca e a camgatéascular cutanea,
2) a influéncia dos receptoresadrenérgicos periféricos no papel do NO encefaiico
controle cardiovascular por meio da verificacacetito do pré-tratamento intravenoso com
prazosin (antagonista de receptosés adrenérgicos) mais a injecdo intracerebrovengic
de L-NMMA (inibidor ndo seletivo de NOS) sobre assao arterial, a frequéncia cardiaca e a
condutancia vascular cutanea;
3) a influéncia dos receptor@sadrenérgicos periféricos no papel do NO encefaiico
controle cardiovascular por meio da verificacacetwto do pré-tratamento intravenoso com
sotalol (antagonista de receptofesadrenérgicos) mais a injecdo intracerebrovengicde
L-NMMA (inibidor néo seletivo de NOS) sobre a p@ssarterial, a frequéncia cardiaca e a
condutancia vascular cutanea;
4) a influéncia das estacbes do ano inverno e primAxao sobre as alteragbes
cardiovasculares, pressao arterial, frequéncida@ace condutancia vascular cutanea obtidas
entre a combinacdo da injecao intracerebrovenriadda -NMMA (inibidor ndo seletivo de
NOS) com a injecdo intravenosa de prazosin (anisigode receptoresl- adrenérgicos) e

sotalol (antagonista de receptofesdrenérgicos).



23

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ras da espétiéhobates catesbeian$Shaw, 1802; anteriormente
conhecida com®&ana catesbeianale ambos os sexos, com massa corporal entre 380 e
g. Os animais, provenientes do ranario do Centrdglécultura (CAUNESP) da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) — UNE&mpus de Jaboticabal, foram levados
ao laboratério pelo menos 3 semanas antes dosimemeos e mantidos em uma sala 825
dentro de caixas plasticas providas com um redpieom agua para realizacdo de seus
banhos. Foram alimentados trés vezes por semanarag@o comercial para peixes
carnivoros e/ou larvas deenebrio molitoraté dois dias antes dos procedimentos cirlrgicos.
Os experimentos foram realizados durante o0s mesesinderno (junho-agosto) e
primavera/verdo (outubro-fevereiro). Os dados deptratura e umidade relativa do ar dos
meses em que foram feitos os experimentos sacempael®s na tabela 1. Todos os protocolos
de manutenc&o e manipulacdo foram realizados coovagiio da Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da FCAV (Protocolo n°® 008519-10).
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Tabela 1: Valores de temperatura maxima (Tmax), temperahirdma (Tmin), temperatura

média (Tmed), umidade relativa (UR) e precipitagiioviométrica correspondentes aos

meses de realizacdo dos experimentos de invernbdjyulho e agosto) e primavera/verao

(outubro, novembro, dezembro, janeiro e feveremm)longo de dois anos consecutivos no

campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Vetasnanunicipio de Jaboticabal, estado de
Sé&o Paulo (FACULDADE DE CIENCIAS AGRAVIAS E VETERIARIAS, 2012).

2010
Més Tmax Tmin Tmed UR Precipitacéo
(°C) (°C) (°C) (%) (mm)
Junho 27,4 12,0 18,5 68,3 7,8
Julho 29,2 13,9 20,4 63,8 0,0
Agosto 30,7 12,9 20,8 52,2 0,0
30,6 16,9 23,0 67,5 69,4
Outubro
Novembro 31,0 18,7 24,1 70,3 100,1
Dezembro 31,4 20,6 25,1 77,8 225,3
2011
Janeiro 30,9 21,0 24,7 81,0 260,1
Fevereiro 31,7 20,5 24,6 79,2 208,2
Junho 26,5 11,5 17,9 68,8 29,7
Julho 28,6 13.7 20.1 62.5 0,0
Agosto 30,2 14,9 21,7 56,3 18,4
Outubro 29,8 18,3 23,3 68,5 161,9
Novembro 30.1 17.3 23.1 65.8 177.0
Dezembro 30,9 19,2 24,1 74,1 159,8

3.2 Farmacos

* L-NMMA (Tocris, EUA): acetato de N-monometil-L-argha, inibidor ndo seletivo de

NOS:;

* Prazosin (Sigma, EUA):

adrenérgicoss;

hidrocloreto de prazosemtagonista de receptoresl-
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 Sotalol (Sigma, EUA): hidrocloreto de sotalol, aytaista de receptor@sadrenérgicos;

* Fenilefrina (Sigma, EUA): hidrocloreto de fenilefa, agonista de receptorasl-
adrenérgicos;

* |Isoproterenol (Sigma, EUA): (+)-sal bitartaratoigeproterenol, agonista de receptopes
adrenérgicos;

» Hexametonio (Sigma, EUA): cloreto de hexametodniogibeador de receptor nicotinico do

ganglio autonémico.

3.3 Anestesia e procedimentos cirdrgicos

Os animais foram anestesiados por submerséo emasoaiuosa 0,3% de acido etil
éster 3-aminobenzdico (MS-222, Sigma, EUA), tamgdona&m pH 7,6 utilizando-se
bicarbonato de sédio (NaHGJOApOs perda de reflexos postural e pupilar, & pele recobre
o cranio da ra foi removida e uma pequena abedonma da regido do diencéfalo foi
realizada com o auxilio de um motor de baixa raaiZBC, Beltec, Araraquara) até a
completa abertura de um orificio de aproximadamé&ntentimetro. O animal foi fixado em
um aparelho estereotaxico (David Kopf para pequemiais, modelo 900, Tijunga, CA,
EUA), e uma canula guia preparada a partir de ugwha hipodérmica, com 14 mm de
comprimento e 0,55 mm de diametro externo foi fao topo do aparelho estereotaxico e
inserida no ventriculo lateral encefélico do aninda coordenadas para a inser¢ao da canula
guia foram adaptadas de um atlas de encéfalo desaDONKELAAR, 1998), sendo 1,5
mm lateral a linha média, 3,0 mm anterior ao lineiére o telencéfalo e o diencéfalo e 2 mm
abaixo da superficie dorsal do telencéfalo (FiglraO deslocamento do menisco em um
mandmetro de agua indicou o correto posicionam@atcénula guia no ventriculo encefalico
lateral. O orificio ao redor da cénula foi preedochcom uma pasta constituida por uma
mistura em partes iguais de parafina e gliceringadAula foi fixada ao cranio por meio de
parafusos e cimento acrilico e um mandril foi idtreido em seu interior para prevenir

oclusao e infecgao.
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Cénula Guia

—
10 mm

Figura 1. Desenho esquematico do encéfalo de ra-touro mdstraorte transversal da regido do
telencéfalo onde a canula guia foi posicionadaerdriculo lateral. Desenhos adaptados de Donkelaar
(1998); Huynh e Boyd (2007).

Ainda com o animal sob efeito da anestesia, ounaceuimento cirargico foi
realizado para a implantacdo de um transmissoeldeétria (TR43P, Telemetry Research,
Auckland, Neva Zelandia) para medidas de presst@oiarpulsatil (PAP) a temperatura
corporal. O sistema de telemetria utilizado no ¢mes trabalho foi originalmente
desenvolvido para mamiferos de pequeno porte, aatos. Adaptamos a implantacdo do
transmissor de acordo com as diferencas anatbrmmmamtradas no animal experimental do
presente trabalho: a ra foi posicionada em decdbitral (lado esquerdo) e uma incisao
lateral de aproximadamente 3,5 cm foi feita na meleonsequentemente na musculatura
adjacente no lado esquerdo da regido abdominal g@p@asicdo do arco aortico esquerdo
(aorta lateral). O arco aortico foi isolado utihg®-se linha cirdrgica para diminuir o fluxo
sanguineo no vaso, e 0 mesmo foi perfurado cuidadeste com auxilio de uma agulha (25
x 0.6 mm) posicionada em direcao contraria ao fleateter do transmissor foi inserido no
pequeno orificio realizado com a agulha e fixagm@de da artéria com cola cirdrgica para
tecidos biolégicos (Dermabond® Topical Skin AdhesiVissue, Johnson&Johnson, Medical
Brazil). Nesse procedimento o fluxo sanguineo neowvado foi interrompido. Uma tela de

polipropileno foi fixada com cola cirdrgica no vasanguineo, no cateter do transmissor e no
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tecido ao redor do vaso sanguineo (tecido adipasestrutura garantiu assim estabilidade de
toda a preparacéo, evitando deslizamento do caiatarfora do vaso e possiveis perdas de
sinal de PAP. O corpo do transmissor, que inclui sensor de temperatura, foi
cuidadosamente inserido na cavidade abdominalagdidda musculatura abdominab(iquus
externu¥ (Figura 2). ApOs a cirurgia, os animais recebemuofilaxia com antibiético de
amplo espectro (enrofloxacina, Flotril®; Scherirlgth, 5 mg.kg sc) e anti-hiperalgésico
(Flunixina Meglumina, Banamine®; Schering-Ploughmiy.kg* sc) de acordo com doses
recomendadas para anfibios (GENTZ, 2007; SMITH7200
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Arco Adrtico
Esquerdo

Transmissor

Posterior

Figura 2. Procedimento cirurgico para implantacdo de um méssor de telemetria via arco aortico
esquerdo (AAE; ou aorta lateral esquerda). Vejaxdot para maiores detalhes. En B e C,
fotografias seqlienciais para localizacAd, (solamento, insercdo do catetB),(e fixacdo do cateter

no arco aoértico esquerdo e no tecido ao redor do @ para melhor fixagdo da estrutura. Byma e

b referem-se as ligaduras anterior e posterior do aortico, respectivamente; e a seta aponta a
localizacdo da tela de polipropileno (ver texton B, desenho esquematico de uma ra-touro,
mostrando o posicionamento do corpo do transmisaaravidade abdominal e o cateter inserido no
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arco aortico esquerdo. ER) transmissor de telemetria utilizado no presenaigatho. A, atrio; AAE,
arco aortico esquerdo; AC, artéria carétida; ADrtaaalorsal; AF, artéria femoral; APC, artéria
pulmocutanea; CAconus arteriosusP, pulméo; R, rim; V, ventriculo.

Cinco dias apoOs implantacdes da canula guia e ausrtrissor de telemetria, os
animais foram novamente anestesiados (veja pratatima) e uma céanula de polietileno
(PE50) foi implantada na veia femoral para as @gsgem bolus dos agonistas e antagonistas
adrenérgicos. Para as medidas do fluxo sanguint@aeo regional, um sensor portando um
sistema a laser Doppler (MSP100XP Standard Surfrobe, ADInstruments Sidney,
Australia) foi suturado na pele da regido pélviaa ahimal. Apos estes procedimentos
cirirgicos, 0s animais receberam novamente pradilaom antibidtico e analgésico (veja

doses acima).

3.4 Microinjecao

As microinjegOes foram realizadas em rés néo asiades utilizando-se uma seringa
Hamilton de 5uL e uma agulha dental de injecéo £¥i200 uL de diametro externo),
conectadas por uma canula de polietileno, PE-10rdifijecées com volume de 1uL foram
realizadas utilizando-se um aparelho de microigggdodelo 310, Stoelting CO., IL, EUA)
por um intervalo de 40 segundos, sendo a agulhavidenda canula somente apds o final do
experimento (cerca de 30 minutos) para se evitdunbacdes ao animal e interferéncias nos
registros de presséao arterial pulsatil.

Ao final de todos os protocolos foi injetado 1pd sblucdo 1% de Azul de Evans para
se confirmar o espalhamento do corante pelo sistené&icular e tecido periventricular.
Logo apds os animais foram eutanasiados em solagéstésica de MS-222 por tempo

suficiente para eutanasia (aproximadamente 40 pshut

3.5 Medidas da temperatura corporal (T,), pressédo arterial (PA) e

frequéncia cardiaca (FC)
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A PAP e a Tc do animal foram monitoradas continugmeo longo de todo o
protocolo experimental por meio do sistema de tetem (Figura 3). O sensor interno do
transmissor implantado na cavidade abdominal dma@ndetecta, amplifica e transmite os
dados para um aparelho receptor (Telemetry Resé&wchiver, Auckland, Nova Zelandia)
devidamente ajustado ao canal do transmissor. $isé foi captado por um sistema de
aquisicdo e andlise de dados (PowerLab Sys#eEINSTRUMENTS®/Chart Software,
version 7.3, Sidney, Australia), por meio de umtema de software de programacéo
(ADINSTRUMENTS® Scheduler Pod, Sydney, Australia) compativel cemlguer sistema
de aquisicdo. A FC foi determinada pela contagesnpditssos de presséao arterial e a PAM foi
calculada como: PAM = 2/3PD + 1/3PS (PD= pressastdlica; PS= presséo sistolica).

Lab ChartPro
Software

Carregado

Figura 3. Representacdo esquematicaseb upexperimental: carregamento do sensor de telemetria
aparelho receptor para o simdtelessproveniente do transmissor inserido na cavidaderamal do
animal; sistema de aquisicdo de dados cujos samais enviados para um computador contendo o
software (Lab Chart Pro) para registros em tem@d eeposterior andliseff line. Adaptado de
ADInstruments (2012).

3.6 Medidas do fluxo sanguineo cutédneo e calculo da atancia

vascular cutanea (CVC)

As alteracdes no fluxo sanguineo cutaneo forariaales em tempo real por meio de

um sensor a laser capaz de medir a velocidade desfe das células sanguineas
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(MSP100XP Standard Surface ProBd&)INSTRUMENTS®, Sidney, Australia). Tal sensor
foi fixado por suturas cirargicas a superficie pEwentral da pele do animal. A fibra optica
do probe de fluxo ilumina uma pequena area de decid qual a luz emitida € capaz de
penetrar o tecido estudado (usualmente cerca deamiimetro cubico) e uma pequena
porcentagem é refletida de volta para a fibra épticdirecéo e a taxa de fluxo sanguineo nos
capilares em um tecido causa uma alteracdo Doppaleluz refletida. As alteracbes na
frequéncia do laser sdo detectadas por um insti@meroduzindo um sinal proporcional as
mudancas de direcéo e velocidade das células saaguiA calibracdo do fluxo foi realizada
utilizando uma solucéo de esferas de latex em metionBrowniano.

Os sinais do sensor de fluxo sanguineo foram mmwits por um medidor de fluxo
sanguineo (ML191ADINSTRUMENTS®, Sidney, Austrdlia), conectado a um sistema de
aquisicdo e andlise de dados (PowerLab Sys#EINSTRUMENTS®/Chart Software,
version 7.3, Sidney, Australia). O fluxo sanguinetdneo foi obtido a partir da média dos
dados do sensor a laser, avaliados em unidadesrfisgo (UP), por um intervalo de tempo
de um minuto estavel. Estes dados foram subsequoente convertidos para valores de
Condutancia Vascular Cutanea (CVC) a partir dososlate PAM, obtidos simultaneamente
com os dados do fluxo sanguineo cutaneo: CVC = AR/POs valores de CVC foram
expressos como porcentagem do valor basal paraacaudal, e todos os valores basais foram
obtidos antes da administracdo das droga%(CVCbasal) (MINSON et. al., 2002; GREEN
et. al., 2006; SEEBACHER e FRANKLIN, 2007).

3.7 Protocolos experimentais
Todos os experimentos foram realizados com anin@sanestesiados.
3.7.1 Efeito da injecao intracerebroventricular (icv) deL-NMMA sobre a PA,aFCe 0

fluxo sanguineo cutaneo e participacdo dos receptsa e adrenérgicos periféricos em

ras-touro durante primavera/verao.

Os experimentos foram realizados compreendendoes®s mais chuvosos do ano,

entre outubro e fevereiro (primavera/verao; taldglaO inicio do protocolo experimental
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caracterizou-se pela realizacdo de medidas de sepbasal) da PAP e do fluxo sanguineo
cutaneo por aproximadamente 30 minutos, conduzfdés 48 horas do ultimo procedimento
cirdrgico. Apos esse tempo 0s animais receberagganjintravenosa (iv) de Ringer (veiculo)
e cinco minutos depaismicroinjecao intracerebroventricular (icv) de LéquAtrtificial
(veiculo), sendo transcorrido o registro de PAP ggmoximadamente 25 minutos. Ao final
desse tempo, realizou-se injecdes iv de fenilefeinsoproterenol para verificar seus efeitos
sobre a PAM, FC e CVC (Protocolo 1). Passado doefig@sses tratamentos, seguiu-se a
execucao dos outros protocolos sendo injecéo igrdeosin, sotalol ou Ringer seguidos 5
minutos depois por injecdo icv de liquor artificial L-NMMA, sendo transcorrido o registro
da PAP e do fluxo sanguineo por aproximadamentaifbtos (Figura 4). Ao final de cada
sequéncia experimental, os animais receberam nataniajecdo iv de fenilefrina ou
isoproterenol para comparar com os efeitos inicaisassim, testar a efetividade dos
respectivos antagonistas. Também foi realizado wotogolo para verificar o efeito da
injecdo iv do bloqueador ganglionar hexametonioresod acdo do L-NMMA icv. As
combinacdes das injecdes iv com as microinjecdemram:

Protocolo 1: Basal — Ringer — Liquor — Fenilefrenesoproterenol

Protocolo 2: Basal — Ringer — L-NMMA

Protocolo 3: Basal — Sotalol — Liquor ou L-NMMA seproterenol

Protocolo 4: Basal — Prazosin — Liquor ou L-NMMAenilefrina

Protocolo 5: Basal — Hexametonio — Liquor ou L-NMMA

Liquor Artificial ou Fenilefrina ou
L-NMMA Isoproterenol

| Registro Basal I | |
30 min. 5 min. ~ 25 min.

|

Ringer/ Prazosin/ Sotalol

Figura 4. Esquema dos protocolos experimentais.
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Quando realizada microinjecdo icv de L-NMMA, alizsdo de outro protocolo sé
ocorria no minimo 24 horas mais tarde, para eefito remanescente do inibidor de NOS. O
mesmo acorreu quando da injegadolusintravenosa de prazosin e de hexameténio. Desta
forma, todos os protocolos experimentais foram lewdas aproximadamente entre quatro e
seis dias e a maioria dos animais foram submetdbtsdos 0s protocolos experimentais.
Quando a completa conducdo dos experimentos ngmé$sivel em um mesmo animal, isso
aconteceu principalmente em decorréncia de pemamedl de PAP (deslocamento da canula
do arco adrtico esquerdo) ou mesmo por perda daagz#o central (perda da estrutura que
fixa a canula guia na calota craniana do animal).

As doses de todos os farmacos foram baseadas arinegptos pilotos e em estudos
anteriores com anfibios (GARGAGLIONI e BRANCO, 20@EUERRAEet al.,2008), répteis
(ALTIMIRAS et al.,, 1998 SKALS, et al., 2005; EME, et al., 2011) e mamiferos
(COLOMBARI et al., 1994; DE PAULAet al., 2000; STEINERet al., 2001). A dose de

Sotalol (antagonistgs-adrenérgico) foi obtida a partir de testes ingiasendo escolhida

aquela capaz de bloquear o efeito do isoproter@yuinistap3-adrenérgico), mas suficiente

para ndo causar reducdes significativas na FCI¢so65 mg.kg). A dose escolhida de
prazosin (antagonistal-adrenérgico) foi a maxima possivel para dissoler volume
compativel de Ringer a ser injetado no animal, céesando alteracdes significativas no
volume sanguineo (1.0 mg:Kg A dose de L-NMMA foi escolhida por ser suficierara
causar resposta hipertensora em lagartos teiuggdsb publicados do nosso laboratorio) e
em ras-touro de acordo com experimentos piloto.

A composicao ionica da solugéo Ringer em miligrafoagpH=7,8 a 25 °C): 27,4 x
10* NaCl; 15,7 x 16KCI; 35,0 CaCJ; 26,0 MgSQ; 15,9 x 16 NaHCQ; 99,0 GH1.,06. E a
composicao idnica para o liquor artificial (pH=2&5 °C): 7,8 x 1DNaCl; 3,7 x 16KCI;
2,7 x 16 CaCh; 1,57 x 106 MgSQ; 1,7 x 16 KH,POs; 2,2 x 16 NaHCQ; 1,8 x 16
CeH120e.

3.7.2 Efeito da injecéo icv de L-NMMA sobre a PA, a FC @ fluxo sanguineo cutaneo e
participacdo dos receptores: e p adrenérgicos periféricos em ras-touro durante o

inverno.
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Esses experimentos foram realizados da mesma fquaaaqueles descritos acima,
sendo os protocolos de 1 a 4 repetidos duranteerria, que compreende 0os meses mais

secos do ano, de junho a agosto (Tabela 1).

3.8 Analise estatistica dos resultados

A analise dos dados foi realizada a partir dasreliigas entre o efeito maximo dos
farmacos e os valores basais antes das injecdasRyassao Arterial MédiaA (PAM),
Frequéncia Cardiaca (FC) e Condutancia Vascular CutanaaQVC). O T-test foi aplicado
para verificar se as diferengas entre as medidasR&M, A Frequéncia Cardiaca’eCVC
foram significativamente diferentes de zero (P €50). As pressuposicdes da analise de
variancia foram atendidas (Cramer-von Mises, P<5)0® a presenca deutliers foram
testadas. Apoés isso, uma ANOVA fatorial 4x2 foiliwsda para verificar a influéncia do
efeito dos quatro tratamentos e as duas estagiesr(o e primavera/verao) solxéPAM, A
FC eA CVC (P< 0.05). Diferencas significativas entrevatores meédios foram identificadas
usando testgost hocde Tukey (P< 0.05). Um testepareado foi utilizado para acessar
diferencas significativas para o efeito dos agesigtenilefrina e isoproterenol) apds injecao
dos antagonistas (prazosin e sotalol) em relac@jfeiim isolado do agonista. Toda a anélise
estatistica foi realizada utilizando o programa SBISVI procedure (SAS®; Littelket al.,
2002). Os graficos foram feitos utilizando o GragihPrism® 5.0.



35

4 RESULTADOS

4.1 Valores hemodinamicos de repouso

Dados hemodinamicos e Tc de ras-touro durante peraéverdo e inverno estao
apresentados na Tabela 2. A PAM, a pressao ses®lec diastolica foram maiores durante o
inverno em relacdo a primaveral/verdo (Tabela Zuamo nenhuma diferenca significativa
foi observada para os dados de FC e Tc entre a&s0est Os valores absolutos de repouso de
CVC foram significativamente maiores durante o ineeem relacdo a primavera/verao
(Tabela 2).

Tabela 2: Valores de repouso de pressao sistdlica (PS)sgwediastolica (PD), pressao
arterial media (PAM), frequéncia cardiaca (FC),geratura corporal (Tc) e condutancia vascular

cutanea (CVC) de rdsthobates catesbeianuhirante a primavera/verao e o inverno.

Estacéo PS PD PAM FC Tc CvC
(mmHg)  (mmHg)  (mmHg)  (bpm) °C)

Primavera/Verdo 279+1,3 20,710 240+1,20,1+2/( 24,3+0,4 0,00259 +

(n=14) 0,0009F
Inverno 32,6+15% 256+1,2* 289+1,338,6+2,, 227+0,3 0,05265+
(n=11) 0,00728*

n: numero de animais; *diferencas significativasrefagéo aos valores de primavera/vetdedt).
n=7n=8.

4.2  Efeito do bloqueio da sintese de NO encefalico@ado ou ndo com o antagonismo
periférico de receptores adrenérgico®u S nas fun¢des cardiovasculares de ras-touro

durante primavera/verao e inverno

Na Figura 5 sao apresentados registros represarstatic PAP, PAM e FC apds
microinjecdo icv de L-NMMA mais pré-tratamento canjecdo iv de Ringer (Fig 5A),

prazosin (Fig. 5B) ou sotalol (Fig. 5C) duranterenpvera/verdo. Podemos observar que o
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tratamento com L-NMMA (Fig 5A) causou aumento navRAnas nao na FC, efeito que foi
parcialmente inibido pelo prazosin (Fig. 5B) e nsiicado pelo sotalol (Fig. 5C).
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Figura 5. Primavera/verdo:  Registros
representativos de pressdo arterial pulsatil
(PAP), pressédo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC). As setas indicam o
momento da microinjecdo icv de L-NMMA.
(A) Efeito da injecdo icv de L-NMMA (1,5
mg.kg") combinado com a injecéo iv de Ringer
5 minutos antesB( Efeito da injecdo icv de L-
NMMA (1,5 mg.kg") combinado com a injec&o
iv de prazosin (1,0 mg.Ky 5 minutos antes;
(C) Efeito da injecdo icv de L-NMMA (1,5
mg.kg") combinado com a injec&o iv de sotalol
(0,5 mg.kg') 5 minutos antes.
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Podemos observar na Figura 6 que em ambas asOestadp ano
(primavera/verao vs inverno) a microinjecao icvlddMMA causou aumento significativo
na PAM (primavera/verddh PAM +7.14 = 0.67 mmHg/ inverndA PAM +7.29 + 0.98
mmHg; p< 0,05; teste de Tukey) e diminuicdo na Clé&Cpele da regido pélvica ventral
(primavera/veraoA %CVCbasal: -59.10 + 15.77/ invernrd:%CVCbasal: -26.31 * 6,13; p<
0,05; teste de Tukey), mas nao alterou a FC (pemsdverdo:A FC: -0.82 + 1.02 bpm/
inverno: A FC +0.28 + 1,28) em comparacdo a microinjecao igiot artificial
(primavera/veraoA PAM: -0.004 £ 0.43 mmHgA %CVCbasal: -6.63 £ 6.13 FC: -0.81 +
0.41 bpm/ invernoA PAM: -0.77 + 0.35 mmHgA %CVCbasal: +27.27 £ 12.14;FC: -0.20
+ 0.71). A injecédo iv de prazosin associada a nm@eQao icv de liquor artificial ndo causou
queda significativa na PAM (primavera/verdo: -189.65 mmHg/ inverno: -0.38 + 0.55
mmHg) e na FC (primavera/verédo: +0.49 = 0.76 bpméino: -0,62 + 0,93 bpm) mas inibiu
significativamente o efeito pressorico da admiaigo icv de L-NMMA (primavera/verao:
+2.76 + 0.69 mmHg/ inverno: +3,29 + 0,54 mmHg p&50) teste de Tukey; Figura 6). Houve
diferenca significativa entre as médiasAddBAM devido ao efeito de combinacao das drogas
(p<0,05) e ndo houve diferenca significativa (P5p@as médias d& PAM e A FC entre as
estacbes. Houve diferenca significativa (P<0,0%)eeas médias d& CVC para o efeito da
combinacgdo das drogas e da estacdo (Figura 6)ahstgonistacl-adrenérgico bloqueou em
mais de 50% o efeito pressorico (primavera/verd®.23 + 1.05 vs +4.75 £ 0.79 mmHg/
inverno: +8.28 £ 1,32 vs +4,15 + 1,28 mmHg, p<&0j@ste de Tukey) e em mais de 70% o
efeito bradicardico (primavera/verao: -9.97 + 0v81-2.92 + 0.82 bpm/ inverno: -7,55 + 1,11
vs -0,57 £ 0,86 bpm, p< 0,05, teste de Tukey) dinegaal, fenilefrina, durante ambas as
estacdes analisadas (Figura 7). A fenilefrina caudminuicdo da CVC na pele da regiao
pélvica ventral do animal, ou seja, um efeito demde de uma vasoconstricdo local
(primavera/veraoA %CVCbasal: -49.98 + 4.59/ invernty;%CVCbasal: -35,56 + 7,45), mas
que néo foi significativamente atenuado pelo trataimiv com prazosin (primavera/ver@o:
%CVCbasal: -35.27 £+ 9.19/ inverno: -23,97 + 8,63guFa 7). Nao houve diferenca

significativa entre as médias dePAM, A FC eA CVC entre as distintas estacdes do ano.
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Figura 6. Efeito da microinjecéo
intracerebroventricular (icv) de L-NMMA
(1.5 mg.kg") ou liquor artificial (MCSF),
precedido pela injec&o intravenosa (iv) de
prazosin (Praz; 1,0 mg.Rp ou Ringer
(Ring) sobre a pressao arterial méda (

A PAM), a frequéncia cardiacB;(A FC)

e a condutancia vascular cutaneg; (
A%CVC) durante primavera/verdo e
inverno. A CVC é expressa como % dos
valores basais (%CVC basal). Os dados
sdo apresentados como diferenca dos
valores antes e apdés a injecdo dos
farmacos A) e expressos como média +
EPM. Em A e C as letras diferentes
representam diferencas significativas entre
os tratamentos para uma mesma estacao
(primaveral/verdo ou inverno) pelo teste de
Tukey (P< 0,05). EmC, * representa
diferenga significativa entre as estacdes
(primavera/verdo e inverno, teste de
Tukey; P<0,05).
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Figura 7. Efeito da injecéo intravenosa (iv) de fenilefrim@cedida por Ringer (veiculo) ou prazosin
sobre a pressao arterial méddg A PAM), a frequéncia cardiacB;(A FC) e a condutancia vascular
cutanea C; A %CVC basal) durante a primavera/verdo e o inved®dados sdo apresentados como
diferenca dos valores antes e apdés a injecdo domdas A) e expressos como média + EPM. As
letras diferentes representam diferencas sigrifeatentre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<

0,05).
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Na figura 8, pode-se observar que o antagoristdrenérgico sotalol associado a
microinjecao de liquor artificial ndo causou alé@es na PAM, FC e na CVC, mas acentuou
o efeito pressorico da microinjecdo icv de L-NMMgrithavera/verdoA PAM: 7,14 + 0,67
mmHg vs +11,35 + 1,11 mmHg/ invernd;PAM: +7,29 + 0,99 vs +15,5 £ 2,19 mmHg, p<
0,05; teste de Tukey) com nenhuma alteracdo sigtifia na CVC em relagdo a combinacao
entre a injecéo iv de Ringer e icv de L-NMMA, duran primavera/veraa\(%CVC basal:- -
59,10 + 15,77 vs -61,53 + 11,61) e durante o inv¢m%CVC basal: -26,31 + 6,13 vs -53,87
+ 9,34). O tratamento nao alterou a FC. Houve élifea significativa entre as médias Ale
PAM devido ao efeito de combinacgao das drogas %®& n&o houve diferenca significativa
(P>0,05) das médias d&8 PAM e A FC entre as esta¢des. Houve diferenca signifeativ
(P<0,05) entre as meédias deCVC para o efeito da combinacdo das drogas e tdgaes
(Figura 8)

A injecéo iv de sotalol inibiu quase completamentdeito taquicardico do agonigia
o isoproterenol (primavera/verad:FC: + 17,80 £ 1,57 vs + 2,05 + 0,56 bpm/ inverAd:C:
+14,75 + 2,42 vs +5,88 = 1,31; p< 0,05; p< 0,05teede Tukey; Figura 9). A injecdo iv de
isoproterenol causou aumento na CVC da pele daaggglvica ventral do animal, o qual foi
significativamente inibido pelo tratamento com &wtgprimavera/verao,A %CVCbasal:
+143,2 £ 49,37 vs -11,74 = 9,31; invermo%CVCbasal: +52,72 + 20,0 vs -6,08 + 8,50, p<
0,05, teste de Tukey; Figura 9).
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Figura 8. Efeito da microinjecédo
Primavera/verao Inverno intracerebroventricular (icv) de L-
NMMA (1,5 mg.kg") ou liquor artificial
(6) (mCSF), precedido pela injecao
intravenosa (iv) de sotalol (Sot; 0,5 mg
kg?) ou Ringer (Ring) sobre a pressdo
arterial médiaA; A PAM), a frequéncia
cardiaca B; A FC) e a condutancia
vascular cutaneaC{ A%CVC) durante
primavera/verdao e o inverno. A CVC é
expressa como % dos valores basais
(%CVC basal). Os dados séo
apresentados como diferenca dos
valores antes e ap6s a injecdo dos
farmacos 4) e expressos como média +
EPM. EmA e C as letras diferentes
101 representam diferencas significativas
entre os tratamentos para uma mesma
estacdo (primavera/verdo ou inverno)
pelo teste de Tukey (P< 0,05). Os dados

A PAM (mmHg)

£ ©) para “Ring iv + mCSF icv” and “Ring iv
) 9 (@0) + L-NMMA icv” nas duas estagdes sao
O 0s mesmos plotados na Figura 6. Em C,
L 0 * representa diferenca significativa entre
< as estacdes (primavera/ver&o e inverno,
teste de Tukey; P<0,05).
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Figura 9. Efeito da injecao intravenosa (iv) de isoprotelgmecedida por Ringer (veiculo) ou sotalol
sobre a pressao arterial méddg A PAM), a frequéncia cardiacB;(A FC) e a condutancia vascular
cutanea C; A %CVC basal) durante primavera/verdo e invernod@dos sdo apresentados como
diferenca dos valores antes e ap0ls a injecdo duomdas A) e expressos como média + EPM. As
letras diferentes representam diferengas signiasitentre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<

0,05).
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Na figura 10, pode-se observar que a injecdo ivhdrametbnio associada a
microinjecao icv de liquor artificial ndo causaralteracdes significativas na PAM PAM:
-0,61 £ 0,64 mmHg.) nem na F@ EC: +0,14 + 0,75 bpm). No entanto, o pré-tratament
com hexamet6nio bloqueou parcialmente o efeitosfres causado pela microinjecédo icv de
L-NMMA (A PAM: +9,99 + 1,29 mmHg vs +3,66 = 0,71 mmHg). Nemhdos tratamentos

causou alteracdes significativas da FC.

209
_ 157
()
E
104
E
= - B
E 5
< olse i
01 o ——
C
-5 Ringiv+ Hexiv+ Ring iv + Hex iv +
mCSFicv mCSFicv L-NMMAicv L-NMMA icv
n=7) (n=9) n=9) (n=29)
10+
T 51
o
=)
L T
S | m—
54 Ringiv+ Hexiv+ Ring iv + Hex iv +
mCSFicv mCSFicv L-NMMAicv L-NMMA icv
n=7) (n=9) (n=29) (n=29)

Figural0. Efeito da microinjec&o intracerebroventricular Jicke L-NMMA (1,5 mg.kg) ou liquor
artificial (MCSF), precedido pela injecéo intraveadiv) de hexametdnio (Hex; 25,0 mg'kgu
Ringer (Ring) sobre a pressao arterial médiaA PAM), e a frequéncia cardiadd; (A FC). Os dados
sdo apresentados como diferenca dos valores ardpésea injecdo dos farmacas) e expressos
como média + EPM. As letras diferentes represerdderencas significativas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey (P< 0,05).
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5 DISCUSAO

Os resultados apresentados no presente trabalhodéativos de que o NO atuando
no SNC apresenta um ténus inibidor da PAM de rdspandente da estacdo do ano, como
pode ser evidenciado pelo aumento da PAM, mas ad&Cd apoés inibicdo da sintese de NO
encefalico pela microinjecdo icv de L-NMMA. Essenu8 nitrérgico hipotensor parece
ocorrer pela influéncia na atividade simpatica depate de receptores alfa e beta

adrenérgicos dos vasos periféricos.

5.1 Efeito do bloqueio encefalico da NOS sobre o siateandiovascular de ras-touro

O efeito hipertensor da injecao icv de L-NMMA ens & semelhante aquele obtidos
em estudos com mamiferos (CABRERA e BOHR, 1995;NGEet al.,1996; NURMINEN,
et al.,, 1997; MATSUMURA, et al., 1998; SAKIMA, et al., 1998; KRUKOFF, 1999),
indicando que essa funcdo moduladora da PA pelemN@falico pode ser uma caracteristica
comum dos vertebrados. Baseado apenas nos predadtes ndo é possivel afirmar o local
preciso da atuacdo do NO no SNC de anfibios pdhaentiar a PAM, mas podem ser
sugeridas regides semelhantes aquelas ja desmaitasnamiferos como NTS, PVN, VLM,
SFO (KRUKOFF, 1999; CHEMt al.,2001). Obviamente isso precisa ser investigada gar
confirmar tais hipoteses.

A auséncia de resposta bradicardica reflexa qudndefeito pressoérico causado pelo
bloqueio da sintese do NO nas ras do presentelltoalevanta a questdo se o NO teria
influéncia sobre a sensibilidade barorreflexa ressg@mais. Pelo menos em mamiferos,
alguns estudos que avaliaram a funcao barorreflarante hipertensdo induzida pela inibicao
periférica da NOS, mostraram alguns resultadosrgivges quanto & agdo do NO sobre a
funcdo barorreflexa (SOUZAet al., 2001). Injecao intraperitoneal de L-NNA (bloqueado
nao seletivo de NOS) e 7-NI (bloqueador seletivdl@sn) reduziu significantemente o platd
inferior da curva barorreflexa FC/PAM (acentuou eadicardia reflexa) em coelhos
anestesiados e ndo anestesiados, indicando umatad@esensibilidade barorreflexa durante
o bloqueio da NOS (LIUet al., 1996; MURAKAMI, et al., 1998). Resultado semelhante foi
observado em camundongos tratados cronicamenteLddAME (PEOTTA, et al., 2001).
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No entanto, em outros estudos foi mostrada dim@iwuida sensibilidade barorreflexa pelo
NO, o que foi evidenciado pelo aumento da atividsidgpatica associada a diminuicdo da
sensibilidade barorreflexa causada pelo L-NAME (QR, et al., 1999; SOUZA,et al.,
2001; SOUZA, et al., 2009) Camundongos knockout para NOSnh (nN®Spresentam
atenuacao da bradicardia reflexa quando da injelgidenilefrina em comparagdo com
camundongos do tipo selvagem (CARVALHE, al., 2006). Adicionalmente, verificou-se
gue o sistema de sinalizacdo NOS-cGMP esta assoctad areas cardiacas vagais no bulbo
ventrolateral de ratos atuando na funcao baromfleontribuindo assim com a intensificacéo
do ténus vagal cardiaco (FLETCHER, al., 2006). Nos anfibios, pouco se sabe sobre o
controle central da fungcéo barorreflexa. Sabe-geajtesposta reflexa taquicérdica causada
pela administracdo de nitroprussiato de sodio guatia apos lesao eletrolitica bilateral das
por¢cdes caudal e comissural do NTS do s&tonella schineideri sugerindo que as
aferéncias dos barorreceptores convergem para o(BIBBICHI-DA-SILVA, et al.,2000).
Tais aferéncias emergem de populagbes de baroteesplocalizados nas artérias
pulmocutaneas, no labirinto carotideo e no arcocadfMILLARD e MOALLI, 1980; ISHII,

et al., 1985; VAN VLIET e WEST, 1987a,b; BIANCHI-DA-SILVA,et al., 2000;
KUSAKABE, 2002).

As respostas pressoricas a infusdo de L-NMMA ndriero lateral da ra-touro foram
acompanhadas algumas vezes por comportamento &xjplordo animal dentro da camara
experimental. A mesma alteragcdo comportamental éamdb observada em lagartos teill apos
injecdo icv de L-NMMA (dados nao publicados do molsdoratorio). Também em ratos, foi
verificada ativacdo do reflexo dgrooming apos a administracdo de L-NAME no nucleo
paraventricular (PVN; CRUZ e MACHADO, 2009). No anto, Cruz e Machado (2009)
descartaram a possibilidade de influéncia de ésigastas comportamentais sobre as variaveis
hemodinamicas avaliadas, pois as respostas prass®riaquicardica observadas por tais
autores foram as mesmas observadas em estudosadealiem animais anestesiados
(ZHANG et al.,1997; ZHANG e PATEL, 1998). Em relacéo ao presénatiealho, a resposta
pressorica ao bloqueio da sintese de NO encefékropre ocorreu antes do inicio do
comportamento exploratorio do animal, quando adorrDe qualquer forma, essa alteracdo
comportamental, mesmo ap0s a alteracdo da PA,idalpelo L-NMMA parece indicar uma
acao do NO em regifes envolvidas com controleidielatie motora somatica.
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5.2 Efeito do bloqueio encefalico da NOS associado ea@antagonismo periférico de

adrenorreceptores:1 sobre o sistema cardiovascular de ras-touro

No presente estudo, a injecdo periférica de antsigode receptoresl adrenérgicos
combinado com o bloqueio central da producdo dead@uou a resposta pressorica das ras
significativamente, mas ndo a bloqueou completagdfin nenhum dos tratamentos houve
alteracéo da FC.

Em anfibios, os vasos sanguineos apresentam @imeapte receptores alfa
adrenérgicos, cuja estimulagdo causa vasoconsteigdinsequentemente aumento de PAM
(KIMMEL, 1992; BIANCHI-DA-SILVA, et al., 2000), sendo a adrenalina o
neurotransmissor liberado pelas terminacdes nesvasampaticas e a noradrenalina a
catecolamina circulante, ao contrario do que érobde nos mamiferos (AZUMA, et. al.,
1965). Erlij e colaboradores (1965) demonstraram gestimulacéo de receptores alfa nos
vasos sanguineos de rds segue a seguinte ordemotdaciplizacdo: adrenalina >
noradrenalina > fenilefrina > metoxamina. Tantoeadfina, noradrenalina e fenilefrina s&o
capazes de causar aumento da PAM por meio da ésti#oude receptores alfa adrenérgicos
em anfibios (ERLIJet al.,1965; KIRBY e BURNSTOCK, 1969; LILLO, 1979; HERMABI
SANDOVAL, 1983). No presente trabalho, o uso dailéémna como agonista alfa-1
adrenérgico confirmou o efeito vasoconstrictor emitiado pelo aumento da PAM e queda na
CVC, acompanhada de uma bradicardia reflexa, assimo foi verificado em outros estudos
(HERMAM e MATA, 1985; HERMAN e SANDOVAL, 1983). Encontraste, Bianchi-da-
Silva e colaboradores (2000) observaram aumeniAh de maneira dose dependente com
infusdo intravenosa de fenilefrina em sapo cursam correspondente efeito bradicardico
reflexo em doses mais elevadas. Estes resultadmsesn efeito cronotropico e inotrépico
positivo da fenilefrina sobre os receptores betdiaaos desses animais, assim como ja foi
evidenciado em estudos com coracgéao isolado deERsIY, et al., 1965; STANE-LARSEN,
1981.

O efeito sobre a PAM da fenilefrina associado aopdazosin foi semelhante aos
obtidos por Herman e Sandoval (1983) em ra toustesEautores usaram a fentolamina, um
bloqueador de adrenorreceptores alfa ndo selefiaoto prazosin (Figura 7) quanto a
fentolamina (Herman e Sandoval, 1983) bloqueararuigmente (em pelo menos 50%) o
aumento da PAM causada pela injecdo de fenilefenadrenalina, respectivamente. A

resposta reflexa bradicardica induzida delailefrina (Figura 7) também foi atenuada pelo
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prazosin, mas o0s resultados em relagdo ao blogoeivio com fentolamina sobre a
bradicardia reflexa induzida pela fenilefrina néorélatado por Herman e Sandoval (1983).

A inibicdo parcial da resposta pressora a femilafpode indicar auséncia de bloqueio
total dos receptores alfa-1 adrenérgicos na dogead®sin utilizada (1,0 mg.KY, visto que
West e colaboradores (1998) obtiveram inibicdo guaisl da resposta pressora induzida pela
fenilefrina, utilizando bloqueio periférico préwiom fentolamina em uma dose bem alta (5,0
mg.KgY). O mesmo ndo foi verificado por Herman e Sanddqi&i83), cuja dose de
fentolamina utilizada foi de 2,0 mg-kgNo presente trabalho nao foi possivel a utilipagé
doses mais altas de prazosin devido a dificuldatseal farmaco em dissolver em solugéo
salina (nesse caso, Ringer). Uma alternativa pad@rpaumentar a dose do prazosin seria
dissolvé-lo em metanol, mas o metanol por si s@zndasodilatacdo (Llet al., 1998).
Adicionalmente, como ja mencionado acima, exigtessibilidade de que a resposta pressora
remanescente da fenilefrina ap6s o blogueio comopm seja atribuida aos seus efeitos
inotrépico e cronotrépico positivos via ativacdosdoeceptores beta adrenérgicos da
musculatura cardiaca (MORALR2t al., 1981; STANE-LARSEN, 1981). Observou-se em
preparacao isolada do atrio de ra tratada comefeinid e epinina (agonista de receptores alfa
e beta adrenérgicos, respectivamente) efeitosoipiots e cronotropico positivos, ndo sendo
blogueados pelo tratamento prévio com fentolamimas sim pela administracdo de
propranolol, antagonista beta adrenérgico (SOUSERRAKOTONIRINA, 1981; ASK,
1983). Também foi verificada a presenca de receptalfa 1 e alfa 2 no coracéo de anfibios
(HERMAN, et al., 1996; AGGELI,et al., 2002), sendo os alfa 1 funcionais e acoplados a
hidrélise do fosfoinositol, 0 que sugere que essesptores podem participar da sinalizacao
de eventos que determinam a fisiologia cardiacaGBQ, et al., 2002; LAZOU, et al.,
2002). O primeiro trabalho a caracterizar a preseiecadrenorreceptores alfa 1 no coracao de
vertebrados basais mostrou que a afinidade dessegtores pelo prazosin é duas ordens de
magnitude menor no coragdo de rd do que no de m@®wi{LAZOU, et al., 2002), mas
nenhuma informacédo a respeito dessa afinidade asxss\sanguineos foi relatada para esses
animais. Assim, o aumento da PAM causada pela astnaigdo iv de fenilefrina observada
apos pré-tratamento iv com o antagonista alfa &dgeo, prazosin, pode ser decorrente de
sua atuacgdo sobre receptores alfa e beta da mwsaidardiaca.

Foi observada redu¢do na condutancia vascularea@pos injecdo de fenilefrina, no
entanto o bloqueio com prazosin ndo causou ateaudedsa queda de CVC. O método
utilizado no presente trabalho leva em consideragda pequena area de superficie cutanea

para quantificacdo das alteracdes de fluxo sangudeta metodologia Doppler. Isso néo
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exclui possiveis alteracdes de fluxo sanguineo agidlequeio com prazosin em outros leitos
vasculares, como vasos de grande calibre, o que po@leram ser mensurados pela
metodologia utilizada.

A éarea de estudo para as alteracdes de fluxo demtestrabalho foi a regidao pélvica
ventral (conhecida como seat pach skin). No entamtpele da regido dorsal da ra touro
parece receber grande quantidade do suprimentouis@og proveniente da artéria
pulmocutanea, o que caracterizaria esta area derfgu@ como predominantemente
respiratoria, ja que os anfibios apresentam aqmate 0rgdo de trocas gasosas significativa
(MOALLI, et al 1980; BURGGREN e MOALLI, 1984). Portanto, pareeestir uma
alteracdo na perfusdo sanguinea da ra touro quepdsta ao ar, que poderia reduzir a perda
de agua evaporativa (BURGGREN e MOALLI, 1984), uesposta possivelmente enddégena
e responsavel por caracterizar elevados valore®AM observados durante o inverno,
mesmo mantendo-se 0 animal a mesma temperaturap ¢dnfoi relatado (ROCHA;
BRANCO, 1998; BICEGO-NAHAS; BRANCO, 1999). Distudsi acido-base parecem ser
bem tolerados pelos anfibios, pois a acidose hapeica (elevada PaGPDpode ser uma
consequéncia natural durante o inverno (BOUTILIER,al, 1979; ROCHA; BRANCO,
1998; BICEGO-NAHAS; BRANCO, 1999). No entanto, Moa colaboradores (1980)
relataram a possivel existéncia de perfusdo saggu@ygional da pele da ra touro, que tem
contribuicdo da circulagao sistémica e pulmocutamea mecanismo dependente de um
controle autonémico (WANGet al., 1999). Possivelmente, o controle da perfusdo saagui
da pele da regido pélvica ventral de anfibios teandg influéncia neurgp e nédoa
adrenérgica, ja que sapos submetidos a privacagute quando colocados em contato com a
mesma novamente apresentam rapido aumento na erfaguinea na regido pélvica
(VIBORG e ROSENKINDE, 2004; VIBORG e HILLYARD, 200%¥IBORG, et al., 2006).
Este aumento de fluxo e consequente absorcdo @defagm mimetizados por injecbes do
agonista beta adrenérgico, isoproterenol e tambémqubados com antagonista beta
adrenérgico, propranolol, indicando a ocorrénciaude mecanismo neural para o controle
beta adrenérgico (VIBORG e ROSENKINDE, 2004). Assos elevados valores de CVC
durante o inverno pode ser uma resposta caraatart regido pélvica da pele do animal
para viabilizar a absor¢do de &gua. Simultaneam@oide existir um aumento da
vasoconstricdo das regides dorsal e lateral dg psjgdes cujo suprimento sanguineo da

artéria pulmocutanea é maior (BURGGREN e MOALLIB49 mas que néo foram avaliados
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no presente estudo. O mecanismo neural beta agreméssociado a atuacdo do NO no SNC
sera discutido com maiores detalhes posteriormente.

O efeito pressoérico observado apds bloqueio daesd#ntle NO encefalico parece
ocorrer parcialmente como resultado do aumento tovédade nervosa simpatica para a
vasculatura, sendo que, a resposta pressora rereate®p0os blogueio com prazosin pode
indicar participacdo hormonal. Isso é corroboradga pinibicdo também parcial pelo
hexametbnio, um bloqueador ganglionar, do efeiezsor do L-NMMA. Desta forma, o NO
encefalico poderia modular duas vias de sinalizagiioa enddcrina e outra nervosa
simpatica, para exercer seu efeito sobre a PA dihi@m Pelo menos em mamiferos, tal
hip6tese parece ser confirmada. Ha dados sugegnel@ resposta pressora a infusées icv de
L-NAME em ratos € mediada pela combinacdo da atdednervosa simpatica e de efeitos
humorais, tal como o0 sistema renina-angiotensinsto vque a resposta pressora tardia
observada apds o bloqueio da NOS central foi iailpidr um antagonista de receptores para
angiotensina Il (MORIGUCHIet al.,1998). Ainda em mamiferos, foi demonstrada a dmac
do NO como inibidor central da producéo de argiviasopressina (AVP), mantendo assim a
PAM nos valores basais (LILgt al., 1998). Em relacdo aos anfibios, existe uma alta
densidade de fibras vasotocinérgicas (VOSSEL-DAED{Net al., 1981; MATHIESON,
1996) e um denso acumulo de RNAm para receptorasgiténa vasotocina (AVT: hormonio
homologo e analogo a AVP de mamiferos) em variasdds, incluido o SNC, mais
especificamente areas hipotalamicas (KOHN#D,al., 2003; ACHARJEE,et al., 2004;
HASUNUMA, et al.,2007). Injecdo icv de AVT em ras da espédiga japonicafoi capaz
de ativar mecanismos celulares via receptores ViieeV2 no SNC, e consequentemente
estimular respostas de absorcdo de agua e ganfesdéMAEJIMA et al.,2008). Quanto ao
sistema renina-angiotensina periférico em anfibeste desempenha uma importante funcéo
em respostas iniciais a hipotensdo em anuros epgde estar relacionada a situacdes de
hemorragia ou desidratacdo (WE®T al., 1998). Aléem disso, ANG-Il teria uma importante
funcdo no SNC capaz de estimular o comportamentesjgosta de absor¢cdo de 4gua em
sapos da espéci8caphiopus couchiPROPPER e JOHNSON, 1994; PROPPERAI.,
1995). Assim, o bloqueio da NOS encefélica no preseestudo também poderia estar
envolvido na producéo e liberacdo de AVT, bem camomediacdo do sistema renina-
angiotensina no SNC, visto que a injecdo de L-NMMArealizada no ventriculo lateral e,
sendo observado seu espalhamento por todo o sistmvécular encefalico, inclusive areas

hipotalamicas.
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5.3 Efeito do bloqueio encefalico da NOS associado adroqueio periférico de

adrenorreceptores’ sobre o sistema cardiovascular de ras-touro

O bloqueio central da NOS combinado com o antagumigeriférico dos receptores
beta adrenérgicos acentuou significativamente ibogbeessor do bloqueio da sintese de NO.
O aumento significativo de fluxo vascular cutdngmdsa injecdo iv do agonista beta
adrenérgico (Fig. 9) indica acdo vasodilatadordaite receptores em ras. Essa acao parece
estar envolvida principalmente no controle da af@wie agua, visto que a infusdo de um
antagonista beta foi demonstrada causar quedarisfe sanguinea de sapos (VIBORG e
ROSENKINDE, 2004; VIBORG e HILLYARD, 2005; VIBORGet al.,, 2006). Em
contrapartida, Malvin e Riedel (1990) encontraram pequeno aumento na perfusao
sanguinea apos infusdo de agonista beta em ra{our0%), o qual foi antagonizado pelo
propranolol. E importante ressaltar que estes esitotilizaram preparacdes isoladas da pele
lateral e dorsal do anfibio, e que estuhogivo mostram que a regido pélvica desses animais
€ muito importante na regulacdo osmética cutanegersido uma regulagédo neural de curto
prazo (VIBORG,et al., 2006; VIBORG e ROSENKINDE, 2004; VIBORG e HILLYARD
2005). Outros estudos sugerem inexisténcia de Watogio mediada por receptores beta
adrenérgicosn vivo, até mesmo em doses muito acima das utilizadagresente estudo
(ERLIJ, et al., 1965; HERMAN e SANDOVAL, 1983). Porém, estes estidao realizaram
uma comparacao entre as alteracdes de pressaaasymdo bloqueio versus a estimulacao
beta adrenérgica e ndo apresentavam dados de CW@suo de perfusdo sanguinea relativa
durante a estimulac&o ou o bloqueio beta adrerérgic

Estudos anteriores mostraram que a vasodilatacdediada pelos beta
adrenorreceptores pode ter um componente dependenendotélio em varias espécies
(Revisado por Xuet al.,2000). Xu e colaboradores (2000) mostraram queim@lacio beta
adrenérgica, via elevagcdo da concentracdo de ABIRG;ié responsavel por ativar o sistema
L-arginina/NO na artéria femoral de coelhos, e qugeracdo de NO contribui de forma
importante com as alteracées no ténus vasculazidds por agentes que modulam os beta
adrenorreceptores. Estudos recentes mostram quedacgo de NO em vasos de grande
calibre como as artérias sistémicas e pulmonaremesmo as artérias de resisténcia

mesentéricas em anfibios, é mediada por nervo®rgitos ao invés do endotélio
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(BROUGHTON e DONALD, 2002; 2005; JENNINGS e DONALRQO8; JENNINGS e
DONALD, 2010). Assim, o maior aumento na PAM apdbloqueio da sintese de NO
encefalico e do antagonismo dos receptores betné&djicos periféricos em ambas as
estacdes (Figura 8) parece indicar aumento da mEssampatica para 0s vasos, com acao
vasoconstritora (via receptores alfa), associaihib&zdo da ocorréncia de uma compensagao
vasodilatadora (via receptores beta). Essa comg@&nseasodilatadora estaria ocorrendo
durante o bloqueio encefalico de NO sozinho, oiguediria um grande aumento na PAM.

O beta agonista isoproterenol aumentou a FC em samabaestacbes avaliadas no
presente trabalho, assim como também foi verifiomtooutros trabalhoi® vivo e in vitro
com anfibios (HERMAN e SANDOVAL, 1983; HERMAN e MAS, 1985). Em relacdo ao
antagonista beta adrenérgico, sotalol, a dosead#i nos experimentos (0,5 mg-kgndo foi
suficiente para induzir queda significativa da BG,contrario do observado com a utilizagéo
do beta antagonista propranolol na dose de 5,0gfgér Herman e Sandoval (1983). Testes
iniciais com uma dose de 3,0 mg’kde sotalol causaram quedas evidentes na FC (dados
apresentados), mas a dose utilizada foi escollodagr suficiente para causar bloqueio do
efeito do agonista, o isoproterenol (10 ugkBigura 9). Outros autores, também utilizando
sotalol, verificaram a existéncia de um toénus tkedeenérgico ativo sobre o coracdo de
anfibios ja nas primeiras 22 horas ap6s os primdiadimentos cardiacos (2—3 dias apos a
fertilizacdo) (JACOBSSON e FRITSCHE, 1999).

5.4 Variacdo sazonal das variaveis cardiovascularesé&d®uro

E importante ressaltar que os anfibios apresentamalta dependéncia das condicdes
ambientais, principalmente aquelas relacionadasnidagle e temperatura, para a manutencao
das suas atividades metabdlicas. Desta forma, snefjpécies sofrem alteracbes sazonais de
varios parametros fisioldgicos, incluindo os cavdirulares (PINDERt al., 1992; GLASS
et al., 1997; ROCHA; BRANCO, 1998; BICEGO-NAHAS; BRANCO999; BICEGO-
NAHAS et. al., 2001). Os resultados das variavaisliovasculares de repouso do presente
trabalho (Tabela 2) corroboram dados de estudasiar@s no mesmo animal. A ra-touro,
mesmo mantida a mesma temperatura ambiente a@esamcdo sazonal da PAM, com

valores maiores durante o inverno em relacdo a@owvera primavera, sem diferencas na FC



53

(ROCHA; BRANCO, 1998; BICEGO-NAHAS; BRANCO, 1999)Essas diferencas,
associadas ao fato de que a ra-touro apresentadaléaC@durante o inverno (ROCHA;
BRANCO, 1998; BICEGO-NAHAS; BRANCO, 1999), sido ssijas de um aumento na
vasoconstricao periférica. Com o presente estuddaigpossivel confirmar tal hipotese, pois
observamos maiores valores absolutos de CVC duantererno, ou seja, uma elevada
vasodilatacdo, em relacdo a primavera/verdo (tabela/ale destacar novamente que as
medidas de CVC foram realizadas em uma pequend@aix pele da regido pélvica ventral
do animal, o que nédo descarta alteracfes diferdetéaxo em outros leitos vasculares.

A maioria dos anfibios ndo ingere agua oralmentejnaés disso, absorve agua
osmoticamente através da regido posteroventraheitee vascularizada da pele, chamada
“seat patch skin”, ajustando sua postura sobre lwstsaio Umido, um comportamento
conhecido como ‘“resposta de absorcdo de agua’séewipor HILLYARD, et al 1998).
Desta maneira, os elevados valores de CVC que gaours durante o inverno na regiao
pélvica das rds, sdo instigantes, pois coincidem aoestacdo do ano caracterizada pelas
menores umidade relativa e precipitacdo pluvidbefim 1), mesmo que no laboratério o
animal estivesse sempre com livre acesso a aggan&e Viborg e Rosenkilde (2004) existe
um controle neural vasodilatador sobre os receptbeta adrenérgicos da regido pélvica
ventral de sapos. Nas rds do presente estudo, @ @®IC na regido pélvica durante o
inverno poderia explicar o menor efeito do agonistta, isoproterenol, em aumentar ainda
mais a CVC de um leito ja vasodilatado, comparamho primavera/verao (Figura 9).

Os dados do presente trabalho indicam que o NQupiaal no SNC parece ter papel
importante na manutencdo da pressao arterial equdacdo do tbnus ndo apenas constrictor,
mas também dilatador da vascularizacdo cutanedp diigndamental para trocas gasosas,
ibnicas e consequentemente de fluidos pelos asfiiBWRGGREN e MOALLI, 1984;
EHRENFELD e KLEIN, 1997; BURGGREN e VITALIS, 2005).

6 CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo podehexar as seguintes conclusdes:
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1) O NO atuando no sistema nervoso central de ras-foarece ser importante na
manutencdo da PA, independente da estacdo do enmibicdo, pelo menos
parcial, da atividade simpatica vasoconstritora.

2) O efeito simpatoinibidor do NO no SNC parece sediato por receptores alfa-
adrenérgicos periféricos vasoconstritores.

3) O tbnus hipotensor do NO no SNC parece ser modufemtoreceptores beta

adrenérgicos periféricos vasodilatadores.
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