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RESUMO

A manutencdo da estabilidade da pressdo arterial é essencial para a
homeostase cardiovascular. Flutuacfes excessivas podem causar problemas
deletérios, como danos vasculares ou reducdo da perfusdo tecidual. Portanto,
uma série de mecanismos trabalham no ajuste fino desta varidvel, como o
barorreflexo, que influencia a presséo arterial através de ajustes vasculares e
alteracbes da funcdo cardiaca. Os sistemas adrenérgico e colinérgico
provavelmente modulam o sistema vascular. Estes mecanismos sdo mal
compreendidos nos anfibios e sdo potencialmente relevantes, uma vez que
estes animais estdo sob a influéncia da gravidade e estdo sob estresse hidrico
potencial. Tais fatores podem alterar o volume vascular ou afetar a
hemodinamica com efeito consideravel sobre o sistema cardiovascular. Portanto,
avaliamos a relevancia da modulacdo autondémica do sistema vascular em ras-
touro, Lithobates catesbeianus. O presente trabalho traz algumas novas
informacBes sobre a modulacdo vascular neste grupo. Observamos que o
controle adrenérgico tem relativa relevancia para os ajustes vasculares. Apesar
de ser preponderante no circuito sistémico, a regulacdo adrenérgica ndo é a
Unica responséavel pelo controle da MAP. Durante a hipovolemia, o bloqueio
adrenérgico duplo (inativacdo dos ajustes vasculares e simpaticos cardiacos)
nao afetou os parametros vasculares avaliados. Além disso, observamos que o
controle colinérgico estd presente e tem maior relevancia na vasculatura

pulmonar.

Palavras-chave: Modulagédo autonémica. Hipovolemia. Lithobates catesbeianus



ABSTRACT

Maintaining blood pressure stability is essential for cardiovascular homeostasis.
Excessive fluctuations may cause deleterious problems such as vascular
damage or reduction in tissue perfusion. Therefore, a series of mechanisms work
on the fine adjustment of this variable, such as the baroreflex, which influences
blood pressure through vascular adjustments and cardiac function alterations.
The adrenergic and cholinergic systems likely modulate the vascular system.
These mechanisms are poorly understood in amphibians, and they are potentially
relevant since these animals are under the influence of gravity and are under
potential hydric stress. Such factors can change vascular volume or affect
hemodynamics with considerable effect on the cardiovascular system. Therefore,
we evaluated the relevance of autonomic modulation of the vascular system in
bullfrogs, Lithobates catesbeianus. The present work brings some new
information about vascular modulation in this group. We observed that the
adrenergic control has relative relevance for vascular adjustments. Despite being
preponderant in the systemic circuit, adrenergic regulation is not the only
responsible for MAP control. During hypovolemia, dual adrenergic blockade
(inactivating vascular and cardiac sympathetic adjustments) did not affect the
vascular parameters evaluated. Furthermore, we observed that cholinergic

control is present and has higher relevance in the pulmonary vasculature.

Key-words: Autonomic modulation. Hypovolemia. Lithobates catesbeianus.
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1 INTRODUCAO

A pressdo arterial € o resultado da combinagdo de alguns fatores
complexos. A secao arterial esta em constante enchimento a taxa proporcionada
do débito cardiaco e em constante esvaziamento a taxas proporcionadas pela
resisténcia periférica. Além disso, este compartimento pode ter seu volume
alterado por contracdes do musculo liso vascular. Todos estes fatores estdo sob
modulacdo do sistema nervoso autonémico (SNA) (HOLT et al., 1946). Diversos
fatores podem causar flutuacdes momentaneas de pressdo arterial (PA) de

forma que este parametro deve estar sob continuo monitoramento e ajuste.

A manutencdo da PA em niveis adequados a homeostasia de cada
espécie é fundamental. Eventos de pressédo arterial baixa podem causar reducéo
da perfusdo de sangue em oOrgaos e tecidos e podem causar choque
(WEHRWEIN; JOYNER, 2013). Eventos com elevagdo de PA podem também
causar problemas, como danos mecanicos no préprio sistema vascular e
também em o6rgdos além de hiperfiltracdo em alguns leitos capilares. A
gravidade deste problema pode ser ilustrada com casos de acidente vascular
cerebral (WEHRWEIN; JOYNER, 2013).

Um dos mecanismos importantes no controle imediato da presséao arterial
é o sistema barorreflexo. Neste mecanismo, o monitoramento da PA é realizado
por baroceptores transmurais fasicos, localizados em vasos centrais. As
mudancas de tensdo na parede vascular afetam os disparos aferentes ao longo
dos ciclos de bombeamento cardiaco (BAGSHAW, 1985; COWLEY, 1992). Esse
mecanismo parece ser bem conservado nos vertebrados e foi observado em
representantes de todos os grupos: peixes (SANDBLOM; AXELSSON, 2005),
anfibios (MILLARD; MOALLI, 1980), répteis (FILOGONIO et al., 2019), aves
(SMITH, 1994) e mamiferos (COLEMAN, 1980).

Dependendo de quais receptores sdo acionados, ocorrem diferentes
respostas, como por exemplo, 0s receptores atriais quando acionados causam
aumento da atividade simpatica no no sinoatrial, o que leva a um aumento de

frequéncia cardiaca (HAINSWORTH, 2014). Esse papel do sistema nervoso
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autonémico sobre o coracdo € responsavel pelo controle da pressao arterial de
curto prazo (GUYENET, 2006). Os sensores localizados nos grandes vasos
captam alteracdes de pressdo arterial média (PAM) e enviam sinais neurais
aferentes que apos serem processados pelo sistema nervoso central, causam
mudancas nas respostas eferentes simpaticas e parassimpaticas ao coracao e
vasos sanguineos, havendo assim, o controle de PAM (WEHRWEIN; JOYNER,
2013). Além disto, ha modulacdo em multiplos pontos do sistema vascular
alterando o fluxo sanguineo em redes capilares durante o ciclo cardiaco. Desta
forma, durante as elevacbes de pressdo, hd aumento da atividade dos
barorreceptores, causando relaxamento das artérias. Na reducdo de PA, ha
diminuicdo dos disparos dos barorreceptores, causando aumento na contracao
das artérias (MANDOKI et al., 2013). Um dos mecanismos para esta acdo é bem
descrito em mamiferos e envolve a presenca de receptores adrenérgicos nos
vasos. Estes seriam os responsaveis por ligar as flutuagdes de pressao arterial
as modificaces do tdnus vascular (BEVAN; LAHER, 1991). Assim, a inervacao
vascular é essencial para a regulacéo rapida da PA.

Os padrdes de inervacao vascular variam entre grupos de vertebrados.
Contudo, de forma geral, a inervacdo adrenérgica exerce controle proeminente
sobre a vasculatura se comparada a inervacdo colinérgica. Além deste aspecto
geral, h4 um aparente aumento da relevancia adrenérgica para as modulacdes
autonémicas nos grupos mais recentes de vertebrados, incluindo a modulacéo
auton6émica para o controle cardiovascular (TAYLOR; JORDAN; COOTE, 1999).

Infelizmente, h& muito menos informagbes sobre a modulagcéo
autondmica vascular em outros grupos vertebrados. Em anfibios, parece haver
padréo similar aos mamiferos, em relacdo a relevancia simpatica neste controle.
Em Rhinela marina, foi descrito que todas as principais artérias possuem
axonios adrenérgicos (MORRIS et al., 1986); todos os vasos pré-glomerulares,
incluindo a aorta dorsal, possuem inervacdo adrenérgica (MORRIS; GIBBINS,
1983). Além disso, a artéria pulmonar também possui fibras nervosas
adrenérgicas (HALLER; ROGERS, 1978). Contudo, ha o relato de que o
musculo vascular pulmonar de anuros seria inervado tanto por fibras
adrenérgicas quanto colinérgicas (CAMPBELL, 1971).

Na salamandra Ambystoma tigrinun, foi observado a presenca de
inervacdo adrenérgica nos vasos branquiais e em pequena escala na aorta
dorsal (MALVIN; DAIL, 1986). Okamoto e Tagawa (1990) investigaram a
presenca de inervagdo adrenérgica em Lithobates catesbeianus, Xenopus laevis,
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Pelophylax nigromaculatus e Bufo japonicus e indicam que a veia porta hepética
desses anfibios tem uma pequena quantidade de plexos de nervos colinérgicos.
A veia gastrointestinal € inervada de maneira moderada em L. catesbeiana e,
por fim, nenhuma fibra colinérgica foi encontrada na veia pré-abdominal de X.
laevis e B. japonicus.

As informagbes sobre este grupo sao fundamentais para qualquer
discusséo acerca da evolugdo dos padrdes de inervagdo vascular e sua
relevancia hemodinamica em vertebrados. Este grupo foi o primeiro a
estabelecer habitos de uso do ambiente terrestre por longo tempo. Ou seja, foi 0
primeiro a submeter-se as demandas hemodindmicas causadas pela acdo da
gravidade sobre os fluidos. Um dos principais desafios para a manutencdo da
hemodinamica vascular é a forca da gravidade, que tem um efeito consideravel
nos animais terrestres. Nestes animais a gravidade ndo € compensada pelo
empuxo da coluna d’agua (LILLYWHITE, 1996) e assim, a modulacdo de
mudancas rapidas de pressdo sanguinea é fundamental para a homeostasia.
Todos o0s animais terrestres estdo sujeitos aos desafios hemodinamicos causado
pela gravidade, como mudancas rapidas de retorno venoso, de pressao arterial,
de perfusdo sanguinea e variacbes no débito cardiaco (LILLYWHITE, 1996;
ARMELIN et al.,, 2014). Portanto, essa instabilidade hemodinamica requer um
monitoramento constante e compensacdo de modulacdo autondémica
(LILLYWHITE, 1996). Neste contexto, a modulacdo autonémica do sistema
vascular tem um papel de grande relevancia na manutencdo da homeostase da
pressao sanguinea ajustando constantemente o ténus vascular de acordo com
as flutuacdes de pressao e fluxo (BEVAN; LAHER, 1991). A manutencédo do
gradiente de presséao é indispensavel para garantir um fluxo sanguineo contra as
dificuldades hemodindmicas em animais terrestres e assim, gradientes maiores
seriam necessarios para contrapor desafios hemodindmicos maiores
(LILLYWHITE, 1996). Este aspecto poderia ser observado em alguns grupos de
répteis. Espécies de serpentes aquaticas apresentam uma pressao sanguinea
arterial menor do que os animais terrestres (SEYMOUR; LILLYWHITE, 1976).
Para estes autores, maiores variacbes hemodindmicas no ambiente terrestre
remeteriam a necessidade de manutencdo de gradiente de pressdo maior e
assim, os ajustes de pressdo sofreriam influéncia do habito das espécies
animais.

Outro fator importante na homeostase do sistema vascular é a

manutencao do balanco hidrico. Alterac6es de volume total nos compartimentos
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corpOreos podem causar alguns problemas que o sistema cardiovascular deve
confrontar, como as alteraces de volemia, de osmolaridade e de viscosidade
(HILLMAN; WITHERS, 1988; HILLMAN, 1978; SHOEMAKER, 1964). Hillman
(1978) avaliou os efeitos da desidratagdo em Xenopus laevis e observou que o
volume plasmatico diminui e o nivel de hematocritos e solutos plasmaticos
aumenta. Shoemaker (1964) observou que a urina diluida de Rhinella marina é
utilizada em casos de desidratagdo para a manutencdo da concentracdo de
soédio plasméatico em niveis normais. Também observou que durante o periodo
de desidratacdo, a concentracdo de solutos nos tecidos era maior do que no
plasma e que também ocorre retencdo de agua, devido a alta concentracdo de

solutos.

A ra-touro (Shaw, 1802) (Lithobates catesbeianus) € uma espécie nativa
do leste da América do Norte, mas que pode ser encontrada no Brasil,
especialmente em regibes ocupadas pela Mata Atlantica (GIOVANELLI,
HADDAD; ALEXANDRINO, 2008). A ra-touro € uma espécie invasora que preda
as espécies nativas e parece ter se adaptado bem as condi¢cdes que encontrou
no Brasil. Leivas et al (2012) identificaram os tipos de alimentos ingeridos pelas
ras localizadas no estado do Parana, Brasil. Foi visto que a maior parte de sua
dieta provém da ingestdo de invertebrados (86% dos itens), mas também se
alimentam de vertebrados (14% dos itens). Medeiros e colegas (2016)
realizaram estudos na regido sul do pais para compreender a reproducédo dessa
espécie no Brasil, e observaram que a atividade reprodutiva da ra-touro ocorre
durante periodos com um fotoperiodo longo. Kaefer e colaboradores (2007)
observaram que L. catesbeianus no sul do Brasil possuem um ciclo reprodutivo
guase continuo, sendo este diminuido somente nos meses mais frios do ano. Os
autores também indicam que a capacidade desta espécie de invadir outros
locais pode estar associada a algumas caracteristicas reprodutivas como o
desenvolvimento gonadal continuo, periodo reprodutivo continuo, alta

fecundidade e maturidade sexual antecipada.

Para atuar no meio em que vive, 0s anuros devem ser aptos a exercer
modulacdo autondmica nas alteracbes hemodinamicas tanto no ambiente
aguatico quanto terrestre. Portanto, nossa hipdtese é que esses animais devem
possuir inervacdo e modulacdo adrenérgica vascular, além da inervacdo e

modulagéo colinérgica
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Para analisar a presenca e o papel de diferentes inervacbes e
receptores vasculares no controle vascular, utilizamos um método de
investigacao farmacolégico com estimulacédo de campo elétrico (EFS) in vitro de
preparacdes de artéria pulmonar, artéria mesentérica e veia femoral, bem como

um protocolo farmacolégico de bloqueadores adrenérgicos in vivo.

Figura 1. Ra touro, Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar aspectos fundamentais
acerca da modulacdo autondmica sobre o sistema vascular de réa-touro

(Lithobates catesbeianus).

2.2 Objetivos especificos

(1) Averiguar a presenca de controle adrenérgico e seu papel no
controle vascular de ra-touro (Lithobates catesbeianus) durante hipovolemia.

(2) Avaliar a presenca de modulacdo autondmica adrenérgica e
colinérgica assim como, a capacidade relativa de resposta vascular entre tais
estimulos, em alguns vasos de grande porte de ra-touro (Lithobates

catesbeianus) tanto do circuito sistémico quanto pulmonar (in vitro).
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizadas ras touro adultas (Lithobates catesbeianus) (n=23;
meédia + erro padrdo 346,88 g + 9,55 g para 0s experimentos in vitro e n=7;
meédia £ erro padréo 368,28 g + 21,57 g para 0s experimentos in vivo) e obtidas
através de um fornecedor comercial de Sdo Carlos (Sao Carlos-SP, Brasil) e
transportados até o Departamento de Ciéncias Fisioldégicas na UFSCar, onde
foram mantidas em tanques com capacidade de 1000 litros, com suprimento
constante de 4gua a 25 °C, com area Umida e plataforma seca, e abrigo. Os
animais foram alimentados trés vezes na semana com racdo comercial para
anfibios (Aquos, Brasil) e a alimentacdo foi interrompida 5 dias antes dos

experimentos.

Para os experimentos in vitro, os animais foram eutanasiados com
anestesia terminal de benzocaina a 0,03% (MITCHELL, 2009). Apds os
experimetnos in vivo, 0s animais foram eutanasiados com overdose de
benzocaina (MITCHELL, 2009). Todos os procedimentos foram autorizados pelo
Conselho de Etica de Uso Animal da Universidade Federal de S&o Carlos
(CEUA/UFSCar).

3.2 Hemorragia e controle autondémico de presséo arterial

A anestesia dos animais foi realizada com MS-222, com 0,3 g para cada
100 ml de agua destilada (ZENA; GARGAGLIONI; BICEGO, 2013). Apo6s a
verificagdo da eficidcia da anestesia (~30 minutos), iniciamos o procedimento
cirirgico para a canulacdo da artéria femoral. Demos inicio ao protocolo
injetando anestésico local (lidocaina, 2%) na regido de incisdo. Um cateter
(PE50) foi inserido na artéria femoral para afericdo de pressao arterial média.
Finalizamos o procedimento com a sutura da inciséo e aplicacéo intraperitoneal

de antibiético Chemitril (11 mg/kg) e anti-inflamatério Flunixin (1,1mg/kg).

Os animais permaneceram em uma camara com um fio de agua
corrente até a completa recuperacdo da anestesia. ApoOs isso, eles foram
mantidos em uma camara térmica, a 25°C, para aclimatacdo e realizagdo do

experimento.
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O protocolo experimental foi iniciado apds 24 horas de recuperagcao do
procedimento cirdrgico. Conectamos o cateter arterial a transdutores de presséo
(Baxter Edward PX600), conectados a um amplificador de sinal e conversor A/D
(Bridge Amp/Powerlab, ADInstruments) para registro continuo do sinal de
pressdo (Labchart, ADInstruments). Os transdutores foram calibrados contra
uma coluna de agua. O registro foi mantido até a constatacao de estabilizacdo

de PA e fy em niveis de repouso.

Apés cerca de 30 minutos de registro em condicdo de repouso,
iniciamos o protocolo farmacolégico com a injecdo dos agonistas adrenérgicos
para avaliar a resposta vascular a tais estimulos. Iniciamos com injecao de dose
de 5ug/Kg do agonista a-adrenérgico, fenilefrina (SANDBLOM et al., 2016); além
de uma dose de 5ug/kg do agonista B-adrenérgico, isoproterenol (SKALS et al.,
2005). Isto foi seguido pelo protocolo de hipovolemia, causada pela retirada de
30% de volume de sangue. O volume sanguineo total foi calculado para cada
individuo de acordo com sua massa (A ra-touro possui volemia de cerca de 8-
10% de seu peso total - PROSSER; WEINSTEIN, 1950). O volume de sangue
retirado foi mantido em uma seringa com heparina, em movimento constante a
fim de evitar a coagulacdo do mesmo. ApGs a estabilizacdo do sinal de presséo,
o sangue foi re-injetado no animal. A perda de volemia mimetizara perda de
fluido por transpiracdo esperada em um animal anfibio com respiragdo cutanea
(desde que desconectado de fonte de agua). Este € um valor fisiolégico para a

espécie e condicdes indicadas.

O processo descrito foi seguido pela injecdo de bloqueadores
catecolaminérgicos. Assim, apoOs injecdo de 2 mg/kg do bloqueador -
adrenérgico, propranolol (CAIROLI et al, 1967), foi repetido o processo de
alteracao e recuperacao de volemia. Posteriormente, foi realizada a injecao de 2
mg/kg do bloqueador a-adrenérgico, fentolamina (SKALS et al., 2005).
Novamente, foi realizada a retirada e retorno do sangue nas condi¢cdes descritas.
Finalizamos o protocolo farmacolégico com injecdo de 5ug/kg de fenilefrina
(SANDBLOM et al., 2016) e de 5ug/kg de isoproterenol (SKALS et al., 2005)
para testarmos a eficacia do bloqueio autonémico. O protocolo experimental teve

duracéo total de 3-5h.
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3.3 Reatividade Vascular
3.3.1 Curva estimulo-resposta e bloqueio farmacoldgico

Para os experimentos de miografia, a artéria pulmonar, a artéria
mesentérica e a veia femoral foram dissecadas em anéis de 2 mm de
comprimento (RODRIGUES et al., 2011). Cada anel foi montado em uma cuba
do midgrafo (Mulvany-Halpern, modelo 210 DMT-EUA, Marierra, GA) para a
medicdo de tensao isométrica (PowerLab-Labchart, ADInstruments). Cada cuba
foi preenchida com 5 ml de solucéo fisiolégica (PSS, em mmol I*): 125 NaCl, 2,5
KCI, 1INaH,OPO,4, 1MgSO,, 25 NaHCO3; 1,5 CaCl,, 10 glicose com temperatura
constante de 25 °C, pH 7,4, com uma mistura de gases de 98% de oxigénio e
2% de gas carbbnico sendo borbulhada na solucao fisiolégica. Os vasos foram
normalizados, onde as artérias foram montadas com uma pressao de 3,72 kPa
(CLAESSON; ABE; WANG, 2015) e a veia femoral com uma presséo de 0,5 kPa
(HILLMAN; WITHERS; KIMMEL, 1998).

Para verificar a contratilidade dos vasos, foi utilizado uma solugao
fisiologica rica em K' (KPSS: NaCl foi substituido por KCl em uma base
equimolar). Apés estabilizacdo dos vasos, as cubas foram lavadas com PSS por
pelo menos trés vezes. A presenca de terminacdes nervosas foram testadas
com estimulacdo de campo elétrica (EFS - electrical field stimulation) em uma
curva estimulo-resposta com frequéncias de estimulo de intensidade crescente
(0,5 Hz-16 Hz, 60 V, por 30s, com pulsos quadrados de 0,5 ms de duracéo e 0,2
ms de intervalo). Utilizamos 10 minutos de intervalo minimo entre os estimulos
(FILOGONIO et al., 2020). O estimulador elétrico (S88, Grass stimulator- Astro-
Medical) foi conectado a eletrodos de platina, acoplados a um suporte plastico.
Os eletrodos foram posicionados a aproximadamente 1 mm de distancia dos
vasos (CAMPOS et al., 2018; FILOGONIO et al., 2020).

Apoés a caracterizagcdo da curva-resposta de EFS, avaliamos o efeito
bloqueador com antagonistas colinérgicos e adrenérgicos. Para esse protocolo,
os vasos foram agrupados em trés diferentes grupos experimentais para avaliar
a relevancia de terminais nervosos autondmicos na geracdo de contracao
vascular. As drogas bloqueadoras utilizadas passaram por testes prévios para a
verificacdo de dose. O primeiro grupo recebeu atropina (10° M) e depois uma
adicéo de fentolamina (10 M). O segundo grupo recebeu fentolamina (10° M) e
depois adicdo de atropina (10 M). O terceiro grupo recebeu propranolol (10 M)

e depois adicdo de atropina (10° M). Para avaliar a resposta apés o bloqueio
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com cada droga, apés 30 minutos de incubacdo, estimulamos cada vaso
novamente (16 Hz, 60 V, 30 s). Ao final do protocolo, adicionamos KPSS

novamente para avaliar se 0s vasos ainda estavam funcionais.

3.4 Bloqueio com lidocaina

Para verificar se a resposta vascular observada nos experimentos de
curva estimulo-resposta foi causada por liberacdo de neurotransmissores,
utilizamos o bloqueio nervoso por lidocaina (bloqueador de canal de sodio) nos
vasos que responderam ao estimulo elétrico (artéria pulmonar e artéria
mesentérica). Ap0s a montagem dos vasos nas cubas e verificagdo de sua
viabilidade com KPSS, testamos a resposta a um agonista muscarinico, a
acetilcolina (10 M); e a um agonista adrenérgico, a fenilefrina (10 M). Logo em
seguida, realizamos a curva estimulo-resposta e incubamos a lidocaina (10 M)
por 30 minutos. Apés esse periodo, realizamos novamente uma curva estimulo-
resposta para averiguar a resposta apds o bloqueio. Finalizamos com o teste de
resposta ao agonista muscarinico, a acetilcolina (10° M), e ao agonista
adrenérgico, a fenilefrina (10®° M). Ao final do protocolo, adicionamos KPSS

novamente para avaliar a viabilidade dos vasos.

3.5 Andlise estatistica

Os dados tiveram a normalidade avaliada com o teste de Shapiro-Wilk.
Diferengas entre as frequéncias de estimulagédo nos experimentos in vitro foram
testadas com Friedman seguido do pés teste de Dunn. Cada grupo de EFS com
bloqueio autondémico foi testado com One-way ANOVA seguido de Tukey ou
Friedman seguido de Dunn (um teste por vaso para cada grupo experimental). O

blogueio de lidocaina também foi testado com Friedman seguido por Dunn.

A eficacia dos bloqueios a e B adrenérgico nos experimentos in vivo
foram testados com teste t ou Wilcoxon, de acordo com as caracteristicas de
distribuicdo dos dados. Os experimentos de retirada e retorno de sangue foram

analizados com Anova de medidas repetidas e Tukey.

Testes foram considerados significativos quando P <0,05. Todos os
dados sao apresentados em média £ erro padrdo. Os testes e graficos foram

feitos com o programa GraphPad Prism 6.
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4 RESULTADOS
4.1 Hemorragia e controle autonémico de presséao arterial
4.1.1 Fenilefrina e Isoproterenol

A administracdo de agonista a-adrenérgico, fenilefrina, apds bloqueio a-
adrenérgico com fentolamina demonstrou a eficacia do mesmo (Fig 2; Tabela 1).
Na auséncia do bloqueador os valores de PAM e fy variaram de 3,325 kPa +
0,1730 kPa e 24,87 bpm + 2,197 bpm para 3,554 kPa = 0,1641 kPa e 22,46 bpm
+ 2,279 bpm, respectivamente. Tal resposta atesta a eficacia da dose de

fenilefrina utilizada em promover alteragéo cardiovascular (Fig 2; Tabela 1).

Apos o bloqueio, a resposta foi abolida. A PAM e fy foram mantidas em
valores proximos oscilando de 3,590 kPa + 0,1456 kPa e 25,88 bpm + 2,447
bpm a 3,745 kPa + 0,1342 kPa e 26,24 bpm + 2,277 bpm, respectivamente.
Apesar de uma leve alteracdo, ndo houve diferenca entre médias. Isto confirma

a eficacia do bloqueio a-adrenérgico com a dose utilizada (Fig 2; Tabela 1).

Da mesma forma, o bloqueio B-adrenérgico, com propranolol, foi eficaz
em inibir a resposta a dose de isoproterenol, agonista p-adrenérgico, utilizada
(Fig 3; Tabela 1). Na auséncia do bloqueador o valor médio de PAM foi elevado
de 3,231 kPa = 0,1720 kPa para 3,958 kPa + 0,2009 kPa. A fy média aumentou
de 22,82 bpm + 2,133 bpm para 55,52 bpm + 6,635 bpm (Figura 3).

Apoés o bloqueio com propranolol e fentolamina a PAM ainda foi elevada
com um efeito muito menor variando de 3,820 kPa + 0,1290 kPa para 4,098 kPa +
0,1577 kPa. Nao houve aumento da fy. Seu valor médio oscilou de 25,50 bpm +
2,427 bpm para 29,43 bpm £ 2,632 bpm. Desta forma, foi observada uma inibigéo
eficaz do bloqueio B-adrenérgico utilizado. (Figura 3).
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Figura 2. Resposta da PAM (kPa) e fy (bpm) a injecao de fenilefrina (Fe, 5ug/kg)
antes e apos do bloqueio autonémico com propranolol e fentolamina. (A) e (B)
representam a resposta cardiovasuclar a fenilefrina antes do bloqueio
autondmico. (C) e (D) representam a resposta a fenilefrina depois do bloqueio
autonémico. Dados estdo representados por dados brutos de cada individuo.
Teste t foi realizado para averiguar diferencas entre médias (368,28 g + 21,57 g;
n=7, p<0,05).
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Figura 3. Resposta da PAM (kPa) e f, (bpm) a injecao de Isoproterenol (Iso, 5ug/kg) antes
e apoés do bloqueio autonémico com propranolol e fentolamina. (A) e (B) representam a
resposta cardiovascular ao isoproterenol antes do bloqueio autonémico. (C) e (D)
representam a resposta ao isoproterenol depois do bloqueio auton6mico. Dados estéo
representados por dados brutos de cada individuo. Teste t (A, C e D) Wilcoxon (B) foram
utilizados para averiguar diferencas entre médias (368,28 g + 21,57 g; n=7, p<0,05).
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4.1.2 Reducgao induzida de volume vascular

Tanto a PAM quanto fy permaneceram estaveis durante todos os
protocolos de retirada de volume sanguineo (-30% - Fig 4; Tabela 1). Na retirada
controle houve pouca variacdo dos parametros analisados. Durante os bloqueios
autonémicos, tanto somente com propranolol quanto com propranolol e
fentolamina, houve uma variacdo maior entre os parametros, porém nao foram
considerados estatisticamente relevantes. Portanto, mesmo na presenca de
blogueio duplo adrenérgico, a retirada de sangue ndo provoca uma mudanca
consideravel nos parametros de PAM e fy

4.1.3 Retorno de volume vascular

Apés recuperacdo de volume, apesar de haver uma diferenca mais
acentuada entre os dados controle e o retorno de cada grupo, somente a PAM
apos o bloqueio duplo foi estatisticamente relevante (Fig 5; Tabela 1). Os
parametros avaliados ndo passaram por nenhuma mudanca estatisticamente
relevante tanto no controle quanto ap6s bloqueio com propranolol. J& apés o
bloqueio duplo adrenérgico houve um aumento estatisticamente relevante de
PAM, indo de 3,152 kPa + 0,1457 kPa para 3,635 kPa + 0,1494* kPa, porém a fy
nao sofreu uma alteracao significativa nesse mesmo bloqueio, indo de 29,84
bpm £ 2,516 bpm para 27,84 bpm £ 2,351 bpm.
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Figura 4. Resposta cardiovascular, pressdo arterial média (PAM - KPa) e
frequéncia cardiaca (fy — bbm), & reducéo de volume vascular (- 30%). (A) e (B)
apresentam a coondi¢do controle, com modulacdo autondmica integra. (C) e (D)

demonstram as
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adrenérgico. (E) e (F) apresentam as respostas cardiovasculares e apds boqueio a
e [(B-adrenérgico. Dados estdo expressos em média +
medidas repetidas- Tukey, 368,28 g + 21,57 g; n=7, p<0,05).
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Figura 5. Resposta cardiovascular, pressdo arterial média (PAM - KPa) e
frequéncia cardiaca (fy — bpm), a reposi¢éo de volume vascular (+ 30% ). (A) e
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medidas repetidas- Tukey, 368,28 g = 21,57 g; n=7, p<0,05).
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Tabela 1. Presséo arterial média (PAM, kPA) e frequéncia cardiaca média (fy, bpm)
durante protocolo de reducdo e reposicdo de volume vascular em Lithobates
catesbeianus. Dados sdo expressos em média * erro padrdo da média. Asteriscos
denotam diferengas entre o tratamento e a medida controle, que foi feita logo antes
durante o protocolo. A eficacia dos bloqueios a e 3 adrenérgico foram testados com
teste t ou Wilcoxon, de acordo com as caracteristicas de distribuicdo dos dados. Os
experimentos de retirada e retorno de sangue foram analizados com Anova de
medidas repetidas e Tukey, 368,28 g + 21,57 g; n=7, p<0,05.

Tratamento PA (kPA) fu (bpm)
Controle 3,235+ 0,1126 22,91+ 2,132
Antes da 12 Fenilefrina 3,325+ 0,1730 24,87+ 2,197

12 Fenilefrina

Antes do 1° Isoproterenol
1° Isoproterenol

Antes da 12retirada de

3,554+ 0,1641*
3,231+ 0,1720
3,958+ 0,2009*

22,46+ 2,279*
22,82+ 2,133
55,52+ 6,635*

3,053+ 0,1039 34,34+ 3,915
sangue
12 retirada de sangue 3,071+ 0,1560 33,53+ 2,524

(o]

Antes do 1°retorno de 3,081+ 0,1683 33,30+ 2,671
sangue
1°retorno de sangue 3,582+ 0,1821 27,37+ 2,807
Antes do Propranolol 3,584+ 0,1839 27,01+ 2,520

Propranolol
Antes da 22 retirada de

4,363+ 0,3354

32,22+ 1,783*

sangue 3,444+ 0,1662 22,69+ 1,295
22 retirada de sangue 3,228+ 0,1669 27,45+ 2,595
?2;3330 2°retorno de 3,237+ 0,1545 27,16+ 2,576
2°retorno de sangue 3,884+ 0,2717 26,15+ 2,810
Antes da Fentolamina 3,900+ 0,2629 26,16+ 2,911
Fentolamina 4,926+ 0,3525 30,50+ 1,249
22;3‘336‘ 3 retirada de 3,764+ 0,2737 28,37+ 2,407
32 retirada de sangue 3,217+ 0,1483 30,16+ 2,316
':2;3330 3°retorno de 3,152+ 0,1457 29,84+ 2,516
3°retorno de sangue 3,635+ 0,1494* 27,84+ 2,351
Antes da 22 Fenilefrina 3,590+ 0,1456 25,88+ 2,447
22 Fenilefrina 3,745+ 0,1342 26,24+ 2,277
Antes do 2° Isoproterenol 3,820+ 0,1290 25,50+ 2,427

2° Isoproterenol

4,098+ 0,1577*

29,43+ 2,632*
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4.2 Reatividade vascular
4.2.1 Estimulo de campo elétrico (EFS)

A estimulagédo por campo elétrico causou uma resposta de contracdo tanto na
artéria pulmonar quanto na artéria mesentérica. Para as mesmas frequéncias de
estimulacdo, EFS causou uma contracdo de maior amplitude na artéria pulmonar
(0,61 mN £ 0,47 mN com 0,5 Hz; 8,46 mN £ 1,40 mN com 16 Hz; Fig. 7A) do que na
artéria mesentérica (0,39 mN £ 0,13 mN com 0,5 Hz; 3,38 mN = 0,61 mN com 16 Hz;
Fig. 7B). A veia femoral ndo respondeu ao EFS (Fig. 7C). A auséncia de reposta

impossibilitou seu uso no protocolo de bloqueio farmacologico.

4.2.2 Bloqueio autonémico
4.2.2.1 Artéria pulmonar

A adicdo de atropina aboliu completamente as contracdes causadas pelo EFS
na artéria pulmonar, tanto no primeiro grupo (8,39 mN + 1,96 mN com 16 Hz para
0,07 mN £ 0,04 mN apés atropina; Fig. 8A) quanto no segundo grupo experimental
(6,84 mN £1,22 mN com 16 Hz para -0,02 mN + 0,02 mN apds atropina; Fig. 8B).
Atropina também reduziu em cerca de 88% das contracbes no terceiro grupo
experimental (9,92 mN = 3.50 mN com 16 Hz para 1,29 mN £ 1,27 mN apds atropina;
Fig. 8C). Fentolamina suprimiu cerca de 22% de contracdo no segundo grupo (6,84
mN + 1,22 mN com 16 Hz para 5,32 mN + 0,93 mN apos fentolamina; Fig. 8B).
Fentolamina também foi utilizado no primeiro grupo experimental, entretanto nao foi
possivel quantificar seu poder de bloqueio ap6s o uso da atropina. Propranolol
reduziu as contracbes em aproximadamente 4% (9,92 mN £ 3,50 mN com 16 Hz para
9,54 mN = 3,34 mN apds propranolol; Fig. 8C).

4.2.2.2 Artéria mesentérica

Atropina bloqueou o efeito de contracdo da artéria mesentérica causada pelo
EFS. A supressao foi de cerca de 15,4% de contracdo no primeiro grupo (3,95 mN +
1,11 mN com 16 Hz para 3,38 mN *= 1,19 mN apoés atropina; Fig. 9A), e 3,8% (2,68
mN = 0,52 mN com 16 Hz para 0,18 mN = 0,06 mN apés atropina; Fig. 9B) no
segundo grupo. No terceiro grupo, atropina reduziu a contragdo em 39,4% (3,38 mN *

1,28 mN com 16 Hz para 0,62 mN + 0,31 mN apdés atropina; Fig 9C). Fentolamina
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reduziu as contracdes em cerca de 64,1% no primeiro grupo (3,95 mN = 1,11 mN com
16 Hz para 0,82 mN + 0,50 mN apés fentolamina; Fig 9A), e 92,4% no segundo grupo
(2,68 mN £ 0,52 mN com 16 Hz para 0,27 mN + 0,06 mN ap6s fentolamina; Fig 9C).
No terceiro grupo, propranolol causou uma reducao de 42,5% na contracdo (3,38 mN
+ 1,28 mN com 16 Hz para 1,90 mN £ 0,68 mN apos fentolamina; Fig 9C). Entretanto,

somente a atropina obteve um efeito estatisticamente significante (Fig. 9C).
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Figura 6. Registro original de artéria mesentérica
durante protocolo de miografia. As setas apontam a
resposta vascular a estimulagdo com KPSS, curva
estimulo-resposta ao EFS e protocolo de blogueio
autonémico (Atropina 10° M, fentolamina 10° M e
propranolol 10° M). Estimulos de 16 Hz foram
utilizados antes e apds o tratamento com as drogas
bloqueadoras: A) atropina e fentolamina; B) fentolamina
e atropina; e C) propranolol e atropina.
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Figura 8. Forca de contracdo da artéria pulmonar gerada por EFS (16 Hz) antes e
apos bloqueio farmacolégico com (A) atropina e fentolamina; (B) fentolamina e
atropina e (C) propranolol e atropina. Letras diferentes indicam valores distintos

(346,88 g £ 9,55 g; A- One-way ANOVA seguido de Tukey; B e C- Friedman seguido
de Dunn; n=6; p<0,05).
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Figura 9. Forca de contracdo da artéria mesentérica gerada por EFS (16 Hz) antes e
apos bloqueio farmacolégico com (A) atropina e fentolamina; (B) fentolamina e
atropina e (C) propranolol e atropina. Letras diferentes indicam valores distintos
(346,88 g £ 9,55 g; A- One-way ANOVA seguido de Tukey; B e C- Friedman seguido
de Dunn; n=6; p<0,05).
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4.2.3 Bloqueio com lidocaina

O uso da lidocaina causou blogueio ao EFS tanto na artéria pulmonar quanto
na artéria mesentérica. Na artéria pulmonar na frequéncia de 0,5 Hz a lidocaina
causou um bloqueio de 88% da contracéo (0,25 mN £ 0,06 mN sem lidocaina e 0,03
mN = 0 mN com lidocaina; Fig 10). Na frequéncia de 1 Hz, houve o bloqueio de 94%
de contracdo (0,68 mN £ 0 mN sem lidocaina e 0,04 mN = 0,02 mN com lidocaina;
Fig 10). Com 2 Hz de frequéncua, houve bloqueio de 90% (1,60 mN % 0,25 mN sem
lidocaina e 0,16 mN £ 0,13 mN com lidocaina; Fig 10). Com 4 Hz, houve bloqueio de
91% (3,79 mN £ 0,71 mN sem lidocaina e 0,34 mN % 0,22 mN com lidocaina; Fig 10).
Com 8 Hz, houve bloqueio de 91% (5,35 mN £ 0,74 mN sem lidocaina e 0,45 mN %
0,21 mN com lidocaina; Fig 10). E na frequéncia de 16Hz, houve bloqueio de 96%
(7,84 mN £ 1,96 mN sem lidocaina e 0,25 mN + 0,15 mN com lidocaina; Fig 10).

J4 na artéria mesentérica, a frequéncia de 0,5 Hz causou bloqueio de
contracdo de 81% (0,12 mN = 0,09 mN sem lidocaina e -0,01 mN £ 0,03 mN com
lidocaina; Fig 11). Na frequéncia de 1 Hz (0,19 mN + 0,17 mN sem lidocaina e -0,02
mN £ 0 mN com lidocaina; Fig 11) houve um bloqueio de 94% da contragdo. Com 2
Hz, houve um bloqueio de 97% (0,35 mN + 0,19 mN sem lidocaina e -0,03 mN + 0,01
mN; Fig 11). Com 4 Hz, houve o bloqueio de 94% (1,19 mN = 0,66 mN sem lidocaina
e 0,06 mN £ 0,03 mN com lidocaina; Fig 11). O EFS com 8 Hz frequéncia causou um
bloqueio de 98% (0,68 mN + 0,34 mN sem lidocaina e 0 mN = 0,02 mN com lidocaina;
Fig 11) e, por fim, 91% de bloqueio com 16 Hz (0,73 mN £ 0,21 mN sem lidocaina e
0,06 mN = 0 mN com lidocaina; Fig 11).
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Figura 10. Forca de contracdo de artéria pulmonar antes e apés a
aplicacdo de lidocaina (10 M). Dados estédo expressos em média + erro
padréo. (346,88 g + 9,55 g ;Friedman- Dunn, n=4, p<0,05).
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Figura 11. Contragéo de artéria mesentérica antes e depois de lidocaina
(10 M). Dados estdo expressos em média + erro padrdo. (346,88 g +
9,55 g; Friedman- Dunn, n=3, p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Apesar de anfibios serem um grupo importante no entendimento de diversos
aspectos de controle cardiovascular, ha poucos trabalhos que tentam compreender
seus aspectos modulatorios. Logo, esse trabalho se propds a avaliar as
caracteristicas modulatorias no sistema cardiovascular, e com isso, foi possivel
observar que de modo geral, a modulacdo adrenérgica tem um papel moderado no
controle vascular dessa espécie, ja a modulacdo colinérgica € a maior responsavel
pela modulag&o no circuito pulmonar. Essas descobertas sdo de grande relevancia, ja
que tentar entender os mecanismos que controlam o sistema cardiovascular de
anuros nos ajuda a compreender os aspectos fisiolégicos da evolucdo da modulacdo
autondmica nos vertebrados. Entretanto, algumas duavidas ficam com os resultados
gerados nesse trabalho e que sao ideias para trabalhos futuros a seres realizados
com esse grupo, como por exemplo, por qual mecanismo as ras conseguem controlar

sua volemia durante hemorragia e qual o papel do sistema linfatico nessa questao.

5.1 Hemorragia e controle autonémico de presséo arterial

Com o presente experimento, observamos que os parametros avaliados nao
sofreram mudancas consideraveis apés alteracdo de volume vascular simulada por
hemorragia em animais sem bloqueio autonémico e sem fonte de agua externa. O
resultado se manteve, mesmo apds bloqueio a e B-adrenérgico e sem agua disponivel
durante o experimento. Nestes testes, ndo houve alteracdes significativas de PAM e
fu, indicando que o sistema adrénérgico ndo possui participacdo consideravel no
controle de PAM e fy em hipovolemia; ou que a agédo deste sistema pode ser
compensada por outras modulagbes. Além disso, os mecanismos de modulacdo
presentes sdo eficientes para a manutencdo dos parametros cardiovasculares, tanto
durante a reducao de volume, quanto apds seu retorno.

Alguns autores investigaram o efeito da reducdo de volume vascular nos
pardmetros cardiovasculares de anfibios. Michalicek e Campbell (1993) observaram
gue em Rhinella marina, a retirada de sangue causou um aumento de fy e PAM, com
posterior recuperacdo para os niveis pré-hemorragicos. Entretanto, com o bloqueio
autondémico, os autores puderam avaliar que o aumento de fy pode ser causado pela
liberacdo de catecolaminas. Estes autores indicaram que a reducao de volemia pode

causar aumento de ténus simpatico, que leva a um aumento de fy e evita uma queda
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consideravel de PAM. Por sua vez, Hillman e Withers (1988) investigaram o impacto
da reducao de volemia em Rhinella marina e Lithobates catesbeianus. Foi observado
que, em R. marina, o fluxo sanguineo sofre alteracdes apds a retirada de 5% de
sangue em relacédo ao peso inicial. Em L. catesbeianus, essas alteragdes ocorreriam
apos a retirada de 2%. Também foi observado que, em ambas as espécies, a
frequéncia cardiaca maxima nao sofreu alteragdes durante a perda de volume; houve
declinio da pressao arterial média durante esse processo e que ocorreu um aumento
da resisténcia periférica nesses animais.

Ja em répteis, Smits e Lillywhite (1985) observaram que nas serpentes Elaphe
obsoleta e Crotalus viridis, o volume sanguineo perdido foi de menos de 50% do
volume retirado durante o processo de reducdo de volemia. Também foram
observadas que ambas as espécies recuperaram cerca de 90% do volume retirado
depois de 2 horas do experimento. Isso ocorre devido a capacidade dessas espécies
de mover o liquido extracelular para os compartimentos vasculares, recuperando o
volume sanguineo rapidamente.

Essas investigacdes também foram realizadas em aves e mamiferos. Ploucha
e Fink (1986) investigaram o efeito da hemorragia em ratos e frangos conscientes, e
os autores afirmaram que a ave manteve a PAM através de um mecanismo
independente do ténus vascular periférico. O rato manteve a PAM através do reflexo
cardiaco e respostas vasculares periféricas. Estes resultados indicam que diversos
mecanismos podem estar presentes e envolvidos neste tipo de ajuste.

Alguns mecanismos podem estar relacionados com a manutencdo dos
parametros no presente estudo, incluindo a participacdo dos receptores -
adrenérgicos vasculares. Estudos feitos em gatos evidenciam a importancia do
controle B-adrenérgico na reabsorcdo de liquidos para o compartimento vascular
durante eventos de hemorragia. Lundvall e Hillman (1978) avaliaram o papel dos
receptores B-adrenérgicos com e sem bloqueio autonémico apdés reducao de volemia.
Foi observado que esses receptores sao responsaveis pela dilatacdo dos vasos e
esfincteres proporcionando a absorcdo de liquido dos musculos para o sistema
vascular. Hillman (1981) corrobora a ideia de que a absor¢ao de liquido dos musculos
para 0os vasos € modulada pelo sistema [(-adrenérgico, e ainda conclui em seu
trabalho que esse mecanismo atua em diferentes niveis de hipovolemia.

O bloqueio B-adrenérgico realizado no presente experimento ndo causou
mudancas significativas nos parametros vasculares avaliados, indicando que esses
receptores podem néao ter papel consideravel na manutencdo de volume sanguineo

ou ha sinergia em mecanismos moduladores vasculares para tal ajuste. O sistema a-
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adrenérgico também esta relacionado com a manutencao de volume, foi visto que em
ratos nefrectomizados, a ativacdo a-adrenérgica durante hemorragia causa um
aumento da concentracdo de ions potassio no plasma, o que acarreta no movimento
de fluido intracelular para os vasos sanguineos (NAGASHIMA, 1995). Apesar de
ambos o0s sistemas estarem envolvidos no controle de volume apds hemorragia, no
presente estudo, o Unico parametro que sofreu alteracdo apéds o bloqueio duplo foi a
PAM ap0Os o retorno de sangue, 0s outros parametros ndo sofreram alteracdes
consideraveis.

A circulacdo linfatica ndo foi avaliada no presente estudo, entretanto, esse
sistema estd intimamente ligado com a manutencdo de volume sanguineo. Desta
forma, ndo podemos descartar o seu papel nos resultados apresentados. O papel
deste sistema ja foi avaliado em estudos de reducao de volemia. Cope e Litwin (1962)
avaliaram o papel desse sistema em cédes. Foi observado que apds eventos de
hemorragia, o fluxo proveniente do sistema linfatico aumenta consideravelmente e se
mantém constante por 24 horas, causando um aumento tanto de plasma quanto de
proteinas presente na corrente sanguinea. J4 em anfibios, Baustian (1988) averiguou
o papel do sistema linfatico na compensacdo de volume sanguineo em Rhinella
marina. Apoés retirada de 74% do volume inicial de sangue em animais com o coracao
linfatico destruido, foi observado que ndo houve recuperacdo de volume sanguineo.
Os animais morreram apo6s 1 a 3 dias do inicio do protocolo, ap6s um periodo de
hemoconcentracdo. Zwemer e Foglia (1943) observaram que apos a destruicdo dos
coracdes linfaticos, houve uma acumulacdo de liquido no intersticio de Rhinella
arenarum. Tal acumulo formou edema e com a falta de um sistema para recuperar o
liguido aos vasos sanguineos, o problema levou os animais a morte. Hillman (2018)
afirma que o Unico mecanismo possivel para anuros controlarem o volume sanguineo
frente a perda de plasma é através do retorno de liquido intersticial promovido pelo
sistema linfatico, ja que esse grupo € incapaz de produzir pressdo suficiente para
mover o liquido intersticial aos capilares e assim fazer a correcdo de volume. O
sistema autonémico parece ter papel fundamental na regulacdo do sistema linfatico
em anfibios. Crossley e Hillman (1999) observaram que o coracao linfatico de Rhinella
marina esta sob controle dos barorreceptores localizados na artéria pulmocutanea.
Em situacbes onde ocorre aumento de pressao arterial no animal, ha queda na
frequéncia de contragdo dos coracoes linfaticos, diminuindo o retorno de liquido ao

sistema cardiovascular.
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A presenca de inervacéo efetiva em sec¢fes vasculares e o tipo de modulacao
autonbmica vascular compdem informagdes relevantes para a compreensdo dos
fatores modulatérios e capacidade de ajustes frente a variagbes de volemia.
Investigagdes in vitro, com reatividade vascular podem ajudar a explicar parte dos

mecanismos presentes.

5.2 Reatividade vascular
5.2.1 Artéria pulmonar

Com o presente experimento, foi possivel observar que ha controle colinérgico
na artéria pulmonar e que ela é responsavel por 100% da contracdo causada pelo
EFS, j& que atropina aboliu completamente a resposta ao estimulo elétrico. Essa
informacdo corrobora algumas observacdes prévias no sapo-cururu, Rhinella marina
(CAMPBELL, 1971), no qual a estimulacao vagal causou um aumento da resisténcia
vascular pulmonar dependente do sistema colinérgico. Além disso, constricdo arterial
pulmonar causada pelo truncus vago-simpéatico foi dependente da atividade
colinérgica na réa Lithobates pipiens (LUCKHARDT; CARLSON, 1921). Similarmente,
0 nervo vago foi apontado como a eferéncia vasomotora nos vasos pulmonares na ra
Xenopus laevis (EMILIO; SHELTON, 1972).

A relevancia do sistema parasimpatico no controle do desvio intracardiaco
através da modulacao excitatoria colinérgica vagal da artéria pulmonar foi descrita em
diferentes espécies de répteis, como em quelbnios e squamatas (MILSOM,;
LANGILLE; JONES, 1977; LILLYWHITE; DONALD, 1989; TAYLOR et al., 2009;
LEITE et al.,, 2013; LEITE et al., 2014; KIRBY; SMITH; CROSSLEY, 2019;
BURGGREN, 1978). Infelizmente, estas informacdes sdo dispersas e incipientes e
apesar de evidéncias, ha muito pouca informagdo contundente acerca da inervacao e
dimenséo da resposta. Em squamatas, a inervacao colinérgica foi relatada com uma
distribuicdo por toda a extenséo das artérias pulmonares (FILOGONIO et al., 2020).

Nossos resultados contribuem para a ideia de que o controle excitatorio
colinérgico da artéria pulmonar tem um papel fundamental no controle do desvio intra-
cardiaco, ideia que é contraria da hipotese de que a direcdo do sangue no desvio é
puramente controlada por diferentes distensibilidades de vasos sistémicos e
pulmonares (HILLMAN; HEDRICK; KOHL, 2014; FILOGONIO; LEITE; WANG, 2017 a
), ou como resultado do balango de resisténcias periféricas nos dois circuitos
(BURGGREN; FILOGONIO; WANG, 2020).
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Répteis tem sido o principal grupo para estudos do desvio sanguineo
intracardiaco (LEITE et al., 2013; LEITE et al., 2014; EME et al, 2009; EME et al.,
2010; BURGGREN; FILOGONIO; WANG, 2020). Contudo, sugerimos que anfibios
podem ser um grupo chave na compreensdo de diversos aspectos acerca da
modulacdo vascular: a inervagao vascular parasimpatica, sua relevancia no suporte
hemodindmico frente as alteragcbes causadas pelo uso do ambiente terrestre, o
controle do desvio intra-cardiaco, e também para obter algumas ideias referentes ao
processo evolutivo referente a reducéo desta inervacdo em grupos de maior demanda
metabdlica.

Ademais, ndés observamos que os bloqueadores adrenérgicos a e B nao
causaram uma diminuicdo significativa da resposta ao EFS. Esse resultado € similar
aguele que indica o pequeno efeito depressor mediado pelo sistema adrenérgico na
pressdo de perfusdo em R. marina, onde ha uma inervacao adrenérgica reduzida na
artéria pulmonar (CAMPBELL, 1971). A estimulacdo adrenérgica parece ter um efeito
reduzido no circuito pulmonar em pulmonados ndo mamiferos, quando comparado
com a regulacdo colinérgica. Por exemplo, a fenilefrina, um agonista a-adrenérgico,
causou uma peguena contracao na artéria pulmonar, enquanto o isoproterenol, um
agonista B-adrenérgico, causou uma pequena vasodilatacdo na piramboia africana,
Protopterus aethiopicus (FILOGONIO; LEITE; WANG, 2017 b). De maneira similar,
em répteis, a estimulagdo a-adrenérgica induz uma pequena vasoconstricdo, com
pouca ou nenhuma vasodilatacdo causada pela estimulacdo B-adrenérgica (HICKS,
1994; OVERGAARD et al.,, 2002; GALLI et al.,, 2007; FILOGONIO et al., 2020).
Entretanto, a falta de resposta adrenérgica ao EFS no nosso estudo nédo refuta a
presenca de receptores adrenérgicos na artéria pulmonar e o papel das

catecolaminas circulantes.

5.2.2 Artéria mesentérica

A artéria mesentérica teve sua resposta de contracdo bloqueada pela
fentolamina e em menor grau pela atropina, ocorrendo uma falta de bloqueio pelo
propranolol. Esses resultados indicam presenga de controle a-adrenérgico e em
menor grau muscarinico na artéria mesentérica de L. catesbeianus.

A relevancia da inervacdo simpatica na circulacdo sistémica também foi
observada em R. marina. Essa espécie foi descrita como tendo uma inervagao
adrenérgica extensa no seu sistema vascular. Fibras nervosas adrenérgicas inervam

a sua artéria pulmonar (HALLER; ROGERS, 1978); todos os vasos pré-glomerulares,

46



incluindo a aorta dorsal possuem inervacdo adrenérgica (MORRIS; GIBBINS, 1983);
além disso, um conjunto de axbénios adrenérgicos esta presente em todas as artérias
principais (MORRIS et al, 1986).

Na cascavel, C. durissus, a contragdo vascular do circuito sisttmico é mediada
por receptores a-adrenérgicos, ja a vasodilatagdo € mediada por receptores [3-
adrenérgicos (GALLI et al.,, 2007). Na “cobra-rato”, Elaphe obsoleta, os vasos
sisttmicos sdo densamente inervados por nervos adrenérgicos e esse tipo de
inervacao sugere a presenca de um mecanismo mediado por inervacdo adrenérgica
para o controle de fluxo sanguineo em casos onde ajustes a gravidade sédo
necesséarios (DONALD; LILLYWHITE, 1988). Da mesma maneira, na circulacdo
sistémica de tartarugas, Trachemys scripta, receptores a-adrenérgicos sao
responsaveis pela constricdo, observado apds injecdo de norepinefrina, e também
sdo responsaveis pelo ténus vascular, que foi validado pela injecdo de fentolamina
(OVERGAARD et al., 2002).

Além do controle adrenérgico, ha o controle colinérgico presente na artéria
mesentérica de L. catesbeianus. A presenca de controle muscarinico na musculatura
vascular havia sido mencionada anteriormente por Campbell e colaboradores (1978)
onde foi visto a presenca de inervacdo colinérgica no musculo liso da vasculatura
pulmonar de B. marinus. Ja Siggins e Weitsen (1971) observaram que ha inervacéo
colinérgica das arteriolas e esfincteres pré-capilares na membrana retrolingual de
Lithobates pipiens.

Logo, podemos observar a importancia do controle adrenérgico e em parte
colinérgico na artéria mesentérica de L. catesbeianus. E interessante que esta
modulagéo esteja presente em vasos sistémicos em anfibios. Ainda ha muito pouco
conhecimento sobre dispersdo de tal caracteristica em grupos de vertebrados.
Informacfes como esta sdo essenciais para entender qual € o padrdo dos grupos, e
também para especular quais os fatores seletivos que provocaram as alteragcdes entre
os padrdes existentes. Atualmente, as analises tomam o padrao dos mamiferos como
referéncia para analises e conjecturas. Contudo, tais procedimentos podem levar a
conjecturas inconsistentes, ja que as inferéncias sobre as modula¢cdes com base em

mamiferos podem estar tomando uma excecdo como padrao.

5.2.3 Veia femoral

A veia femoral ndo respondeu ao EFS, logo, inferimos uma falta de controle

autonémico nervoso nesse vaso. A inervacdo do compartimento venoso tem um papel
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fundamental nos ajustes de retorno venoso e, consequentemente, nos ajustes de
débito cardiaco (GUYTON, 1955; JOYCE; WANG, 2020). Portanto, tal resultado foi
inesperado. A relevancia da inervacdo adrenérgica no retorno venoso foi observada e
bem descrita em mamiferos (GUYTON, 1955; JOYCE; WANG, 2020). Contracdes
consideraveis causadas por EFS foram descritas para a veia safena em caes
((VANHOUTTE; CLEMENT; LEUSEN, 1967) e veia femoral de ratos (MANDEL et al.,
2013). Da mesma maneira, o0 mesmo efeito foi observado em vertebrados
ectotérmicos, como as serpentes (DONALD; LILLYWHITE, 1988) e lagartos
(FURNESS; MOORE, 1970).

Apesar de termos utilizado uma veia de alto calibre para esse experimento, foi
utilizado somente um segmento da secdo vascular deste animal. Anfibios possuem
uma circulacao respiratéria dividida entre os circuitos pulmonar e cutaneo. Estes
retornam no circuito pulmonar e sistémico, respectivamente. Assim, 0 retorno venoso
sistémico é complexo j& que parte dele origina-se no sistema respiratorio (FARMER,
1999). Um arranjo tdo complexo como este pode ter os pontos modulatorios
relevantes em alguns locais discretos do compartimento venoso. A analise de tal
aspecto requer um experimento dedicado envolvendo estimulacdo nervosa in situ,
com registro concomitante de multiplos pontos da vasculatura; ou experimentos in
vitro, envolvendo a reatividade vascular de multiplos segmentos da secao venosa.

De outro modo, catecolaminas circulantes podem controlar parte da modulacéo
venosa. Por exemplo, em elasmobranquios, constricao a-adrenérgica foi importante
no controle do tonus dos vasos, e estimulagdo B-adrenérgica causou relaxamento na
vasculatura venosa (SANDBLOM; AXELSSON; FARRELL, 2006). Em cascaveéis, 0
sistema venoso esta sob consideravel regulacdo adrenérgica (SKALS et al., 2005).
Em céaes, fenilefrina reduziu a capacidade periférica vascular, causando uma
mudanc¢a do sangue venoso para a circulacdo arterial (APPLETON et al., 1985). O
controle adrenérgico das veias posteriores € considerado como um mecanismo
importante na regulagcdo da hemodindmica de Elaphe obsoleta em relacdo a sua
capacidade de suportar alteragbes hemodinamicas ortostaticas (CONKLIN et al.,
1996). Isso € especialmente importante para animais terrestres que necessitam
sobreviver frente as dificuldades hemodinadmicas causadas pela gravidade,
especialmente as contrarias ao retorno venoso. Animais aquaticos possuem as forcas
gravitacionais contrabalanceadas pelo empuxo da coluna d’agua e assim o retorno
venoso ndo enfrenta tais problemas. Infelizmente, ndo ha estudos suficientes sobre a

regulacdo vascular venosa em anfibios. Esse grupo € chave na compreensédo de

48



como a regulacéo venosa se desenvolveu nos vertebrados e como foi alterada com a

capacidade de uso do meio terrestre.

5.2.4 Bloqueio com lidocaina

Nossos resultados indicam que a contracdo causada pelo EFS é de fato
causada pelas terminagcfes nervosas presentes nos vasos. Em nosso estudo, foi visto
que h& um bloqueio claro da resposta ao EFS na presenca de lidocaina & 102 M,
tanto na artéria pulmonar (Fig. 5) quanto na artéria mesentérica (Fig. 6). Isso esta de
acordo com relatos sobre o mecanismo de acdo deste farmaco, que nos quais foi
descrito que a lidocaina tem um papel inibidor na resposta da corrente voltagem-
dependente de canais de sddio e potassio (BRAU; VOGEL; HEMPELMANN, 1998) e
também célcio (XU et al., 2003). O mecanismo também foi observado em células
nervosas de rato isoladas por Kaneda e colaboradores (1989). Estes autores
relataram que a lidocaina causava um bloqueio na corrente voltagem-dependente de
sédio. Oyama e colaboradores (1989) observaram que em L. catesbeianus, a
lidocaina causou uma diminui¢cdo da amplitude de resposta voltagem-dependente dos
canais de calcio a partir da concentracdo de 10™ M e foi completamente bloqueada
em uma concentracéo de 10 M. Além disso, nesse mesmo estudo foi observado que
a lidocaina também causou uma diminuicdo na corrente voltagem-dependente dos
canais de sddio, causando uma diminuicdo de corrente a partir da concentracdo de
10° M e bloqueio total em 102 M. Logo, podemos afirmar que os resultados obtidos
em resposta ao estimulo elétrico em artéria pulmonar e artéria mesentérica, no
presente trabalho, ocorrem devido a presenca de terminacdes nervosas nos vasos

avaliados. Os demais segmentos nao teriam inervacao presente.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho traz algumas informac¢des novas sobre a modulacdo
vascular de ra-touro (Lithobates catesbeianus), entre elas, a importancia relativa do
controle adrenérgico nessa espécie. Pudemos averiguar que apesar de estar presente
no circuito sistémico, a regulacdo adrenérgica ndo € a Unica responsavel pelo controle
de PAM, ja que em uma situacdo de hipovolemia o bloqueio duplo adrenérgico,
inativando ajustes simpéticos vasculares e cardiacos, ndo demonstrou ter grande
efeito sobre os parédmetros vasculares avaliados. Além disso, observamos que o
controle colinérgico esta presente e tem um grau de importancia maior no circuito

pulmonar. O controle adrenérgico é preponderante no circuito sistémico.
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8 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 2. Forca de contragdo vascular na curva estimulo-resposta da artéria pulmonar,
artéria mesentérica e veia femoral. Dados sdo expressos como meédia + erro padrdo da
média. Letras diferentes indicam valores diferentes (346,88 g + 9,55 g; n=23; Friedman-

Dunn, p<0,05).

Curva Estimulo-Resposta

0,5Hz (mN) 1Hz (mN) 2 Hz (mN) 4 Hz (mN) 8 Hz (mN) 16 Hz(mN)
Arteria 0,6140,47a 1,23+0,74a 2,37+0,97b 4,12+1,19b 6,10+1,32b  8,46+1,40b
pulmonar
Artéria
. 0,39+0,13a 0,86+0,27a 1,46+0,39a 2.31+0,50b 3,01+0,56b 3,38+0,61b
mesentérica
;g}'%ral 0,0240,02a 0,00£0,0la -0,02+0,02a -1,66+0,0l1a 0,00+0,02a  0,000,02a
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Tabela 3. Forca de contracao vascular apés EFS (16 Hz) e bloqueio autonémico
com atropina (10 M), fentolamina (10 M) e propranolol (10> M). Dados s&o
expressos como média + erro padrdo da média. Letras diferentes indicam
valores diferentes (346,88 g £ 9,55 g; n=23; One-way ANOVA seguido de Tukey
- Artéria pulmonar e mesentérica- EFS, Atropina e Fentolamina; Friedman
seguido de Dunn - Artéria pulmonar e mesentérica- EFS, Fentolamina e Atropine
e EFS, Propranolol e atropina. Consideramos p<0,05 para todos 0s casos.

Blogueio autonémico

EFS (mN) Atropina (mN) Fentolamina (mN)
8,39+1,96a 0,07+0,04bc 0,05+0,04bc
Artéria pulmonar EFS Fentolamina Atropina
6,84+1,22a 5,32+0,93ac -0,02+0,02bd
EFS Propranolol Atropina
9,92+3,50a 9,54+3,34ac 1,29+1,27bhd
EFS Atropina Fentolamina
3,95+1,11a 3,38+1,19ac 0,82+0,50bc
Artéria EFS Fentolamina Atropina
| mesentérica | 2,68+0,52a |  0,27+0,06bc |  0,18+0,06bc |
EFS Propranolol Atropina
| | 338+1,28a | 1,90+0,68ac |  0,62+0,31bc |
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