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EPIGRAFE

Ndo se apavore, nem se desanime, pois o Senhor, o seu
Deus, estard com vocé por onde vocé andar.

Josué 1:9

Quando a educagdo ndo ¢ libertadora, o sonho do oprimido é ser o opressor.

Paulo Freire



RESUMO

Trabalhos de fisiologia comparada sado fundamentais para o entendimento das
relagdes evolutivas entre grupos, como os processos fisiolégicos e funcionais e as
diferentes adaptacdes de diversas espécies, ou seja, ganhos e perdas evolutivas.
Estudos anteriores realizados por nosso grupo envolvendo espécies evolutivamente
antigas como Chelonoidis carbonaria (jabuti-piranga) e Pantherophis guttatus (cobra-
do-milharal) demonstraram que a contragédo induzida por estimulo elétrico de campo
(EFS) das aortas isoladas desses animais é mediada por catecolaminas liberadas pelo
endotélio, sem a influéncia de nervos adrenérgicos; tal mecanismo difere do
mecanismo classico de liberagdo de catecolaminas no sistema vascular de mamiferos,
onde a inibicdo dos nervos adrenérgicos leva a diminuicdo ou abolicdo da resposta
contrétil. Este trabalho por sua vez, teve como objetivo i) investigar o mecanismo
envolvido na contracdo induzida por EFS de aortas isoladas de espécies
evolutivamente mais recentes, cobras
peconhentas Crotalus durissus terrificus (cascavel) e Bothrops jararaca (jararaca), ii)
comparar tais resultados com os obtidos anteriormente em jabuti-piranga e cobra-do-
milharal, e iii) investigar o papel do endotélio diante desse estimulo. Adicionalmente,
uma vez que nosso grupo também vem realizando ensaios envolvendo alguns
mamiferos, este trabalho buscou por evidéncias acerca da producao de catecolaminas
em endotélio humano em tecido de paraganglioma humano. Os anéis isolados de
aorta de cascavéis e jararacas foram contraidos por meio de EFS utilizando diferentes
frequéncias de estimulo (4, 8 e 16 Hz) na presenca e auséncia de agentes
simpatoliticos (fentolamina e guanetidina) e o bloqueador de canais de sédio voltagem
dependente tetrodotoxina (TTX), assim como em anéis aoérticos com endotélio intacto
ou removido. Foram também realizadas andlises de imuno-histoquimica na aorta
dessas espécies e no endotélio humano a fim de investigara expressao
da tirosina hidroxilase (TH), uma enzima essencial na sintese de catecolaminas,
e da proteina S100, um marcador neural. A contracdo induzida por EFS dos anéis de
aorta isolados de cascavel ou jararaca foi dependente da frequéncia e da presenca de
endotélio, uma vez que em anéis ausentes de endotélio a contragdo se demonstrou
reduzida. Na presenca de guanetidina e fentolamina essa contragao induzida por
EFS foi reduzida ou abolida, porém, na presenca de TTX, ndo houve diferenca
significativa nas contragbes em todas as frequéncias. Andlises de imuno-

histoquimica revelaram a expressdo de TH exclusivamente no endotélio dessas



aortas, porém nao foi observada a expressao de proteina S100. De forma semelhante,
endotélio no tecido de paraganglioma humano revelou TH enquanto as células
neoplasicas apresentavam a expressdao de ambos TH e S100. Nossos resultados
sugerem que, a contracdo estimulada em anéis de aorta de cascavel e jararaca,
apresenta a liberacdo de catecolamina é mediada pelo endotélio sem envolvimento de
nervos simpaticos. Demonstramos também a express@o de TH no endotélio humano,

sugerindo uma funcao de sintese de catecolaminas nesse tecido.

Palavras-chave: Catecolaminas, 6xido nitrico, aorta, répteis, endotélio.



ABSTRACT

Comparative physiology studies are fundamental for understanding evolutionary
relationships between species, such as physiological processes and functions of
different species, adaptations, evolutionary gains and losses. Previously, our group
have showed that,in isolated ring from aorta of evolutionarily the ancient
species Chelonoidis carbonaria (jabuti-piranga) and Pantherophis guttatus (corn
snake), the aortae contraction induced by electrical field stimulation (EFS) is mediated
by catecholamines released by the endothelium without the influence of adrenergic
nerves, unlike the classical mechanism seen in the vascular system of mammals, in
which, when adrenergic nerves are inhibited, there is a
reduction or a abolishment of the vessel contractile response. This study aimed to i)
explore the mechanism involved in EFS evoked contraction of aortae isolated from the
venomous snakes Crotalus durissus terrificus (rattlesnake) and Bothrops jararaca
(jararaca); ii) compare these results with those obtained in more ancient reptile species
as jabuti-piranga and corn snake, and iii) investigate the role of endothelium in EFS-
induced aortae contraction. Additionally, as our group has been also studying
the endothelium-derived catecholamine release in some mammals, we evaluated of
endothelial catecholamine production in human endothelium of a paraganglioma
biopsy. Aortic rings isolated by rattlesnakes and jararacas were contracted by the EFS
in a frequency-dependent manner (4, 8 and 16 Hz), in the presence and absence of
sympatholytic agents (phentolamine and guanethidine) and the voltage-gated sodium
channel blocker tetrodotoxin (TTX),as well as in aortae with intact or
removed endothelium. Immunohistochemistry analysis were performed in the aorta of
these species and in the human endothelium in order to investigate the expression of
tyrosine hydroxylase (TH), an enzyme essential in the detection of catecholamines,
and protein S100, a neural marker. The EFS-evoked contractions of rattlesnake and
jararaca aortae were frequency-but also endothelium-dependent once the rings
contractions were reduced in the absence ofendothelium. When incubated
with guanethidine and phentolamine, the contractions were reduced or abolished,
however, in the presence of TTX, there was no significant difference in aortae
contraction. Immunohistochemistry analyses has revealed that the expression of TH
was exclusive to the endothelium of the snake's aorta and the S100 protein expression
was not observed. Likewise, the endothelium of human paraganglioma tissue only

expressed TH, while neoplastic cells expressed both TH and S100 in neoplastic



cells. Our results suggest that, the contraction stimulated by EFS in aortic rings from
rattlesnake and jararaca, is mediated by release of catecholamine from the without
involvement of sympathetic nerves. We also demonstrate the expression of TH in the

human endothelium, suggesting a catecholamine synthesis function in this tissue.

Keywords: Catecholamines, nitric oxide, aorta, reptiles, endothelium.



LISTA DE REAGENTES E FORNECEDORES

Acetilcolina, Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA)

Guanetidina, Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA)

Fentolamina, Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA)

Nitroprussiato de sodio, Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA)
Tetrodotoxina, Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA)

Novo link kit, Novocastra/Leica Biosystems (Newcastle, Inglaterra, Reino
Unido)

Anticorpo coelho anti-TH, Abcam (Cambridge, MA, EUA)
Anticorpo galinha anti-TH, Abcam (Cambridge, MA, EUA)
Anticorpo cabra anti-galinha IgG, Abcam (Cambridge, MA, EUA)
Anticorpo coelho anti-cabra IgG, Abcam (Cambridge, MA, EUA)



LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Biossintese de catecolaminas por neurénios pré-ganglionares
NA VAaSCUIATUNA. . ... sssnnnnnne 20

Figura 02. Acao da noradrenalina no sistema vascular............................. 21

Figura 03. Principais fatores de contracao derivadas do endotélio e seus
FeSPECtiVOS reCEPIOreS. . .....oooiiiee e 24

Figura 04. Classificacao dos aminiotas conforme as fenestracoes

temporais Cranianas. ...ttt 27
Figura 05. Linha do tempo e filogenia dos aminiotos........................c........ 28
Figura 06. Linha do tempo e filogenia das serpentes. ...............ccccccuunnnes 30
Figura 07. Filograma das relacoes filogenética dos mamiferos. .............. 31
Figura 08. Linha do tempo e filogenia dos primatas. .....................ocne 33

Figura 09. llustracéo da leitura com uso do kit Novolink™. ...................... 43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AC, adenil ciclase

AMPc, monofosfato ciclico de adenosina
Ang |, angiotensina |

Ang ll, angiotensina Il

ATP, adenosina trifosfato

BH4, tetraidrobiopterina

CI, cloreto

COMT, catecol o-metiltransferase

DAC, diacilglicerol

DBH, dopamina B-hidroxilase

DDC, dopa descarboxilase

Dopa, dihidroxifenilalanina

ECA, enzima conversora de angiotensina
eNOS, d6xido nitrico sintase endotelial
ET-1, endotelina-1

FAD, dinucleétideo de flavina e adenina
FNMT, feniletanolamina n-metiltransferase
GMPc, monofosfato ciclico de guanosina
Hz, hertz

M.a., milhdes de anos

MAO, Monoamina oxidase

Na*, sodio

NET, transportador de noradrenalina
NO, 6xido nitrico

NOR, noradrenalina

O2-, anion superoxido
ONOO-,peroxinitrito

PDG2, prostaglandina D2

PGE2, prostaglandina E2

PGF2, prostaglandina F2



PGI2, prostaciclina

PLA C, fosfolipase C

IP3, inositol trifosfato

SNP, nitroprussiato de sédio

Tir, Tirosina

TH, Tirosina Hidroxilase

TP, receptores prostanoides e tromboxano
TXA2, tromboxano A2

VMAT, transportador de monoamina vesicular



SUMARIO

INTRODUGAO........coiuieeeeeeteeeee ettt aen et en e aeann e aeseas 19
1.1 Aspectos gerais das catecolaminas..........ccoooeeeeeiiiiiiiiiee e 19
1.1.1 Biossintese de Catecolaminas...........coooiiiiiiiiiiieiiiiisieeeeee e 19

1.1.2 Armazenamento e metabolismo das catecolaminas.................... 20

1.1.3 Vias alternativas de sintese de catecolaminas ............cccccceeeeenen. 22
L2 =13 To [0 =Y o TS 23
1.3 A importancia dos estudos comparativos..........ccceeeveriiivireeeeeeeennnns 25
1.4 Dos répteis a0S NUMANOS ........cuuiiiiiiiiiiiiiie e 26

1.4.1 EVOlUGA0 dOS rePLEIS. ..ceviiei i 28

1.4.2 EVOlUGAO0 dOS MamMIferoS ...ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
1.5  Sistema vascular em diferentes eSpecies.......cccccevvviviiiiiiiineeeeennns 34
1.6 Justificativa e ReleVancia.............cooviiiiiiiiii e 37
OBUETIVOS . ...ttt e et e e s s e e e ennaaeenneas 38
2.1 ODJELIVO QEral...eeeeeiiiee e 38
2.2  ODbjetivos eSPECITICOS ......uuueiiiiieiiee e 38
MATERIAIS E METODOS ...t 40
3.1 Animais de experimentaCan..........oouiuuiiriieiiee e 40
3.2 Tecido de paraganglioma humano..........ccccceeeeiiiiiiiiieieeee e 40
3.3 Preparacao das aortas de cobras..........ccccuveeeeeeieiiiiiiiiiiens 40

3.3.1 Analise fuNCIONAl........cooiiiieiiieeeeee e 41
3.4 IMuNO-hiStOQUIMICA.......cieieiiieee e 42

3.5 ANAISE B aATOS - o 44



4. RESULTADO ... .ot 45

5. DISCUSSAOD ..o e e e e 55
B. CONCLUSAOD ... oo ee e e e e e e ee e e eee s 60
7. REFERENCIAS ... 61

APENDICES . ..o e e, 72



19

1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das catecolaminas

Catecolaminas possuem fungdes de neurotransmissores e/ou hormonios
presentes tanto no sistema nervoso central quanto no sistema nervoso
periférico. Elas possuem uma gama de atividades, podendo exercer diferentes
funcdes dependendo do érgao-alvo e dos receptores disponiveis [1].

Originalmente propostas como responsaveis pelos mecanismos de “fuga e
luta”, elas podem ativar processos fisiologicos e comportamentais a fim de
facilitar a superacao ao estresse [2], entretanto, também regulam a atividade de
determinados tecidos em situacdes ndo emergenciais dissertadas a seguir.

Tal classe de mensageiros € composta pela dopamina (DA), noradrenalina
(NOR, também conhecida como norepinefrina) e adrenalina (ADR, também
chamada de epinefrina).

1.1.1 Biossintese de Catecolaminas

Dopamina, noradrenalina e adrenalina sao estruturas moleculares ativas
que agem como neurotransmissores € hormdénios, sendo essencial para a
homeostase do sistema nervoso auténomo. Também conhecidas como
catecolaminas, essas moléculas sdo quimicamente compostas pela juncéo de
um Catecol (anel benzénico e duas hidroxilas) e uma amina (NHz) [3,4].

Na via classica o processo de biossintese de catecolaminas é regulado
através de niveis plasmaticos do aminoacido tirosina (Tir), € hidroxilada pela
tirosina hidroxilase (TH) com o co-fator tetrahidrobiopterina (BH4) em
dihidroxifenilalanina (dopa). ApOs esse processo, a dopa descarboxilase
(DDC), na presenca de vitamina B6, age na dopa formando assim dopamina. A
dopamina por sua vez pode ser liberada para corrente sanguinea ou estocadas

nas vesiculas sinpticas; ainda, nas vesiculas sinapticas, podem ser
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hidroxiladas em noradrenalina (NOR) pela dopamina B-hidroxilase (DBH)
juntamente com a vitamina C como co-fator [1,5] (Figura 1).

Todo o processo de biossintese de catecolaminas ocorre classicamente em
nervos adrenérgicos e na medula adrenal, entretanto na medula adrenal, a
NOR pode ainda ser metilada pela feniletanolamina n-metiltransferase (FNMT),
usando como co-fator S-adenosilmetionina, e armazenadas nas vesiculas de

cromafim [5].

; Transportador de Noradrenalina

’ qu/f\’ @ Catecol-O-Metil Transferase
Tirosina
_" _Tirosina hidroxilase l p
A - »oD/\‘)oLm \‘ Monoamina oxidase

NH;
e Dopa
1 Dopa descarboxilase
Vit. B6

DOD/\,M
HO'
Dopa p-hidroxilas, Dopamina
Vit. C 1
H NH; . .
NOR ~er Nervos adrenérgicos
% 55

MA({‘ Noradrenalina NOR

NOR

ot \or NOR

Musculatura lisa
vascular

Figura 01. Biossintese de catecolaminas por neurénios pos-ganglionares na vasculatura.
Tir = tirosina; DA= dopamina; NOR= noradrenalina; COMT= Catecol O-Metiltransferase; MAO=
monoamino oxidases. Créditos ao autor.

1.1.2 Armazenamento e metabolismo das catecolaminas

A neurotransmissdo mediada por NOR ocorre pela despolarizacao do
neurdnio simpatico pdés-ganglionar. Esse processo se inicia pela abertura dos
canais de sodio dependentes de voltagem neuronais resultando em potenciais

de acado nervosos que sao conduzidos ao longo do axénio [4]. Quando tal



21

despolarizacao atinge o terminal nervoso, ocorre a abertura de canais de calcio
dependentes de voltagem e, consequentemente, o influxo de calcio para o
citosol culminando na fusdo das vesiculas com a membrana plasmatica pré-
sinaptica (exocitose) e liberacdo de NOR, estocadas nas vesiculas sinapticas,
para fenda sinaptica[4]. Na fenda sindptica a NOR pode se ligar aos seus
respectivos receptores dependendo do 6rgédo efetor, na musculatura lisa do
vaso ilustrado na Figura 2. A NOR pode ainda ser metabolizada pela enzima
Catecol O-metiltransferase (COMT), que age catalisando a transferéncia do
grupo metil da s-adenosilmetionina para hidroxila do grupamento catecol [3].

Na membrana pré-sinaptica do neurbnio noradrenérgicos ha ainda a
presenca do transportador de noradrenalina (NET), que regula os niveis de
noradrenalina na fenda singptica. O NET atua como um transportador
dependente de Na*/ClF que permite a entrada dos neurotransmissores
direcionada pela energia eletroquimica do gradiente intracelular de Na*. Ja no
citosol do neurbnio, as catecolaminas podem também ser desaminadas e
oxidadas pela Monoamina oxidase (MAO), utilizando como co-fator

dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) [3].
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Figura 02. Acao da noradrenalina no sistema vascular. Os receptores adrenérgicos a2 (alfa
2) — sao acoplados a proteina Gi que sua ativacao esta relacionada pela inibicao da adenil
ciclase (AC), consequentemente, diminuindo os niveis de AMPc e calcio intra-neural,
resultando na inibicdo de liberagdo de NOR pelas vesiculas neurais. A ativagao dos receptores
al (alfa 1) esta relacionado com ativacdo da fosfolipase C (PLA C), produzindo, inositol
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAC), aumentando niveis de calcio no citosol da musculatura
lisa, resultando na vasoconstricdo. Ja os receptores B2 (beta 2), sdo acoplados a proteina Gs,
qgue sua ativagdo da adenilato ciclase, causando aumento de AMPc (3°-5" monofosfato de
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adenosina), consequentemente diminuindo os niveis de célcio e causando relaxamento
vascular. Créditos ao autor.

O estoque de catecolaminas pelas vesiculas é influenciado principalmente
pela concentracao desses neurotransmissores no citosol e forca eletroquimica
do meio externo para interno da vesicula [6]. A translocacao de catecolaminas
do citosol para vesicula se da pelos transportadores vesiculares de monoamina
(VMAT), sendo o tipo 2 (VMAT2) predominante no nervo simpatico; esse
transporte tem a caracteristica de ser dependente de Na* e usar como
gradiente de forca H* e ATP [3].

1.1.3 Vias alternativas de sintese de catecolaminas

Além da via classica neuronal anteriormente descrita, a sintese e liberacao
de catecolaminas foram também reportadas em outros tecidos.

Diversos trabalhos mostraram a expressao de TH, DBH e FNMT no coragao
durante embriogénese, anteriormente da formacao de nervos no interior e em
torno do coracdo, sendo um estagio essencial no desenvolvimento cardiaco
[7-10]. Em um estudo onde os ratos foram desnervados quimicamente, foi
reportado que em ventriculo de rato ha sintese de adrenalina e noradrenalina
basalmente, entretanto, apds inducdo de estresse por imobilizacdo dos
animais, os niveis de adrenalina dobraram, como também a enzima
responsavel pela sintese de adrenalina, FNMT [11].

Em adipécitos de artéria mesentérica de rato foi descrita a producao basal
de noradrenalina e adrenalina [12] e em situacéo de estresse, como, exposi¢ao
ao frio agudo (3 hrs) apresentou aumento na sintese e liberagédo de adrenalina
e ao frio crénico (7 e 28 dias) de noradrenalina [13]. Em outra situacdo de
estresse, a imobilizagdo, foi observado aumento de ambas catecolaminas e na
expressao de TH e FNMT estimulada pela imobilizagdo do animal [13,14].

No sistema imune, catecolaminas sdo descritas como importantes
substancias que desempenham funcdes essenciais na modulacao de citocinas
e producao de anticorpos [15]. Em relacdo a producdo de catecolaminas no

sistema imune, foi descrito que ha a sintese basal de catecolamina em
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linfécitos, porém, depende do tipo celular, em células T ha maior producao de
dopamina enquanto nas células B ha maior sintese e liberagdo de

noradrenalina e adrenalina [6].

1.2 Endotélio

O endotélio foi descrito por anos apenas como uma barreira entre a
corrente sanguinea e a musculatura lisa vascular [16,17]. No inicio dos anos
80, experimentos funcionais de aorta de coelhos demonstraram pela primeira
vez o efeito relaxante do endotélio, foi demonstrado que o relaxamento da
musculatura lisa vascular induzido por acetilcolina depende do endotélio e que,
a produgdo de uma substancia até entdo desconhecida e assim nomeada
como fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), possui uma importante
funcdo na relacdo endotélio-relaxamento [18]. Apds a publicagdo deste
trabalho, as células endoteliais se tornaram o maior alvo de estudos
vasculares. Alguns anos depois, o EDRF foi identificado como 6xido nitrico [19]
e entado, endotélio e éxido nitrico se tornaram objetos de estudo de diversos
grupos, que os abordavam aspectos fisioldgicos e patolégicos, como
agregacéao plaquetéria [20,21], inflamacao [22], sepsis [23,24] e outros.

Ainda no inicio dos anos 80, De Mey e Vanhoutte [25,26] mostraram
pela primeira vez que, além de papel no relaxamento, o endotélio tinha uma
funcdo papel importante na contragdo vascular. Com esses estudos, o papel do
endotélio na resposta contratil vascular foi intensamente estudado e fatores de
contracdo derivadas do endotélio como os peptideos vasoconstrictores
(angiotensina I, endothelina-1) e anion superéxido, e liberacdo de metabolitos
contrateis do acido araquidénico (Figura 3) [27-29].
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Figura 03. Principais fatores de contracao derivadas do endotélio e seus respectivos
receptores. A enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em sua forma acoplada sintetiza
oxido nitrico (NO), porém, principalmente em estados patol6gicos, ocorre seu desacoplamento
e a geracdo de anion superoxido (O2-) que ao reagir com o NO, gerar outra espécie reativa
(peroxinitrito; ONOO-) e consequentemente diminui a disponibilidade de NO, assim diminui o
relaxamento basal. O aumento de O2- também estimula a producdo de COX (produto da
formacao de endoperoxidos) que, por sua vez, sofre acdo de enzimas (isomerase ou sintase)
formando o tromboxano A2 (TXA2) e as prostaglandinas E2 (PGEz), D2 (PGDz2), F2 (PGF2) e 12
(PGl2); esses ativam os receptores de tromboxano (TP) e os prostanoides, sdo receptores
acoplados a proteina Gq e consequentemente leva a contragdo vascular mediada pelo
aumento de calcio no citosol. Na membrana endotelial também ha expressdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), responsavel pela conversao da angiotensina 1 (Ang 1) em
angiotensina 2 (Ang 2) que, por sua vez, ativa receptores AT1 na musculatura lisa. A
endotelina-1 (ET-1), potente substancia vasoconstrictora sintetizada pelo endotélio, causa
contracao vascular ao ativar receptores ETa (receptor acoplado a proteina Gq) na musculatura
lisa. Créditos ao autor.

Além da funcdo de contracdo, as catecolaminas desempenham papel
importante no relaxamento de forma endotélio dependente por ativacao de
receptores 32 adrenérgicos pela estimulacao de eNOS [30]. Ja na regulagéo de
angiogénese no endotélio, as catecolaminas tem efeitos distintos, sendo
ativacdo de receptores B2 adrenérgicos tendo efeito de angiogénese,
principalmente pela ativagdo de PKA, estimulando assim, o receptor 2 do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGFr2) [31], enquanto, a ativacao de
receptor D2, tem acdo antiangiogénica, por inibicdo da PKA, induzindo a
endocitose do VEGFr2 [32].
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1.3 A importancia dos estudos comparativos

Desde Charles Darwin, estudos comparativos de espécies e populagcdes
tem sido os mais comuns e produtivos meios de elucidar os processos
evolutivos [33,34]. Dentre os métodos comparativos, a fisiologia comparada
fornece conhecimentos fundamentais sobre os processos fisiologicos e
funcionais dos diversos grupos de animais, assim como a analise das
adaptacbes que levaram esses sistemas organicos a sobreviverem e
prosperarem em ambientes tdo heterogéneos. Em outras palavras, a fisiologia
comparada buscando descobrir relacbes fundamentais entres os organismos
com cunho evolutivo e adaptativo [34].

Em conjunto com outras areas das ciéncias (como a biologia molecular,
bioquimica e farmacologia) e adotando inUmeras estratégias, tais estudos
permitem rastrear a evolucao dos organismos e suas estruturas unicas gerando
informacgdes sobre a forma com que grupos de organismos resolveram seus
problemas adaptativos e sobre como uma determinada estrutura em diferentes
organismos resolvem o mesmo problema de homeostase. Portanto, a fisiologia
comparada tem como esséncia nos relembrar continuamente que todas as
fungdes fisiolégicas sao produtos da evolugéo, logo, esses caracteres nao sao
estaveis ao longo do tempo e estdo continuamente suscetiveis a modificacbes
[35].

Nas ciéncias basicas, &€ comum se compartilhar do conceito do “Principio
de Krogh”, que afirma que para cada processo bioldgico existe uma espécie
animal adequada para seu estudo; esse conceito levou a ampliagdo dos
estudos em diferentes espécies afim de se elucidar as funcdes fisioldgicas
conservadas e divergentes ao longo da evolugao [36].

Nas ciéncias médicas, é emergente 0 campo da medicina evolucionaria
(também conhecida como medicina Darwiniana), que aplica os conhecimentos
de evolugédo para investigar a fisiologia e patologia humana de uma forma mais
ampla; tal campo pretende n&o apenas estudar a etiologia das doengas, mas
também a origem bioldgica inicial dessas condi¢des patoldgicas [37], uma vez
que os processos fisioldgicos foram modelados a partir de sele¢des naturais e
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sexuais, consanguinidade, mutacdes, fluxo génico, entre outros fatores
evolutivos [38].

De modo geral, as espécies envolvidas em estudos comparativos sédo
selecionadas a partir de um numero de motivos que incluem conveniéncia
(disponibilidade da espécime ou a existéncia de uma literatura a ser utilizada
como base), a possessdo de um trago biolégico de interesse, a adaptacéo a
um ambiente extremo ou caracteristicas que o facam interessantes para o

estudo de um determinado processo biologico [39,40].

1.4 Dos répteis aos humanos

Os aminiotas se classificam como todos os animais vertebrados tetrapodes
cujos embrides sdao envoltos por uma membrana amniética formando uma
cavidade preenchida por fluidos. Incluem-se nesse grupo os mamiferos, répteis
e as aves atuais que hoje correspondem a mais de 23 mil espécies “nao
extintas” descritas [41]. Embora os resultados filogenéticos ainda sao
conflitantes e as datacdes variaveis (especialmente apds revelacbes que
ocorreram com o advento dos estudos moleculares), € virtualmente aceito que
a partir do aminiota inicial surgiram i) os sindpsidas (atuais mamiferos) e i) os
sauropsidas, que incluem os didpsidos (atuais tuatara, lagartos, cobras,
crocodilos, incluindo aves) e anapsidos (atuais tartarugas, cagados e jabutis),
diferenciados conforme o nimero de aberturas no cranio [41] (Figura 04).
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Figura 04. Classificacdo dos aminiotas conforme as fenestracdes temporais cranianas.
Note que as cavidades nasais e orbitais sdo comuns a todos os grupos, entretanto, anapsidos
ndo possuem fenestra temporal. Por outro lado, sinapsidos possuem uma fenestra temporal
enquanto diapsidos possuem duas fenestras. llustragdo baseada em Martin (2002) [42].
Créditos a Collaco, R.C.

O ancestral comum aminiota data o periodo carbonifero a 350 a 300 M.a.
(representado pelo numero 1, Figura 05). Seu surgimento é precedido por sua
dicotomia em sinapsidas (mamiferos) e o ancestral comum dos saurdpsidas
(representado pelo numero 2, Figura 05) entre o final do periodo Carbonifero e
o Permiano médio (330 - 275 M.a.) [41,43].

Os sauropsidas por sua vez se divergiram inicialmente no ancestral comum
dos Lepidossauros (tuatara, lagartos e cobras) e no ancestral dos archosauros
(crocodilos e aves) e testudines (tartarugas). Por um lado, o ancestral dos
Lepidossauros (representado pelo numero 3, Figura 05) se divergiu em
Squamatos (lagartos e cobras) e Nodontideos (tuatara) a 300 - 256 M.a., ainda
no periodo permiano. Por outro lado ocorreu a origem das tartarugas no inicio
do Triassico a 265 - 231 M.a. (representado pelo numero 4, Figura 05), assim
como a divergéncia da divisao ave-crocodilos aos 245 - 219 M.a. no final do

triassico (representado pelo numero 5, Figura 05) [41,43].



28

Mammalia (mamiferos)

1 Sphenodontia (tuatara)
Squamata (cobras e lagartos)
2 Testudines (tartarugas, jabutis e cagados)
4 Crocodylia (jacarés, crocodilos e gaviais)
Aves
Periodo|Carbonifero| Permiano Jurassico| Cretaceo .
Cenozoico
Era Paleozoico Mesozoico
360 299 251 200 146 66 0Ma.

Figura 05. Linha do tempo e filogenia dos aminiotos. Aminiotos iniciais (nUmero 1) foram
divergidos em: um grupo que chegaram aos mamiferos atuais com o passar dos milhdes de
anos de evolugdo, e um segundo grupo (nimero 2) que deu origem aos répteis e aves atuais.
Esse segundo grupo por sua vez se divergiu entre i) o ancestral comum das tuataras, cobras e
lagartos atuais (nimero 3) e ii) do ancestral comum (ndmero 4) de queldnios atuais
(Testudines) e do nuamero 5, ancestral comum de aves e crocodilianos atuais (Crocodylia).
M.a.: Milhdes de anos atras. Créditos a Collaco, R.C.

1.4.1 Evolucéo dos répteis

A cerca de 330 a 275 M.a. houve o registro do ancestral comum entre
mamiferos e Saurdpsidas. Esse udltimo grupo  se divergiu entre os
Lepidosauros (tuatara e os membros da ordem Squamata a compreender
lagartos e cobras) a aproximadamente 269 M.a., e o grupo que originaria os
Archosauros (crocodilos e aves) e Testudines (tartarugas) [41,43,44]; embora a
posicao filogenética das tartarugas dentre os aminiotos e a datacdo dos seus
ancestrais permanecem em constante discuss&o, estima-se que os ancestrais
das maiores linhagens de tartarugas existentes, ou seja, as subordens
Pleurodira (cuja retracdo do pescoco para dentro do casco € lateral) e
Cryptodira (cuja retracao da cabeca acompanha a linha da coluna vertebral e
permite que o pescoco se abrigue no interior do casco), datam de 207 a 104
M.a.[43].

Répteis escamados (ordem Squamata) se separaram dos Nodontideos
(atual tuatara) em algum momento entre o Permiano e o Triassico [41,43,44],
sendo que o seu fossil mais antigo encontrado data 257 M.a. [44]. Essa longa

histéria evolutiva os tornaram o grupo mais diversificado dentre os répteis
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modernos: inclui mais de 10 mil espécies descritas [45] distribuidas entre as
subordens Ophidia (cobras) e Lacertilia (lagartos e anfisbenas).

Acredita-se que os ofidios surgiram a pelo menos 120 M.a. durante o
periodo Cretaceo [46] e, dentre 0os grupos mais antigos, encontram-se diversas
familias das popularmente conhecidas como “cobras-cegas” como
Leptotyphlopidae, Gerrhopilidae e Typhlopidae, cujos ancestrais datam 120 a
107 M.a. Porém, cré-se que o maior desenvolvimento evolutivo das cobras foi
no periodo Cenozdico, apds a ultima extingdo em massa conhecida como a
extincao do Cretaceo-Paleogeno (K-Pg), que ocorreu entre 66 e 65 M.a.

Grandes cobras constritoras se divergiram dos demais grupos (como cobras
peconhentas e colubrideos) a 87 a 86 M.a., entretanto, Pitons (familia
Pythonidae) datam apenas entre 36 e 33 M.a. enquanto as Boas (familias
Boinae e Erycinae) datam entre 54 - 40 M.a. [46,47]. Paralelamente as grandes
cobras constritoras ndo venenosas, a histéria evolutiva dos demais grupos
prosseguiu, de forma originar as cobras peconhentas, as cobras venenosas e
demais colubrideos hoje conhecidos.

De forma condensada, viperideos se divergiram dos demais grupos entre
62 - 56 M.a., entretanto, o aparecimento dos crotalineos (familia Crotalinae)
como Bothrops jararaca e Crotalus durissus data 38 - 37 M.a. Em paralelo,
anos de evolucdo e diversas divergéncias seguiram e outros importantes
grupos de serpentes emergiam como é o caso dos i) elapideos (familia
Elapidae) como as Naja sp. e as Micrurus sp. (ultimas sendo popularmente
conhecidas como cobras-corais) que datam 45 - 38 M.a; e dos ii) colubrineos
(Familia Colubrinae) como a Spilotes sp., (caninana), e a Pantherophis sp.
(cobras do milharal) que datam 44 - 41 M.a. [46—48] (Figura 06).
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Figura 06. Linha do tempo e filogenia das serpentes. Embora o ancestral féssil mais antigo
encontrado data 120 milhdes de anos atras (M.a.), o maior desenvolvimento evolutivo desse
grupo foi apos extingdo Cretaceo-Paleogeno (K-Pg). Estima-se que a familia das pitons
(Phythonidae) surgiu a ~33 M.a., enquanto das boas (Boidae) a ~45 M.a., divergindo em boas
verdadeiras (Boinae) e boas de ambientes arenosos do mundo velho (Erycinae) a ~40 M.a.; por
outro lado, acredita-se que viperideos (familia Viperidae) surgiram a ~42 M.a. enquanto os
crotalineos (Crotalinae, destacada em vermelho, de onde pertencem as espécies utilizadas
neste trabalho) surgiram a 37 M.a.; ja as familias Lamprophiidae, Elapidae e Colubridae datam
~48, ~44 e ~49 M.a., respectivamente. llustracdo baseada em Zheng e Wiens (2016)[47],
Harrington e Reeder (2017)[46] e Uetz (2020b)[48]. P1: Pleistoceno; P2: Plioceno. Créditos a
Collaco, R.C.

1.4.2 Evolucao dos mamiferos

Mamiferos ocupam uma diversidade de ninhos ecolégicos e apresentam
uma imensa diversidade fenotipica e adaptacdes ecoldgicas. Atualmente, as
aproximadamente 6400 espécies de mamiferos “ndo extintos” descritas estao
divididas em 2 subclasses: i) Prototheria, que abrange ornitorrincos e equidnias
(mamiferos que botam ovos) e abriga apenas a ordem Monotremata; e ii)
Theria, que inclui as infraclasses Marsupialia (marsupiais) e Placentalia
(mamiferos placentarios) [49].

Muitas outras questdes acerca da histoéria evolutiva dos mamiferos
permanecem rodeadas de constante debates [50], especialmente quando se

refere as divergéncias nas datas para o surgimento dos grupos, ou ainda se a
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evolugdo dos mamiferos teve inicio antes ou apenas ap6s a extingdo do
Cretaceo-Paleogeno (K-Pg) [51]. Entretanto, existe um nivel de concordancia
maior em questdes relacionadas as relacdes filogenéticas entre as familias
(Figura 07).

Equidnas e ornitorrincos Monotremata
Gambas

Diabos-da-Tasmania T
Vombates e Coalas Marsuplalla
Cangurus

Ourigos e toupeiras

Pangolins

Felinos

Suricatos e hienas

Guaxinins, quatis e mustelideos
Ursideos

Focas e lobos-marinhos
Canideos

Morcegos
Rinocerontes e antas
Equinos

Camelos

Suideos

Bovideos, cervos e girafas

Hipopétamos

Getaceos Placentalia

Lagomorfos

Esquilos

Castores e marmotas
Pacas, capivaras e cobaias
Murideos

Primatas hominideos
Demais primatas
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Tatus
Bichos-preguica
Tamunduas

Peixes-bois
Elefantes
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Figura 07. Filograma das relacoes filogenética dos mamiferos. A classe Mammalia se
divide nas subclasses Prototheria (cuja Unica ordem vivente é a Monotremata), e Theria, que
inclui as infraclasses Marsupialia e Placentalia. Esta imagem foi baseada Meredith et al.
(2011)[52] e O'Leary et al. (2013)[53] e as posigdes filogenéticas estdo em concordancia nos
dois trabalhos, exceto pelo clado Glires (indicado com circulo vermelho e) que neste caso, foi
adotada a relagdo mais recente reportada. Note: esta arvore ndo se encontra em escala de
tempo. Créditos a Collago, R.C.
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Mamiferos sempre foram alvo de grande interesse tanto por sua ampla
diversidade biolégica e sucesso evolutivo, mas também por fazermos parte de
tal grupo. A taxonomia dos primatas ja foi fruto de diversas revisées, entretanto,
estudos sugerem que géneros de primatas “néo extintos” se originaram de um
ancestral comum que data aproximadamente entre 93 -70 M.a. [54,55].

Acredita-se que expansao dos primatas ocorreu durante o Eoceno
(segunda época da era Cenozdbica) resultando nas principais linhagens
existentes a compreender i) subordem Strepsirrhini, que inclui as infra-ordens
Lorisiformes (dos galagos e loris), Chiromyiformes (0 aie-aies) e o0s
Lemuriformes (Iémures), ii) os Tarsiiformes (inclui os tarsios) e iii) os
Simiiformes, composto pelas infra-ordens Platyrrhini (que inclui os primatas do
“Novo mundo” como saguis, micos, bugios e macacos-aranha), e Catarrhini
que corresponde as familias Cercopithecoidea (primatas do “Velho mundo”
como babuinos e mandris) e Hominoidea (gibdes, orangotangos, gorilas,
chimpanzés, bonobos e humanos) [55].

Em relacdo aos primatas simiiformes, estudos apontam que Platyrrhini e
Catarrhini se divergiram a aproximadamente 46-42 M.a. Ja dentro da
Catarrhini, os primatas do “velho” mundo se divergiram dos hominoides a 32-31
M.a. Hominideos por sua vez, se separaram de orangotangos entre 18e 15
M.a. e posteriormente divergiram em i) gorilas (~9-8 M.a.) e ii) humanos e
chimpanzeés (~7-6 M.a.) [54-56] (Figura 08).
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Figura 08. Linha do tempo e filogenia dos primatas. Alguns estudos sugerem que o primeiro
ancestral comum dos primatas surgiu antes da extingdo Cretaceo-Paleogeno (K-Pg), e este se
divergiu inicialmente em na subordem Strepsirrhini (Lémures) e posteriormente nos
Tarsiiformes (ndo mostrado na ilustracdao). Na sequéncia houve o aparecimento dos

Simiiformes, com a divergéncia de Platyrrhini e Catarrhini a ~44 Milhdes de anos atras (M.a.). E
importante notar que o ancestral comum da tribo Hominini, que inclui humanos (Homo sp.),
chimpanzés e bonobos (Pan sp.). llustracdo baseada em Steiper e Young (2006)[54] e
Finstermeier et al. (2013)[56]. P1: Pleistoceno; P2: Plioceno. Créditos a Collago, R.C.

Quanto ao surgimento e disseminagao global dos Homo sapiens em si,
uma das espécies utilizadas nesse estudo, a maioria dos especialistas
concordam que os Homo sapiens (H. Sapiens) evoluiram exclusivamente na
Africa e se espalharam ao longo da Eurasia [57]. Porém, o local e época exata
para essa emergéncia permanece discordante: ndo se sabe ao certo se a
morfologia atual dos H. sapiens evoluiu rapidamente ao longo dos ultimos 200
mil anos a partir dos primeiros espécimes de humanos modernos, ou se evoluiu

gradativamente nos ultimos 400 mil anos [58-60].
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1.5 Sistema vascular em diferentes espécies

Diversas caracteristicas cardiovasculares foram avaliadas em diferentes
espécies com intuito de comparar os mecanismos fisioldégicos e entender as
adaptacdes ocorridas ao longo da historia evolutiva que compreende em
milhées de anos. Embora répteis e mamiferos tenham divergido de ancestrais
comuns (como ilustrado na Fig 5), anos de evolugcdo permitiram que grande
parte dos mamiferos se tornassem endotérmicos e, devido ao aumento na
demanda do consumo de oxigénio, desenvolvessem  sistemas
cardiorrespiratério complexos [61].

Como citado acima (ver subitem 1.2) o 6xido nitrico (NO) foi descrito pela
primeira vez no inicio dos anos 80 ap6s estudos em aorta de coelho [18]
Porém, embora tenha sido extensamente estudado em mamiferos, alguns
trabalhos mostraram a presenca da enzima que sintetiza NO (éxido nitrico
sintase, NOS) em animais mais antigos, como lagartos [62], tartarugas [63,64],
cobras peconhentas [65,66] e peixe [67]. Interessantemente, um estudo
realizado utilizando a aorta do peixe Anguilla australis (Enguia austral) revelou,
por analise de imuno-histoquimica, a expressao de oxido nitrico sintase neural
(nNOS) entre a musculatura lisa e camada adventicia, entretanto, ndo ha a
expressao de eNOS no endotélio, sugerindo que o NO que contribui para
manuteng¢ao do tdnus vascular tem origem neural [68]. Esses dados sugerem
que o NO é um mediador presente em animais mais antigos, porém, podem ter
ocorridos ganhos e perdas evolutivas em sua via de sintese e/ou mecanismo
de acao.

Diferentes respostas estudadas em diversas espécies parecem ser
mediadas por agentes contrateis. Em anéis isolados de aorta de Rana
catesbeiana (anfibio popularmente conhecido como ra-touro-americana) e
Salmo gairdneri (peixe conhecido como truta-arco-iris), a histamina néo
apresentou nenhum efeito contratil enquanto, ao estimulado com NOR, apenas
anéis aodrticos de truta ndo exibiram efeito de contracao [69]. Tais resultados
diferem dos mamiferos, uma vez que esses agonistas causam consideravel

contragdo da musculatura lisa vascular [70].
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De forma interessante, foi visto que, em Pseudemys scripta (cagado-da-
orelha-vermelha), o aumento do ténus parassimpatico promove o aumento da
resisténcia pulmonar vascular [71], ao invés de sua diminuicdo como é visto
classicamente em mamiferos [72].

Nosso grupo mostrou anteriormente, em espécie mais recente
evolutivamente como a Crotalus durissus terrificus (cobra pegonhenta
popularmente conhecida como cascavel), a contracdo do corpo cavernoso
induzida por estimulo elétrico de campo é mediada por catecolaminas de
origem nao-neural e parece ter envolvimento de canais de sddio dependentes
de voltagem resistentes a tetrodotoxina (TTX; um bloqueador de certos tipos de
canais de sédio dependente de voltagem); essa caracteristica ndo é vista em
mamiferos pois a TTX abole a contracdo do corpo cavernoso induzida por
estimulo elétrico de campo [75].

J& em espécies mais antigas evolutivamente como Chelonoidis carbonaria
(tartaruga conhecida popularmente como jabuti-piranga), a contracao induzida
por estimulo elétrico de campo de aorta é dependente de fator adrenérgico,
porém, tais catecolaminas ndo sdo de origem neural e sim originadas do
endotélio vascular [73]. Similar resultados foram obtidos em aorta de
Pantherophis guttatus (colubrideo constritor conhecido como cobra-do-
milharal): a fonte de catecolaminas responsaveis pela contragdo vascular
induzida por estimulo elétrico de campo é exclusivamente endotelial [74].
Esses resultados mostram que, em espécies mais antigas, o endotélio tem
capacidade de liberar catecolaminas e tem papel fundamental no ténus
vascular.

Cobras peconhentas sdo poucos milhdes anos mais recentes
evolutivamente que os colubrideos (como a cobra-do-milharal) e boas
brasileiras (como a Boa constrictor, popularmente conhecida como jibdia),
ambos de habitos constritores [75], porém, todos esses grupos evoluiram de
forma paralela e independente, uma vez que dividiram o mesmo ancestral
comum a muitos milhdes de anos atras.

Levando em consideracao i) os dados acerca da producdo endotelial de
catecolaminas em espécies mais antigas evolutivamente, ii) a inexisténcia de
trabalhos demonstrando o mecanismo contratil induzido por estimulo de campo

elétrico e funcao endotelial na producéo de catecolaminas em leitos vasculares
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de animais mais recentes evolutivamente, e iii) a importancia de estudos
comparativos em animais com historia evolutiva distinta, esse trabalho foi
realizado envolvendo duas cobras peconhentas brasileiras a compreender
Crotalus durissus terrificus (cascavel) e Bothrops jararaca (jararaca) como
modelo experimental. Além disso, iniciou-se aqui a abertura um novo capitulo
no estudo da origem endotelial das catecolaminas: utilizando tecido de
paraganglioma humano e técnicas de imunohistoquimica, verificou-se a
existéncia de evidéncias que possam sugerir a producao de catecolaminas pelo

endotélio de humanos.
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1.6 Justificativa e Relevancia

Na intencdo de se estudar os processos fisioldgicos, buscar novos
mecanismos, encontrar tragcos em comum e se abrir um leque para novas
terapéuticas, nosso grupo é voltado a investigacao da fisiologia e farmacologia
cardiovascular e geniturinaria por meio de estudos comparativos utilizando
diversos grupos de mamiferos e répteis, estando este trabalho incluido neste
meio. Embora haja um grande empenho para o estudo da fisiologia vascular
em mamiferos, tendo em vista a proximidade aos primatas humanos, trabalhos
de fisiologia comparada envolvendo animais ndao mamiferos sao de
fundamental importancia para elucidar as relagées evolutivas entre as
espécies, como ganhos e perdas evolutivas.

Acreditamos que a compreensdo da fisiologia vascular e papel do
endotélio em répteis mais recentes (como é o caso das cobras peconhentas
Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca) ajudard a entender o
mecanismo de produgédo de catecolamina na regulacdo contratil. Esse estudo
também permitira a comparacdo desse mecanismo e de sua funcionalidade
entre essas espécies e outras, milhdes de anos mais antigas evolutivamente e
ja estudadas pelo nosso grupo. Além disso, iniciamos um novo capitulo na
investigacdo da producédo endotelial de catecolaminas ao expandirmos o

estudo para humanos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a contragdo induzida por estimulo
elétrico de campo em anéis de aorta isolados de Crotalus durissus terrificus (C.
d. terrificus; popularmente conhecida como cascavel) e Bothrops jararaca (B.
jararaca; conhecida como jararaca). Também buscamos entender o potencial
papel do endotélio na producao de catecolamina nas espécies acima citadas e

em tecido humano.

2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar a contracdo induzida por estimulo elétrico de campo, por
meio de curva frequéncia-resposta, de anéis de aorta isolados de C.d.
terrificus e B. jararaca;

o Entender a importancia adrenérgica na contracao induzida por estimulo
elétrico de campo de anéis de aorta isolados das duas espécies
estudadas por meio do uso de drogas simpatoliticas;

o Avaliar se ha a influéncia neural na contragdo induzida por estimulo
elétrico de campo através do uso de bloqueador de canais de sodio
dependentes de voltagem neuronais e por ensaios de imuno-
histoquimica (utilizando o marcador neural da proteina S100), nas duas
espécies estudadas.

o Investigar o papel do endotélio na contragcdo induzida por estimulo
elétrico de campo em anéis de aorta isolados de Crotalus durissus
terrificus e Bothrops jararaca;
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o Avaliar a presenga da enzima Tirosina Hidroxilase no endotélio das
cobras pegonhentas estudadas e no endotélio de tecido humano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais de experimentacao

Foram utilizadas Crotalus durissus terrificus (cascavéis, pesando entre 400
a 750g) provenientes do serpentario da Universidade do Vale do Paraiba
(UNIVAP, Séao José dos Campos, SP) e Bothrops jararaca (jararacas, pesando
entre 300 a 4509), provenientes do Instituto Butantd (Sao Paulo, SP). Este
trabalho é autorizado pelo Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade (Sisbio: 18020-1 e 20988-5) e todos experimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNICAMP
(CEUA/UNICAMP: 1655-1 e 4722-1).

3.2 Tecido de paraganglioma humano

A peca foi coletada em 2013 da regido cervical de uma paciente, mulher, de
41 anos. O tumor foi clinicamente e histologicamente classificado como
benigno e medindo 4,5x3,5 cm. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da UNICAMP (Protocolo: 1171/2011).

3.3 Preparacao das aortas de cobras

Espécimes de Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca foram
eutanasiados sob anestesia por isoflurano (atmosfera saturada; via inalatéria)
seguida por administracdo de quetamina (70mg/kg; via intracelomatica), e
posteriormente decapitados. Apds a eutanasia, a aorta foi cuidadosamente
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dissecada e imediatamente imersa em solucdo Krebs-Henseleit (composicao
em mM: NaCl 118; KCI 4,7; CaClz 2,5; MgSO4 1,2; NaHCOs3 25; KH2PO4 1,2;
glicose 5,6; pH 7,4), constantemente gaseificada com carbogénio (mistura de
95 % O2¢e 5 % CO2) e mantida a 27°C. Toda gordura perivascular foi retirada e
a aorta foi seccionada em anéis aorticos (3mm); tais anéis foram suspensos
verticalmente entre dois brincos sob tensdo de 10 mN em banho de 6rgao
composto por cubas de 10mL preenchidas com solugcao de Krebs-Henseleit,
constantemente gaseificada com carbogénio a 27°C.

3.3.1 Analise funcional

Ap6s um periodo de estabilizacdo dos anéis aorticos no banho de érgao
isolado (45 minutos, sendo trocada a solugéo a cada 15 minutos), a integridade
endotelial foi avaliada por meio da adicao de fenilefrina (Phe; 1 uM) e, apds o
platd na contracdo do tecido, foi adicionada acetilcolina (ACh; 1 puM); foram
considerados anéis com endotélio intacto aqueles cujo relaxamento promovido
pela ACh foi maior do que 80%.

Em alguns experimentos o endotélio foi retirado mecanicamente com auxilio
de uma pinga fina. A auséncia do endotélio foi confirmada quando, apés
contragdo do tecido por fenilefrina, o relaxamento promovido pela ACh foi
inferior a 10%. A viabilidade da musculatura lisa foi confirmada com a adicéo
de nitroprussiato de sédio (SNP; 1 uM) e os tecidos com relaxamento maior
que 80% foram considerados viaveis.

Os anéis aorticos com e sem endotélio foram expostos a estimulagédo
elétrica de campo (60 V, 0.5 ms; trens de 30 segundos) em diferentes
frequéncias (4, 8 e 16 Hz) através de estimulador GRASS S88 (Grass Medical
Instruments, Quincy, MA, E.U.A.).

Em anéis com endotélio intacto, os estimulos foram realizados na
presenca e auséncia de agentes simpatoliticos, fentolamina (10 uM),
bloqueador alfa-adrenérgico, e guanetidina (30 uM), bloqueador da
neurotransmissao dos nervos pés-ganglionares. Para inibir a neurotransmissao

adrenérgica foi utilizado o bloqueador de canais de sédio dependentes de
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voltagem tetrodotoxina (TTX; 1 pM). Por outro lado, anéis adrticos sem

endotélio ndo foram submetidos a tal tratamento farmacoldgico.

3.4 Imuno-histoquimica

ApGs a eutanasia dos animais (tépico 3.3), a aorta e o cérebro de
espécimes de Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca foram isolados e,
apds a retirada de todo tecido perivascular e adiposo, foram fixados em
formalina 10% por 24 horas em temperatura ambiente para posterior
processamento manual. As amostras foram desidratadas em concentrag¢oes
crescentes de alcool [70% — 80%— 95% — 100% (2x)], diafanizadas em
banhos de xileno (&lcool/xilol, 1:1), clarificadas em Xilol [xilol 100% (2x)] e
embebidas em parafina pura aquecida a 60° C. Os blocos de parafina foram
seccionados em 4 um e os cortes coletados em laminas de vidro. Os cortes
histoldgicos foram entdo desparafinizados em xilol seguido por recuperacéo
antigénica com calor umido em tampao citrato (pH:6.0). As amostras passaram
por bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada (3%) e de sitios
inespecificos com leite desnatado. Apds o bloqueio, os anticorpos especificos
para proteina S100 (marcador de tecido neural; diluicdo 1:200; anticorpo
policlonal, Cat#NCL-L-S100p, Leixa Biosystem, Newcastle, Reino Unido) e
para tirosina hidroxilase (marcador de producdo de catecolamina; diluicdo
1:1500; anticorpo policlonal, Cat#ab6211, Cat#ab766442, Abcam, Cambridge,
MA, E.U.A.) foram incubados por uma hora. Para a deteccdo da tirosina
hidroxilase, foram realizadas duas etapas adicionais, sendo a primeira com 0
uso do anticorpo secundario de cabra anti-galinha (diluicdo 1:500;
Cat#ab150169, Abcam, Cambrigde, MA, E.U.A.) seguida pelo anticorpo
terciario de coelho anti-cabra (diluicdo 1:250; Cat#ab106p, Abcam, Cambrigde,
MA, E.U.A.), uma vez que para o préximo passo (a leitura pelo kit Novolink'™) é
realizado em anticorpo hospedado em coelho ou rato. Foram realizadas
reacdes-controle na auséncia de anti-corpo primario (Imagem no anexo do

trabalho anexo).
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Apéds a incubacao, os anticorpos ligados foram detectados por meio do uso
do kit Novolink™ Max Polymer (método de ligacdo ndo é descrito pelo
fabricante, apenas € especificado que ha a ligacao do anticorpo IgG de coelho;
Leica, Buffalo Grove, IL, E.U.A.). Primeiramente, houve a incubacao (40 min
em temperatura ambiente) da solucdo p6s anticorpo de coelho que de acordo
com o fabricante apresenta, em sua composicao, a peroxidase que ira se ligar
aos tecidos. Em seguida, ocorreu a incubacao da solugcdo cromégena de
tetracloreto de diaminobenzidina (DAB; Sigma Aldrich, MO, E.U.A) para definir

a atividade peroxidase, gerando um precipitado de cor marrom (Figura 09).
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Figura 09. llustracao da leitura com uso do kit Novolink™; Para andlise da expressédo de
Tirosina Hidroxilase, TH, foi incubado o anticorpo primario (feito em galinha), seguido por anti
galinha (feito em cabra) e anti cabra (feito em coelho), seguindo todas as lavagens descrita na
do método, e para expressdo da proteina S100 foi incubado o anticorpo primario (feito em
coelho). Ap6s a incubacgao dos anticorpos, foi adicionado com solugéo pds anticorpo de coelho
que tem em sua composicdo uma peroxidase que sua fungdo € oxidar o DAB (diamino
benzidina), gerando um precipitado marrom, acusando a positividade da amostra. Créditos ao
autor.
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3.5 Analise de dados

Dados foram expressos em média * erro padrao da média do numero de
experimentos realizados, conforme indicado nas legendas.

Para analise dos efeitos dos agentes simpatoliticos (fentolamina e
guanetidina) e do bloqueador de sodio dependente de voltagem (TTX) na
contracdo induzida por estimulo elétrico de campo, foi utilizado o teste t
Student pareado, comparando a contragéo frequéncia-dependente em situacao
controle com a curva na presenca da droga. Além dos resultados expresso 0s
dados brutos nos resultados, foi realizado também a correcédo pela contracao
maxima realizada com a adicdao de KCI 80mM na secdo de anexos. Para
comparar o efeito do estimulo elétrico de campo em anéis de aorta com e sem
endotélio foi realizado teste t-Student nao pareado. O valor de p<0,05 foi indica

significancia.
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Abstract

Endothelium is the main source of catecholamine release in the electrical-field stimulation
(EFS)—induced aortic contractions of the non- venomous snake Panterophis guttatus. How-
ever, adrenergic vasomotor control in venomous snakes such as Crolalus durissus terrificus
and Bothrops jararaca has not yet been investigated. Crofalus and Bothrops aortic rings
were mounted in an organ bath system. EFS-induced aortae contractions were performed
in the presence and absence of guanethidine (30 pM), phentolamine (10 pM) or tetrodotoxin
(1 pM). Frequency-induced contractions were also performed in aortae with endothelium
removed. Immunochistochemical localization of both tyrosine hydroxylase (TH) and S-100
protein in snake aortic rings and brains, as well as in human tissue (paraganglioma tumour)
were carried out. EFS (4 to 16 Hz) induced frequency-dependent aortic contractions in both
Crotalus and Bothrops. The EFS-induced contractions were significantly reduced in the
presence of either guanethidine or phentolamine in both snakes (p<0.05), whereas tetrodo-
toxin had no effect in either. Removal of the endothelium abolished the EFS-induced con-
tractions in both snakes aortae (p<0.05). Immunchistochemistry revealed TH localization in
endothelium of both snake aortae and human vessels. Nerve fibers were not observed in
either snake aortae. In contrast, both TH and S100 protein were observed in snake brains
and human tissue. Vascular endothelium is the main source of catecholamine release in
EFS-induced contractions in Crofalus and Bothrops aortae. Human endothelial cells also
expressed TH, indicating that endothelium- derived catecholamines possibly occur in mam-
malian vessels.
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Introduction

Electrical field-induced contractions of isolated aorta of the non-venomous snake Panterophis
gutattus is insensitive to the voltage-gated sodium channel blocker tetrodotoxin [1], inhibited
by adrenergic receptor antagonists and abolished by removal of the endothelium [2]. These
findings indicate that the endothelium as the potential source for the catecholamines in
response to EFS. Moreover, in Crotalus durissus terrificus corpus cavernosum, tyrosine hydrox-
ylase, an enzyme essential for catecholamine synthesis in sympathetic nerve fibers, was only
detected in the endothelial cells [3]. In mammalian cells, tyrosine hydroxylase has also been
identified in endothelial cells in both bovine aortic endothelial cells and mice superficial femo-
ral arteries [4], indicating that endothelial cells are able to produce catecholamines. In this
study, we investigated whether aortae from venomous snakes such as Crotalus durissus terrifi-
cus and Bothrops jararaca would present similar behaviour following EFS. In addition, the
presence of tyrosine hydroxylase was assessed by immunohistochemistry in the endothelium
of both snake aortae and mammalian (human) vessels.

Material and methods

Animals

All experimental procedures using Crotalus durissus terrificus and Bothrops jararaca were
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (CEUA/UNICAMP: 1655-1
and 4722-1) and were performed in accordance with the Ethical Principles for Animal
Research adopted by the Brazilian College for Animal Experimentation.

The use of both Crotalus durissus terrificus and Bothrops jararaca were authorized by the
Brazilian Institute for Environment (Sisbio: 18020-1 and 20988-5). Crotalus durissus terrificus
(body weight: 400-750 g) and Bothrops jararaca of either sex (body weight: 300-450 g) were
provided by the Serpentarium Center for the Study of Nature at the University of Vale do
Paraiba (UNIVAP, Sio José dos Campos, SP, Brazil) and Butantan Institute (S3o Paulo, SP,
Brazil), respectively.

Human Paranglioma tissue

The protocol was approved by the Ethics Committee of the State University of Campinas
(UNICAMP; Protocol Number 1171/2011). For the sake of precision, the paraganglioma used
in this study was resected from the cervical region of a 41-year-old woman in 2013, measured
4.5%3.5 cm and was clinically and histologically classified as benign.

Chemical and reagents

Acetylcholine, guanethidine, phentolamine, phenylephrine, sodium nitroprusside and tetro-
dotoxin were purchased from Sigma Aldrich Chemicals Co. (Missouri, USA). Rabbit anti-
S100p was obtained from Novocastra/Leica Biosystems (Newcastle, UK). Rabbit anti-TH,
chicken anti-TH, goat anti-chicken gamma immunoglobulin (IgG) and a rabbit anti-goat IgG
were purchased from Abcam (Cambridge, USA).

Tissue preparation

The snakes were killed with isoflurane inhalation followed by ketamine (70 mg/kg) adminis-
tration (intracoelomatic route) and their aortae were removed and immediately placed in
Krebs-Henseleit solution at 27°C. Subsequently, aortic rings (3 mm) were obtained and sus-
pended vertically between two metal hooks in 10 mL organ baths containing Krebs- Henseleit
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solution: (mM) NaCl (118), KC1 (4.7), CaCl2 (2.5), MgSO4 (1.2), NaHCO3 (25), KH2PO4
(1.2), glucose (5.6) gassed with a mixture of 95% O2; 5% CO2 (pH 7.4) at 27°C.

Functional protocols for Crotalus durissus terrificusand Bothrops jararaca
aortic rings
Following the 45 min stabilization period, endothelial integrity was evaluated by assessing ace-
tylcholine (1 pM)-induced relaxation. A relaxation exceeding 80% in a ring pre-contracted
with phenylephrine (1 pM) was considered as a signal of endothelial functional integrity. In
another set of experiments, the endothelium was removed with the aid of a thin stick. The
muscular integrity was assessed by a relaxation induced by sodium nitroprusside (SNP; 1 pM).
Crotalus durissus terrificus and Bothrops jararaca aortic rings were submitted to electrical-
field stimulation (EFS) at 60 V for 30 seconds, subsequently, at 4-16 Hz in square-wave pulses;
0.5 ms pulse width; 0.2 ms delay, using a Grass 588 stimulator (Astro-Medical, RI, USA). EFS-
induced contractions were performed in the presence and in the absence of the anti-adrenergic
agents phentolamine (10 pM), guanethidine (30 pM) and the sodium-channel blocker tetrodo-
toxin (TTX; 1 uM) in aortic rings with endothelium-preserved rings (n = 3, for each group). In
a separate set of experiments the endothelium was removed with the aid of a thin stick, and the
effects of EFS were evaluated.

Histological and immunohistochemical analysis

Following euthanasia, the Crotalus (n = 4) and Bothrops (n = 6) aorta samples were collected,
fixed in 10% neutral buffered formalin for 24 h at 240 C, dehydrated, embedded in paraffin
wax and sectioned at 4 pm. Subsequently, these sections were stained with hematoxylin-eosin
(HE) for light-microscopy examination. Additionally, representative tissue sections were
immuno-stained for S100 protein (S100p, a neural tissue marker) to investigate the presence
of nerve fibers within aortic walls or for tyrosine hydroxylase (TH), using the following pri-
mary antibodies: (1) rabbit anti-S100p (polyclonal, Cat#¥NCL-L-5100p, which reacts with cow,
human, chicken, pig, kangaroo, dog, cat, monkey, mouse and rat S-100 protein; Novocastra/
Leica Biosystems, Newcastle, UK) at 1:200; (2) rabbit anti-TH (polyclonal, Cat#ab6211, which
reacts with mouse, rat, guinea pig and human tyrosine hydroxylase and is predicted to react
with chicken, chimpanzee and macaque monkey TH; Abcam, Cambridge, USA) at 1:200,
1:500 and 1:1000; and (3) chicken anti-TH (polyclonal, Cat#ab766442, which reacts with
mouse, rat and human TH; Abcam, Cambridge, USA) at 1:500. The rabbit anti-TH antibody
was used only in preliminary assays designed to establish the best primary antibody for the
detection of this enzyme.

Immunohistochemistry was performed manually. Briefly, the sections were de-paraffinized
in xylene and rehydrated in a series of ethanol baths of increasing concentration. They were
then incubated in citrate buffer at pH 6.0 (S100p detection) or Tris-EDTA buffer pH 9.0 (tyro-
sine hydroxylase detection) in a steamer set for 40 min (at approximately 950C). The sections
were then incubated for 1h at 240 C with the above-mentioned primary antibodies. Tissue sec-
tions receiving the chicken anti-tyrosine hydroxylase antibody were sequentially incubated
with a goat anti-chicken gamma immunoglobulin (IgG), and a rabbit anti-goat IgG, for 1h
each, before applying the anti-rabbit IgG detection system (both antibodies were from Abcam
(Cambridge, USA). Regardless of the primary antibody, the detection system used was the
NovoLink Max Polymer Detection System (Novocastra/Leica Biosystems), following the man-
ufacturer’s instructions, and using diaminobenzidine (liquid DAB, DakoCytomation, Carpen-
teria, USA) as a chromogen (which renders a brown precipitate at the antibody binding site).
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Finally, the sections were counter-stained with Ehrlich s hematoxylin and cover-slipped in
Entellan.

Negative controls consisted of the omission of the primary antibody and incubation with
the primary antibody diluents (as well as with the secondary antibodies, where applicable).
This was performed for all the immunohistochemistry assays to identify any background stain-
ing. Furthermore, formalin-fixed, paraffin-embedded Crotalus (n = 2) and Bothrops (n = 4)
brain and a human paraganglioma (n = 1) were used as positive controls for the presence of
both antigens (i.e., S100p and TH).

All slides were examined using a trinocular Eclipse 50i microscope (Nikon, Tokyo, Japan)
coupled to a 5SMP CMOS digital camera (Motic, Hong Kong, China).

Data analysis

Data are expressed as mean + standard error of mean (SEM) of the number of experiments.
To analyze the pharmacological characterization of EFS-induced contractions, two paired con-
tractions in the presence and absence of antagonists (TTX inclusive) were performed, with the
first stimulus being the “control” response. The contractions were quantified in milli-Newtons.
Student’s t-test (paired or unpaired depending on the protocol) were used. A p value <0.05
was considered significant.

Results

Functional characterization of endothelium-released catecholamine in
Crotalus and Bothrops aortae

Electrical field stimulation-induced contractions on both Crotalus durissus terrificus and
Bothrops jararaca aortae were frequency-dependent. Pre- incubation with guanethidine

(30 uM, 30 min) abolished the EFS-induced aortic contractions in both animals (Fig 1A and
1B) (n=3) (p < 0.05). Likewise, pre- treatment with the c-adrenergic antagonist phentol-
amine (10 pM) significantly reduced the EFS-response in both tissues (Fig 2A and 2B) (n = 3)
(p < 0.05). Tetrodotoxin (1 pM) incubation had no effect on the EFS-induced contraction in

A Crotalus B Bothrops

159eEm control (n=3) 57 Em control (n=3)
5 B+ guanethidine 30 uM (n = 3) =P ETd + guanethidine 30 uM (n=3)
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g 8 24
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Fig 1. Effect of guanethidine (30 uM) on electrical field stimulation-induced contractions of aortic rings isolated from Crotalus (A) and Bothrops (B). Data
are expressed as mean + SEM. Paired Student’s t test,” P <0.05 vs control (n = 3, for each group).

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0203573.q001
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Fig 2. Effect of phentolamine (10 pM) on electrical field stimulation-induced contractions of aortic rings isolated from Crotalus (A) and Bothrops (B). Data
are expressed as mean + SEM. Paired Student’s t test, *P <0.05 vs control (n = 3, for each group).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203573.q002
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both aortae (Fig 3A and 3B) (n = 3). Removal of the endothelium abolished the EFS-induced
contraction of both aortae (Fig 4A and 4B) (n = 3) (p < 0.05).

Immunohistochemistry detection of tyrosine hydroxylase in Crofalus and Bothrops aor-
tae. The results concerning S100p and tyrosine hydroxylase immunodetection in aortic spec-
imens of Crotalus durissus terrificus are summarized in Table 1 and Figs 5-7. S100p was
consistently negative in all aortic tunicae from both snakes investigated (4 out of 4 stained
specimens), indicating the absence of nerve fibres in this vascular structure (Table 1 and
Fig 5). As expected, in both positive controls (i.e., in human paraganglioma tissue and in
snakes’ brains), $100p was diffusely positive (Fig 6). The presence was strongest in the nuclei/

Crotalus B Bothrops
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Fig 3. Effect of tetrodotoxin (1 M) on electrical field stimulation-induced contractions of aortic rings isolated from Crotalus (A) and Bethrops (B). Data
are expressed as mean + SEM. Paired Student's t test, *P <0.05 vs control (n = 3, for each group).

https://doi.on

10.1371/journal. pone.0203573.g003
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Fig 4. Removal of the endothelium reduced electrical field stimulation-induced contractions in Crofalus (A) and Bothrops (B) aortic rings. Data are
expressed as mean + SEM. *P < 0.05 vs control (unpaired Student’s t test) (n = 3, for each group).

https://doi.org/10.1371/joumal. pone.0203573.g004

cytoplasm of paraganglioma cells (Figs 6 and 7). No immunostaining was observed in stromal
cells (such as smooth muscle cells, fibroblasts or endothelial cells) from either positive control
tissues (Figs 6 and 7).

In preliminary experiments (development/standardization assays), tyrosine hydroxylase
was detected in all tested tissues (i.e., in the human paraganglioma and in aorta samples from
two Crotalus serpents) using both primary antibodies (that is, the rabbit- and the chicken-
raised anti-TH antibodies). Tyrosine hydroxylase was consistently found in the cytoplasm of
paraganglioma neoplastic cells and of the endothelia from both tested tissues (Figs 5 and 7).
However, while both antibodies resulted in similar immunostaining intensities in the men-
tioned cell types, the one raised in chicken was considered more specific because it was not
associated with significant background (nonspecific) staining in collagenous components of
the aortic tunica media (as opposed to the rabbit anti-TH antibody) (data not shown).

Table 1. $100 protein and tyrosine hydroxylase immunodetection in Crotalus and human tissues: Frequency of positive cases and immunostaining intensity.

Antibody (dilution) Aorta, Crotalus Brain, Crotalus Paraganglioma, Human
Frequency” (Intensity”) Frequency” (Intensity”) Frequency” (Intensity”)

Rabbit polyclonal anti-S100p 0/4 (-) 2/2 (+-++) 1/1 (+++) in neoplastic cells

(1:200)

Rabbit polyclonal anti- 2/2 (#-+++) in tunica intima/vasa vasorum (endothelium) NA 1/1 (+-+++) in neoplastic and

tyrosine hydroxylase® and tunica media (BS in collagenous elements) endothelial cells

(1:200, 1:500, 1:1000)

Chicken polyclonal anti- 4/4 (+-+++) In tunica intima/vasa vasorum (endothelium) | 2/2 (+-++) in neuron cell bodies of the | 1/1 (+-+++) in neoplastic and

tyrosine hydroxylase cortex and (+) in neuropile endothelial cells

(1:500)

“Frequency: no. of positive samples/total no. of samples.
bIm.rrm.rmstai.ning intensity scale: (-): negative; (+): weak staining; (++): moderate staining; (+++): strong staining.
“Performed only in development/standardization assays.

BS: background staining. NA: non-applicable (immunostain was not performed).

hitps://doi.org/10.1371/journal. pone.0203573.t001
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203573.9005

Therefore, the chicken anti-TH antibody was selected and subsequently applied to all tissue
samples tested in this study.

Using the chicken anti-TH monoclonal antibody, TH was found to be moderately to
strongly positive in paraganglioma neoplastic cells and endothelia (Fig 7), in cortical neurons
from the positive control Crotalus brains (data not shown) and, most importantly, in aortic
endothelial cells (Figs 5 and 6). Notice that the latter cells comprise not only the endothelial
cell lining of the aorta lumen, but also the endothelia observed in the vasa vasorum.

In the paraganglioma sections, TH presence was observed in the endothelia of small to
medium-sized vessels, which were seen either in close proximity to the tumour cells (small,
thin-walled, venule-like vessels) or embedded in the tumour fibrous septae (larger, vein-like
vessels, occasionally bearing an irregular/incomplete smooth muscle layer) (Eig 7). Similar
tyrosine hydroxylase and S100p detection was also observed in Bothrops aortae and brain tis-
sues (Table 2 and Fig 5).

Discussion

Our results clearly demonstrate that the EFS-induced contractions of both Crotalus durissus
terrificus and Bothrops jararaca isolated aortic rings were dependent upon catecholamine
release, insensitive to tetrodotoxin and abolished by the removal of endothelium. These results
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Fig 6. Immunodetection of S100 protein in Crotalus (n = 2) (A) and Bothrops (n = 4) (B) central nervous system, as well as in human
paraganglioma tissue (n = 1) (positive controls). Notice the lack of S100 protein positivity in endothelial cells from Bothrops brain (B)

and paraganglioma vessels (inset arrow in C). No staining was observed in the negative control (omission of primary antibody).
Immunperoxidase, 400x (A and B), 200x (C, including inset, and D), original magnifications.

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0203573.0006

Fig 7. A: Immunodetection of tyrosine hyd lase in human paragangli tissue (n = 1) (positive control). Notice the presence of
$100 protein in both tumour and endothelial cells (arrow) (n = 1). B: no staining is observed in the negative control (omission of
primary antibody). I P idase, 400x original magnification.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203573.q007
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Table 2. §100 protein and tyrosine hydroxylase i detection in Bothrops tissues: Frequency of positive cases
and immunostaining intensity.

Antibody Aorta, Bothrops Brain, Bothrops

(dilution) Frequency" (Intensii ) Frequency” (Intm.ﬂ'ty"}

Rabbit polyclonal | - 4/4 (++-+++) specimes

anti-S100p Mostly in: glial cells (cytoplasmic and nuclear),
(1:200) ependymal cells (cytoplasmic and nuclear) and neuropil
Chicken 6/6 (+-+++) 44 (+-+++)

polyclonal Mostly in: luminal (+6/6) and vasa Mostly in: neurons (cytoplasmic) and neuropil
anti-tyrosine vasorum (+2/2) endothelia

hydroxylase

(1:500)

“Frequency: no. of positive samples/total no. of samples.

himrru.lncvsi:ain.i.l'xg intensity scale: (-): negative; (+): weak staining; (++): moderate staining; (++-+): strong staining.

hitps://doi.org/10.1371/journal. pone.0203573.1002

confirm previous results obtained in isolated aortic rings of Panterophis guttatus (a non-ven-
omous snake), reinforcing that the endothelium is the source for catecholamine release.
Indeed, in Crotalus durissus terrificus corpus cavernosum, the EFS-induced contraction was
dependent upon catecholamine release, but the enzyme tyrosine hydroxylase was identified
only in the endothelium [3].

Immunohistochemistry for tyrosine hydroxylase of both Crotalus durissus terrificus and
Bothrops jararaca aortae revealed that the enzyme is present in the endothelial cells. The anti-
body used for the immunohistochemistry was an anti-chicken tyrosine hydroxylase antibody.
Tyrosine hydroxylase has not been cloned in reptiles. Using an avian antibody in a different
taxon is complex, but the pharmacological findings support the evidence for the presence of
this enzyme in snake endothelial cells. Furthermore, the immunchistochemistry was also
positive using a mammalian antibody (anti-rabbit tyrosine hydroxylase antibody). As
expected, the immunohistochemistry for tyrosine hydroxylase was positive in both Crotalus
durissus terrificus and Bothrops jararaca brains as well as in the human paraganglioma
sample.

Tyrosine hydroxylase is the enzyme responsible for the conversion of tyrosine to L-dihy-
droxyphenylalanin (L-DOPA), the precursor of dopamine [5]. Synthesis of adrenergic cate-
cholamines has been shown to occur in bovine aortic endothelial cells and in mouse femoral
arteries [4]. Our results identify, for the first time, immunoreactivity of TH in mammalian
(human) endothelial cells in a neuroendocrine neoplasm. This raises an interesting possibility
of a potential role of endothelial-derived catecholamines modulating tumour growth. Indeed,
propranolol (a non-selective B-antagonist) administration in patients with ovarian cancer
reduced the tumour progression [6]. Propranolol administration is also related to reduction of
death risk in patient with malignant melanoma [7,8] reduction in breast cancer progression
and mortality [9,10,11] and improved the lung survive outcomes in patient with non-squa-
mous lung cancer treated with radiation therapy [12]. However, the physiological and patho-
physiological role of endothelial-derived catecholamines in both circulation control and
cancer progression remains to be further investigated.

Conclusion

Our results indicate that endothelial-derived catecholamines may modulate snake vascular
tonus and confirms that human endothelial cells express tyrosine hydroxylase.
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5. DISCUSSAO

Em anéis de aorta isolados de Crotalus durissus terrificus e Bothrops
jararaca demostramos que o estimulo elétrico de campo induz contracbes de
maneira dependente da frequéncia dos estimulos elétricos e do endotélio;
essas contragdes sdo mediadas por catecolaminas, porém, sdo insensiveis ao
bloqueio da transmissdo pré-singptica pela tetrodotoxina. Mostramos ainda
que, no endotélio de ambas espécies, ha expressao de tirosina hidroxilase (TH;
enzima essencial para sintese de catecolaminas) e auséncia da proteina S100
(marcador neural), reforcando as hipdteses do endotélio como fonte de
catecolaminas e da auséncia de nervos simpaticos na estrutura aértica. Da
mesma forma, endotélio humano de um tumor de paraganglioma também
expressa TH mas nao S100.

Sabe-se que as catecolaminas tém papel fundamental na regulacdo do
sistema vascular e respiratério em repteis. Em Chrysemys picta bellii
(tartaruga-pintada) foi visto o aumento dos niveis circulantes de catecolaminas,
especialmente NOR durante anédxia [76]. Em uma outra espécie de quelbnio,
Trachemys scripta (Cagado-da-orelha-vermelha), a administracdo de
adrenalina intra-arterial é seguida por vasoconstricdo sistémica [77] e, em
condicbes de hipoxia, hd o aumento massivo de noradrenalina enquanto
apenas um discreto aumento de adrenalina [78]. Estudos envolvendo uma
espécie de tartaruga terrestre (Chelonoidis carbonaria, conhecida como jabuti-
piranga) [73] € uma espécie de colubrideo constritor (Pantherophis guttatus,
cobra do milharal) [74] demonstraram que a contracdo induzida por estimulo
elétrico de campo €& mediada por catecolaminas e que a adicdo de um
antagonista a-adrenérgico causa a diminui¢cdo dessa resposta.

Um estudo anterior com Crotalus durissus terrificus (cascavel), uma espécie
mais recente evolutivamente que as citadas no paragrafo anterior, reportou
que a administracdo em forma de bolus de adrenalina causa vasoconstriccéo
sistémica e que, quando seguida pela administracdo de fentolamina, ha a
abolicao dessa resposta contratil [79]. Corroborando com esses dados, nossos
resultados mostraram que em aortas isoladas, tanto de cascavel quanto de
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jararaca, houve reducdo resposta contratii na presenca de agente
simpatoliticos (fentolamina e guanetidina) sugerindo que as catecolaminas
NOR e/ou dopamina estdo envolvidas na contragdo induzida por estimulo
elétrico de campo, visto que ambas estruturas podem ativar receptores alfa
adrenérgicos [80,81].

Em leitos vasculares, as inervagdes simpaticas estdo distribuidas entre a
camada adventicia e a musculatura lisa [84] e tem funcdo na regulacdo do
tonus vascular de forma aguda e crénica mediada principalmente pela
liberagdo de NOR pelas terminagdes nervosas [82], como ilustrado na Figura
01. A neurotransmissao se pela condug¢ao dos potenciais de agcao neuronais ao
longo do axdénio pds-ganglionar culminando pela exocitose dos
neurotransmissores; essa conducao é iniciada pela ativacdo dos canais de
sédio dependentes de voltagem neuronais, sendo expressos principalmente os
subtipos Nav1.6 e Nav1.7 em nervos simpaticos [87,88].

Sabe-se que o EFS é uma técnica que induz a despolarizacdo de nervos
em 6rgaos isolado quando utilizado em pulsos curtos [85,86] por meio da
abertura de canais de sodio dependentes de voltagem neuronais. Levando em
consideracdo que o0s canais de sbédio dependentes de voltagem sao
importantes para a neurotransmissao simpética, porém nao sao essenciais
para o mecanismo contratil do musculo liso per se, bloqueadores de canais de
sédio dependente de voltagens como a tetrodotoxina (TTX) podem ser
adotados para o bloqueio seletivo da atividade neuronal nessas preparagoes.
Sendo assim, nesse estudo utilizamos TTX para investigar se a contracao das
aortas induzida por EFS é de origem neural.

Nossos dados mostram que a incubacdao com TTX nao alterou contracéao
das aortas isoladas das cobras peconhentas estudadas. Os mesmos
resultados foram vistos em jabuti-piranga [73] e cobra-do-milharal [74]. Similar
caracteristica de resisténcia a TTX em répteis foi observada em musculatura
esquelética, tecido que, em mamiferos, é altamente sensivel a TTX. Essa
resisténcia foi descrita como um mecanismo de adaptacdo, uma vez que umas
das presas mais comuns de cobras como anfibios Taricha granulosa e peixes
Tetraodontidaes podem produzir tal toxina [83,84].

Considerando também que, em corpo cavernoso de cascavel, a retirada

completa do cloreto de sédio da solugdo nutritiva ndo causou alteracdo na



57

contratilidade do tecido, diferentemente do observado em coelho onde houve a
abolicao da resposta contratii na solugdo modificada [85], sugere-se um
possivel efeito adaptativo nas cobras peconhentas utilizadas nesse estudo
(cascavel e jararaca) como a resisténcia ao TTX (observada em certos anfibios
e peixes) e a contracdo mediada por EFS nédo ser de origem neural, como
registrado anteriormente em corpo cavernoso da cascavel.

A proteina S100 é caracterizada com um dos principais marcadores neurais
utilizados para identificacao de tecido nervoso. Varios estudos vém utilizando
esse marcador para investigar a inervagao simpatica em diferentes érgéos [86—
89], uma vez que cerca de 97% nos neurdnios simpaticos expressam essa
proteina [90]. No presente trabalho, investigamos a presenga e funcionalidade
da inervacao simpatica na aorta de cascavel e jararaca por meio de i) estudos
funcionais, cujos quais registraram auséncia de alteragcbes na contracao
induzida por EFS na presenca de TTX, e ii) imuno-histoquimica, que revelou a
auséncia de expressao da proteina S100 na aorta das duas espécies
estudadas.

Outros trabalhos mostraram que o EFS tem diferentes efeitos de maneira
endotélio dependente. Foi reportado que o EFS em células endoteliais de aorta
de bovino induz a liberagdo de NO e EDHF in vitro [91]. Funcionalmente EFS
causa relaxamento mediado pela estimulacdo do endotélio e liberacao de NO
em artéria pulmonar de coelho, gato e macacos [92] e o mesmo efeito foi visto
em artéria caudal de rato causando relaxamento [91].

Classicamente, a remocao do endotélio dos vasos de mamiferos € seguida
pela potencializagdo da contracdo vascular tanto em resposta a agonistas
(como fenilefrina), ao cloreto de potassio [93] e também EFS [94]. Entretanto,
respostas diferentes foram observadas em aorta de animais evolutivamente
mais antigos que mamiferos a compreender o jabuti-piranga [73], a cobra-do-
milharal [74] e, no presente estudo, os viperideos cascavel e jararaca. Nesses
animais, a retirada do endotélio causa abolicdo ou diminuigédo significativa da
contracdo vascular.

Similar dependéncia do endotélio foi observado em corpo cavernoso de
cascavel. Nosso grupo relatou que, além de serem resistentes a TTX e nao
serem alteradas pela auséncia de NaCl: na solucdo nutritiva como ja

dissertados nessa discussdo, as contragdes do corpo cavernoso de cascavel
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induzidas por EFS sado também dependentes do endotélio [85]. Logo, em
répteis, a peculiaridade das contragdes vasculares induzidas por EFS de serem
resistentes a TTX, inalteradas pela auséncia de sodio na solugdo nutritiva e
dependentes do endotélio ndo € exclusiva as aortas. Poderiamos sugerir que,
em répteis, a estimulagao elétrica de campo pode interagir com o endotélio por
meio de: i) um canal de sodio dependente de voltagem resistente a TTX
presente no endotélio; ou i) um canal de calcio dependente de voltagem
presente no endotélio, embora esse canal deva possuir diferentes propriedades
de abertura que Ihe permitem serem ativados na condigdo de EFS utilizada,
diferente dos canais de calcio de preparagbes de mamifero. Entretanto, outros
experimentos e metodologias especificas devem ser adotadas para a
confirmagéo dessas hipéteses.

Para investigar a producdo de catecolaminas nos tecidos, utilizamos a
marcacao da TH por essa enzima ser a mais especifica quando comparada
com a DCC, que também € uma enzima essencial para formacao de histamina
e serotonina [95,96]. Nas aortas das duas espécies utilizadas (cascavel e
jararaca), expressado de TH foi exclusiva no endotélio. Essa expressao de TH
exclusiva no endotélio também foi reportada anteriormente em corpo cavernoso
de cascavel, um tecido rico em células endoteliais [85]. Assim, mostramos
funcionalmente e por imuno-histoquimica que o endotélio de cascavel e
jararaca tem a capacidade de sintetizar catecolaminas.

Diferentes trabalhos reportaram a producdo de catecolamina em células
endoteliais de mamiferos in vitro. Em endotélio bovino, a produgcdo basal de
noradrenalina (em maior concentracdo) e adrenalina ocorre através da
estimulacao da PKA e, em condicao de hipdxia, ha um aumento na producgao
de ambas catecolaminas. Além da producdo de catecolaminas, foi vista a
expressdao de todas as enzimas relacionadas a producdo desses dois
neurotransmissores [97]. Em células endoteliais da artéria mesentérica superior
de rato, foi vista a expressao de todas enzimas para formacao de noradrenalina
(TH, DDC, DBH), porém, ndao houve expressdo da enzima responsavel pela
sintese de adrenalina (FNMT) [98].

Além dos estudos in vitro, nosso grupo mostrou funcionalmente que, em
veia umbilical humana, a presenga do endotélio € necessaria na contragéo
vascular induzida por EFS [99,100]. Tal contragdo também é reduzida na
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presenca de antagonista alfa-adrenérgico nao-seletivo. Levando em
consideracao que néo ha inervacao adrenérgica nesse leito vascular [104,105],
que a contracao por EFS é dependente de endotélio e reduzida por antagonista
alfa-adrenérgico, sugeriu-se que as catecolaminas responsaveis pela contracao
desse leito vascular sdo derivadas do endotélio [100].

Alguns tumores neuroenddcrinos como feocromocitoma e paraganglioma
tém capacidade do sintetizar catecolaminas. Originados de células
neuroenddcrinas chamados de paragéanglios [101], sendo a hipertensdo um dos
principais sinais clinicos nesses tumores [102].

Nossos resultados imunohistoquimicos mostraram a expressao da proteina
S100 e TH em células neoplasicas de paraganglioma humano, sendo essa
uma caracteristica associada a tumores benignos pela nao diferenciacéo
celular do paraganglioma [101,103]. Além de sua expressdo nas células
neoplasicas, identificamos pela primeira vez a expresséo de TH no endotélio de
um tumor neuroendécrino. Tal fato abre a discussao acerca do endotélio como
uma fonte de catecolamina que pode ser capaz de modular o crescimento
tumoral.

As catecolaminas, principalmente NOR e adrenalina, tém sido intensamente
estudadas pela sua atividade proliferativa. Diferentes estudos mostraram que
as vias pelas quais essas catecolaminas atuam sao relacionadas a atividade
adrenérgica B2: a modulacdo de forma positiva de vias do VEGF induz
migracdo, invasdo e metastase no cancer [104—106]. De fato, a administracao
de beta-bloqueadores juntamente com quimioterapicos teve efeitos benéficos
em pacientes com diferentes tipos de cancer, como aumento de sobrevida dos
pacientes com adenocarcinoma pancreatico [107], cancer de ovario e
melanoma [108]. Sendo assim, o endotélio pode ter um importante papel
importante na fisiopatologia do céncer, principalmente em tumores

hipervascularizados como € o caso do paraganglioma aqui estudado.
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6. CONCLUSAO

e A contragdo por EFS de aorta isolada de Crotalus durissus terrificus
(cascavel) e Bothrops jararaca (jararaca) € evocada por catecolaminas, visto
que séo abolidas por agentes simpatoliticos;

e Tais catecolaminas ndo sdo de origem neural, uma vez que as aortas
das cobras estudadas nao apresentam marcadores neurais e 0 uso de TTX
nao afetou as contragdes induzidas por EFS;

e O endotélio parece ser um potencial modulador do ténus vascular pela
sintese e liberacdo de catecolaminas nas cobras estudadas uma vez que as
contracdes induzidas por EFS sao dependentes de endotélio.

e lgual dependéncia de endotélio e resisténcia a TTX é observada em
aortas de espécies mais antigas evolutivamente como Chelonoidis
carbonaria (jabuti-piranga) e Pantherophis guttatus (cobra-do-milharal), e em
corpo cavernoso de cascavel.

e (Células endoteliais de paraganglioma humano também expressam
tirosina hidroxilase, apresentando a potencial fungdo de modulacédo tumoral

a partir da producao de catecolamina pelo endotélio.
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Figura 1. Efeito da guanetidina (30 pM) na contracao induzida por
estimulo elétrico de campo de aortas isolada de Crotalus sp. (A) e
Bothrops sp. (B). Dados corrigidos pela contragdo maxima de KClI 80mM e
expressos em meédia = erro padrao da média. Teste t-Student pareado foi
utilizado nesse estudo. *p<0.05 comparado com o controle (n=3 para cada

grupo).
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Figura 2. Efeito da fentolamina (10 pM) na contracdo induzida por
estimulo elétrico de campo em aortas isolada de Crotalus sp. (A) e
Bothrops sp. (B). Dados corrigidos pela contracdo maxima de KClI 80mM e
expressos em meédia = erro padrao da média. Teste t-Student pareado foi
utilizado nesse estudo. *p<0.05 comparado com o controle (n=3 para cada

grupo).
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Figura 3. Efeito de TTX (1 pM) na contracao induzida por estimulo elétrico
de campo em aortas isolada de Crotalus sp. (A) e Bothrops sp. (B). Dados
corrigidos pela contragdo maxima de KCl 80mM e expressos em média * erro
padrdo da média. Teste t-Student pareado foi utilizado nesse estudo. *p<0.05
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Figura 4. Efeito da remocao do endotélio na contracdao induzida por
estimulo elétrico de campo em aortas isolada de Crotalus sp. (A) e
Bothrops sp. (B). Dados corrigidos pela contracdo maxima de KClI 80mM e
expressos em meédia = erro padrao da média. Teste t-Student pareado foi
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Figura 1. Painel representativo da analise imuno-histoquimica. Controle
negativo do anticorpo anti-TH (omissao do anticorpo primario) em aorta de
Crotalus sp. (A) e Bothrops sp. (B). magnificacao original 400X.
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Figura 2. Painel representativo da analise imuno-histoquimica. Auséncia
da proteina S100 em aorta de Crotalus sp. (A) e Bothrops sp. (B). Magnificacao
original 100X.
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ABSTRACT

Background and Aims: Vascular endothelial protein tyrosine phosphatase
(VEPTP) is a receptor-type phosphatase expressed at the cell membrane and
at endothelial adherens junctions where it dephosphorylates and inactivates the
tyrosine kinase receptor Tie-2. As Tie2 is a key regulator of vascular integrity,
upregulation of VE-PTP is associated with vasculopathies (e.g. diabetic
retinopathy) characterized by endothelial dysfunction and vascular
destabilization. In diabetic patients, direct VE-PTP pharmacological inhibition
was shown to restore Tie2 signalling thus promoting vascular integrity. In
addition, VE-PTP pharmacological inhibition was associated with a decrease in
blood pressure, an effect that was linked with the activation of the kinase Akt
and consequent phosphorylation of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
on the stimulatory site S1177. While the phosphorylation of eNOS on S1177 is
certainly associated with increased enzymatic activity, the phosphorylation of
eNOS on Y81 was also shown to play an important role in the modulation of
eNOS enzymatic activity, and may also contribute to the blood pressure
lowering effects mediated by VE-PTP inhibition. To date, Src is the only kinase
reported to phosphorylate eNOS on Y81, and the identity of a tyrosine
phosphatase dephosphorylating this site is still unknown. Therefore, the aim of
this study was to investigate whether and how VEPTP modulates the
phosphorylation of eNOS on Y81.

Methods and Results: Concentration-response relaxation induced by a VE-
PTP inhibitor (AKB-9785, AKB) was assessed in mice aortae in the presence
and absence of a nitric oxide synthase inhibitor (L-NAME). Phenylephrine-
induced contraction and acetylcholine- as well as sodium nitroprusside-induced
relaxation were analysed in the presence of AKB or solvent. VE-PTP inhibition
concentration dependently induced vascular relaxation and enhanced
acetylcholine-induced relaxation but had no effects on contraction and
nitroprusside-induced relaxation. Human endothelial cells adenovirally
transduced with a FLAG-tagged human eNOS and then treated for 30 min with
increasing concentrations of AKB demonstrated a concentration-dependent
increase in the phosphorylation of eNOS on Y81 and S1177 eNOS and
consequently higher NO production. Since VE-PTP is expressed at the
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endothelial cell membrane and at endothelial adherens junctions and may
therefore affect the endothelial mechanotransduction machinery that leads to
eNOS activation, human endothelial cells were pre-incubated with AKB and
then treated with Yodal, a Piezo1 channel agonist that mimics shear stress.
VE-PTP inhibition potentiated Yoda-1-induced NO production as well as the
phosphorylation of eNOS on Y81 and S1177. The AKB-dependent enhanced
phosphorylation of eNOS on Y81 was however only partially inhibited by Src
kinase inhibition, suggesting a role for another tyrosine kinase. As the Abelson
Tyrosine-Protein Kinase 1 (ABL1) plays an important role in the maintenance of
vascular integrity and function, ABL1 was knockdown by small interfering RNA
and the effects of VE-PTP inhibition on Yoda-1 dependent eNOS
phosphorylation and NO production were investigated. Similar to the effects
observed after Src inhibition, the phosphorylation of eNOS on Y81 and NO
production were partially inhibited in ABL1 knockdown endothelial cells. To
assess whether VE-PTP may directly dephosphorylate eNOS Y81, an in vitro
phosphatase assay was carried out. VE-PTP time-dependently
dephosphorylated Y81 eNOS, an effect that was inhibited by AKB.
Conclusions: These findings provide novel insights into the mechanisms
leading to enhanced eNOS activity upon VE-PTP inhibition. Moreover, ABL1
and VE-PTP are novel direct modulators of the phosphorylation of eNOS on
Y81.



