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Resumo

O coracao dos peixes € composto por seis componentes anatdémicos dispostos em
série. Dentre eles, o ventriculo se destaca por apresentar consideraveis variacdes
morfologicas entre as espécies relacionadas a anatomia externa, organizacédo do
miocardio e distribuicdo dos vasos coronarios. Embora a classificacdo morfologica
seja uma ferramenta que, em algum nivel, permite inferéncias sobre a evolucao do
ventriculo em peixes, até o momento nenhuma analise utilizando métodos
filogenéticos comparativos foi realizada. Além disso, ainda se sabe pouco sobre a
morfologia cardiaca e sua evolucdo em teledsteos Neotropicais de agua doce.
Diante disso, o objetivo deste estudo foi avancar no entendimento da evolucdo da
morfologia ventricular em tele6steos de agua doce da linhagem Otophysi. Para isso,
foram estudados os ventriculos de 28 espécies pertencentes aos grupos
Characoidei, Siluriformes e Gymnotiformes, sendo que espécies da ordem
Cypriniformes foram utilizadas como grupo externo. Os ventriculos foram
submetidos a estudos anatdémicos, histologicos e ultraestruturais. Em seguida, uma
filogenia foi proposta com base em caracteres moleculares previamente
sequenciados, com énfase em elementos de DNA ultraconservados.
Posteriormente, os caracteres morfolégicos foram incorporados a filogenia
proposta e analisados por meio de métodos filogenéticos comparativos. A
morfologia piramidal do tipo Il esteve presente nos ventriculos de todos os
exemplares de Characoidei, Gymnotiformes e Cypriniformes estudados. Ja os
Siluriformes apresentaram uma maior variabilidade, demonstrando ventriculos
saculares dos tipos Ib e Il. As analises SIMMAP aplicadas a filogenia permitiram
inferir que o ventriculo piramidal do tipo Il seria a condi¢do ancestral em Otophysi.
Esse tipo de ventriculo teria sido preservado em Characoidei, Gymnotiformes e
Cypriniformes, o que indica a evolucéo desses grupos em ambientes |6ticos e com
possiveis migracdes reprodutivas. Por outro lado, o cenario evolutivo para as
espécies da ordem Siluriformes aponta para uma maior diversificagdo nos habitos
de vida e ocupacéo de locais com diferentes condi¢cdes ambientais, o que permite
uma maior variacdo morfolégica do ventriculo em funcdo das diferentes
necessidades metabdlicas das espécies.

Palavras-chave: coracéo, filogenia, peixes, vascularizacao, ventriculo
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Abstract

The fish heart is composed of six anatomical components arranged in series.
Among them, the ventricle stands out for presenting considerable morphological
variations among species related to external anatomy, organization of the
myocardium, and distribution of coronary vessels. Although morphological
classification is a tool that, to some extent, allows inferences about the evolution of
the fish ventricle, no analysis using comparative phylogenetic methods has been
performed thus far. In addition, little is known about cardiac morphology and its
evolution in Neotropical freshwater teleosts. Thus, the objective of this study was to
contribute to the understanding of the evolution of ventricular morphology in
freshwater teleosts of the Otophysi lineage. For the description and survey of
morphological characters, ventricles of 28 species belonging to three main groups,
Characoidei, Siluriformes, and Gymnotiformes, were studied, with species of the
order Cypriniformes used as an outgroup. The ventricles underwent anatomical,
histological, and ultrastructural studies. Subsequently, a phylogeny was proposed
based on previously sequenced molecular characters, specifically ultraconserved
DNA elements (UCEs). Finally, the morphological characters were incorporated into
the proposed phylogeny and analyzed using comparative phylogenetic methods.
The type Il pyramidal morphology was present in the ventricle of all specimens of
Characoidei, Gymnotiformes, and Cypriniformes studied. Siluriformes showed
greater variability, demonstrating saccular ventricles of types Ib and Il. SIMMAP
analyses applied to the phylogeny allowed us to infer that the type Il pyramidal
ventricle would be the ancestral condition in Otophysi. This type of ventricle would
have been preserved in Characoidei, Gymnotiformes, and Cypriniformes, indicating
the evolution of these groups in lotic environments and possible reproductive
migrations. On the other hand, the evolutionary scenario for species of the order
Siluriformes points to greater diversification in life habits and occupation of habitats
with different environmental conditions, allowing for greater morphological variation
in the ventricle as a result of different metabolic needs of the species.

Keywords: heart, phylogeny, fish, vascularization, ventricle.
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1.1. Morfologia do Coracéo de Teledsteos

O coracdo dos teledsteos é tradicionalmente descrito como tendo quatro
segmentos anatdbmicos: seio venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso (GREER
WALKER; SANTER, 1985; FARRELL; JONES, 1992; BURGREEN; FARRELL;
LILLYWHITE, 1997). No entanto, com 0s avan¢os nos estudos sobre a morfologia
cardiaca dos peixes, foram identificados dois segmentos adicionais: o segmento
atrioventricular (ICARDO; COLVEE, 2011) e o cone arterioso (ICARDO, 2006). De
acordo com a revisdo de Icardo (2017), ambos os segmentos devem ser
considerados para uma definicdo adequada da morfologia cardiaca em peixes, o
gue leva a uma descricdo do coracdo com seis componentes dispostos em série,

envoltos por um saco pericardico: seio venoso, atrio, segmento atrioventricular

(segmento AV), ventriculo, cone arterioso e bulbo arterioso (Fig. 1).

Seio Segmento , Cone Bulbo

Veia Valvula
cardinal sinoatrial

Veia
hepatica Bulbo
u

arterioso

Ventriculo

Valvula Valvula bulbar
atrioventricular

Fig. 1: Esquema do coragdo em teledésteos (KARDONG, 2009), evidenciando todos
0s segmentos cardiacos e o sentido do fluxo sanguineo. Os circulos verdes marcam a
regido do segmento AV e do cone arterioso.

O fluxo sanguineo no coracdo tem inicio no seio venoso que funciona como
um reservatoério elastico de paredes finas constituido principalmente por tecido
conjuntivo. Entretanto, também pode apresentar musculatura cardiaca e/ou
musculatura lisa em quantidade variavel entre as espécies (FARRELL; JONES,
1992; OLSON, 2000). Seu volume é altamente variavel, podendo ser igual ou

inferior ao volume atrial. Do ponto de vista funcional, este segmento recebe o
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sangue rico em CO2 por meio do ducto de Cuvier e das veias hepaticas e o
transmite para o atrio (YAMAUCHI, 1980). Porém, sua contribuicdo nesta tarefa ndo
€ bem definida, uma vez que a musculatura cardiaca € esparsa em muitas espécies
e também devido a auséncia de valvulas do seio para prevenir o refluxo (SANTER,
1985; FARRELL; JONES, 1992, ICARDO, 2017, FARRELL; SMITH, 2017).

Outra funcdo importante associada ao seio venoso é o controle dos
batimentos do coracdo, uma vez que nele localiza-se o tecido do marca-passo
cardiaco (OLSON, 2000). Os feixes de nervos e corpos neuronais estao presentes
na parede do seio e formam uma estrutura semelhante a um plexo, que diferem
dos géanglios observados em aves e mamiferos por ndo estarem envolvidos por
tecido conjuntivo e apresentarem pouca organizacédo (ICARDO, 2017). Em relac&o
ao suprimento de oxigénio, segundo Farrell et al. (2012), esta camara nao
apresenta vasos coronarios, sendo inteiramente suprido pelo sangue presente no

[Gmen.

Em continuidade com o seio venoso, o atrio é localizado em posicdo dorsal
em relacdo ao ventriculo, sendo caracterizado como uma camara Unica e irregular
de volume igual ou inferior ao volume ventricular. Sua forma variavel é derivada da
distancia entre o Ostio atrioventricular, bulboventricular e da curvatura em S,
presente na anatomia cardiaca dos peixes (SANTER, 1985). Esta camara
apresenta maior quantidade de musculatura cardiaca em relacdo ao seio venoso,
mas devido a baixa pressao sanguinea que é capaz de gerar, exige uma demanda

de oxigénio relativamente baixa (FARRELL et al., 2012).

A parede atrial € constituida por trabéculas musculares denominadas de
muasculos pectineos, que aparentam irradiar-se ou convergir no orificio
atrioventricular. Estas trabéculas sdo compostas por musculo cardiaco envolto por
endocardio, com colageno evidente na regido subendocardica e pouco colageno
entre as fibras musculares (ICARDO, 2017). Funcionalmente, o atrio é responsavel
por enviar o sangue para o ventriculo. Quando ocorre a contracdo da musculatura,
as valvulas sinoatriais previnem o refluxo sanguineo, aumentando a pressao no
sangue e auxiliando sua passagem (OLSON, 2000; FARRELL; SMITH, 2017).

Entre o atrio e o ventriculo, 0 segmento atrioventricular € descrito como uma

estrutura em formato de anel constituido por musculatura cardiaca suprida por
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vasos sanguineos, envolvida por tecido conjuntivo rico em colageno (ICARDO;
COLVEE, 2011). Ainda, o tecido conjuntivo € responsavel por isolar parcialmente a
musculatura do segmento atrioventricular em relacdo a presente no atrio e no
ventriculo. Este segmento apresenta miocardio compacto, quase sempre
vascularizado, independente da morfologia do miocéardio ventricular. Sua fungéo é
desempenhar conexdes funcionais e estruturais entre ambas as camaras
(ICARDO; COLVEE, 2011; ICARDO, 2017). O segmento AV também é responsavel
por ancorar um par de valvulas atrioventriculares compostas principalmente por
tecido conjuntivo rico em coladgeno. A principal fungcdo das valvulas € impedir o
refluxo sanguineo para dentro do atrio durante a sistole ventricular (GARDINAL et
al., 2019).

Segundo Rantin e Kalinin (2014), o ventriculo de teledsteos é a principal
camara geradora de presséo no coracdo e compreende entre 58% a 85% de seu
peso. Esta cAmara apresenta consideraveis variacdes morfoldgicas, e devido a esta
caracteristica, torna-se dificil agrupa-lo em categorias (TOTA et al., 1983; TOTA,
1989; SANTER, 1985; FARRELL; JONES, 1992; ICARDO et al., 2005; ICARDO,
2012; ICARDO, 2017). Entretanto, segundo Icardo (2012), a classificacédo pode ser
estabelecida de acordo com a anatomia externa (SANTER et al., 1983; SANTER,
1985) e analise de organizacdo do miocéardio ventricular, associada a presenca ou

auséncia de vascularizacao coronaria (TOTA et al., 1993; TOTA, 1989).

Em relacédo a classificacdo anatémica, o ventriculo pode apresentar trés tipos:
sacular, tubular e piramidal (Fig. 2). Essa classificacdo possui diversas implicacdes
funcionais. Segundo Santer et al. (1983), ventriculos piramidais sdo associados a
uma parede muscular espessa e vascularizada, sendo comumente observados em
espécies com estilo de vida ativo; ventriculos com formato sacular sao frequentes
em muitos teledsteos marinhos e sédo associados a espécies com baixa atividade
de locomocao, enquanto os tubulares séo observados em peixes que apresentam
um formato de corpo alongado (SANCHEZ-QUINTANA et al., 1996). Entretanto, o

significado funcional destas formas anatémicas ainda ndo é bem estabelecido.
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Fig. 2: Anatomia ventricular no coracdo de teleésteos segundo Santer et al.
(1983), destacando as anatomias tubular, sacular e piramidal. Imagens usadas a
partir de Santer et al. (1983).

Além das caracteristicas externas, o miocardio ventricular pode ser classificado em
dois tipos: inteiramente trabeculado (camada esponjosa) ou miocardio misto, constituido
por uma camada compacta externa que envolve uma camada esponjosa interna
(SATCHELL, 1970) (Fig. 3). Segundo Sanchez-Quintana et al. (1996), ventriculos
tubulares ou saculares estariam associados a um miocardio inteiramente trabeculado,
enquanto ventriculos piramidais estariam relacionados a um miocardio misto. Entretanto,
conforme demonstrado por Simdes et al. (2002), Icardo et al. (2005) e Gardinal et al.
(2018), a relacéo entre o formato ventricular externo e a arquitetura interna do miocardio
nem sempre é constante, assim como a relagdo entre o formato externo e o habito

natatorio das espécies.

O miocardio trabeculado (camada esponjosa) é constituido por cardiomidcitos
organizados em laminas trabeculares, enquanto que o miocardio misto possui uma
camada compacta externa formada por um denso agrupamento de feixes musculares
(FARRELL; PIERPERHOFF, 2011). De acordo com Farrell e Jones (1992), a espessura
relativa e a arquitetura da camada compacta variam entre as espécies. O
desenvolvimento da camada compacta € caracterizado pela organizacdo progressiva
das fibras cardiacas em camadas de feixes musculares e pode apresentar até trés
arranjos diferentes, dependendo de sua espessura (ICARDO, 2017). Essa organizacéo

torna-se mais evidente em espécies ativas, como peixes-espadas e atuns.
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Em relagdo a camada esponjosa, as trabéculas musculares em formato de laminas
delimitam pequenos espacos intertrabeculares que irradiam a partir do limen central
(ICARDO et al., 2005; MUNSHI et al.,, 2001). O lumen central do ventriculo seria
responsavel por suportar a maior parte do estresse sistolico, o qual é progressivamente
reduzido em direcdo a periferia. Essa caracteristica protege o miocardio e mantém a
integridade da parede ventricular (Icardo et al., 2005).

Fig. 3. Microscopia eletrbnica de varredura do ventriculo de Brycon amazonicus. A:
mioarquitetura ventricular em preparos transversais mostrando a organizacdo da camada
compacta externa do miocardio e a organizacao trabecular interna (camada esponjosa). Os
vasos coronarios sao observaveis no subepicardio ventricular e no miocardio compacto (setas
brancas). B: Camada esponjosa demostrando o sistema altamente ramificado das trabéculas.
Abreviagfes: cc: camada compacta, ce: camada esponjosa, t: trabéculas. Barras de Escala:
A: 1mm; B: 500um. Observag6es ndo publicadas.

Entre a camada compacta e esponjosa, destaca-se a presenca de colageno em
quantidades variaveis (Fig. 4). De acordo com Tota (1978), o colageno funcionaria
como uma cola, permitindo que o miocardio atue como uma unidade funcional. No
entanto, ao analisar ventriculos de salmonideos, Pieperhoff et al. (2009)
demonstraram que o colageno nessa regido é descontinuo e pouco evidente. Assim,
0 autor sugeriu que as fibras musculares da camada esponjosa dobram suas pontas
para criar uma superficie de contato paralela com a camada compacta. Essa juncéo
€ enriquecida por desmossomos e componentes de fascia. Segundo Icardo (2012), o
coldgeno € um componente juncional sempre presente entre as camadas compacta e
esponjosa, mas em quantidade variavel entre as espécies. Em vez de rejeitar a
hip6tese descrita por Tota (1978) ou 0 modelo descrito por Pieperhoff et al. (2009),
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sugere-se que a combinagdo de ambos estabeleca a sinergia necessaria para manter
as diferentes organizacdes musculares unidas, promovendo a contragdo simultanea

necessaria para a sistole coordenada do ventriculo.

Fig. 4: Corte histologico sagital do coragdo de Brycon amazonicus (observacdes ndo
publicadas). A: seccdo sagital do ventriculo evidenciando o miocardio misto formado por
uma camada compacta externa e esponjosa interna. Observe a borda de colageno (linha
vermelha) presente no limite entre a camada compacta e a camada esponjosa.
Abreviagfes: a: atrio; ac: arco de colageno; av: segmento atrioventricular b: bulbo arterioso;
C: cone arterioso; cc: camada compacta; ce: camada esponjosa. Coloragéo: Picrosirius.
Barra de escala: 5mm.

Uma das formas mais relevantes de classificagdo cardiaca em peixes foi
proposta por Tota et al. (1983) e revisada por Duran et al. (2015) e Farrell e Smith
(2017). Essa classificacdo agrupa o ventriculo em quatro tipos principais, levando
em consideracdo a presenca e a espessura da camada compacta, bem como a
extensdo da vascularizagdo coronaria no miocardio (Fig. 5). Assim, os ventriculos
do tipo | apresentam apenas miocardio esponjoso, com auséncia de camada
compacta e vascularizagdo coronaria (la) ou com vascularizagdo coronaria restrita
ao espaco subepicardico (Ib). Ja os tipos II, Ill e IV possuem miocéardio misto,
formado por uma camada esponjosa interna e uma camada compacta externa. Os
ventriculos do tipo Il apresentam vasos coronarios na camada compacta, mas

esses ndo alcancam a camada esponjosa, enquanto os ventriculos do tipo lll e IV
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diferem na propor¢édo do miocérdio formado pela camada compacta, mas 0s vasos
coronarios penetram tanto na camada compacta quanto nas trabéculas da camada
esponjosa. Cabe destacar que a classificacdo proposta por Tota et al. (1983),
evidenciando quatro tipos de ventriculo, tem sido adotada tanto para o coracéo de
Chondrichthyes quanto de Osteichthyes (SANTER, 1985; DAVIE; FARRELL, 1991,
FARRELL; JONES, 1992; GRIMES; KIRBY, 2009; ICARDO, 2012; FARRELL et al.,
2012; DURAN et al., 2015; ICARDO, 2017; FARRELL; SMITH, 2017).

Tipo | Tipo 1l

Vasos coronarios
na camada
compacta

Artéria coronaria superficial \

Trabéculas

Camada compacta

Vasos coronarios na
camada esponjosa

Artéria
corondria

cranial Artéria

coronaria
caudal

Vasos
corondrios no
atrio

Tecido muscular
atrial

Tipo Il Tipo IV

Fig.5: Classificacdo do ventriculo de peixes baseado em Tota et al. (1983). Imagem
original adaptada por Grimes e Kirby (2009) de Davie e Farrell (1991), utilizada a partir de
Farrell et al. (2012).

O suprimento de oxigénio no miocardio ventricular pode ocorrer por duas
vias distintas: luminal e coronaria (Fig. 6). Na via luminal, o oxigénio chega ao
muasculo cardiaco diretamente pelo contato do sangue com as trabéculas
musculares no limen. Essa forma de suprimento esta associada apenas ao
miocardio trabeculado, uma vez que o sangue luminal ndo percorre a camada
compacta nos miocardios mistos (DAVIE; FARRELL, 1991). Ja na via coronaria, o
sangue rico em O2 chega ao miocardio por meio dos vasos coronarios, que tém
origem a partir das artérias hipobranquiais (FARRELL; JONES, 1992; OLSON,

2000). Essa via estd sempre presente na camada compacta e também pode
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penetrar as trabéculas do miocardio esponjoso em algumas espécies com
ventriculos do tipo lll e IV (TOTA et al., 1983; DAVIE; FARRELL, 1991; COX et al.,
2016). Em espécies que possuem o0 miocardio misto, ambas as formas de

suprimento ocorrem.

Coronary
O, supply

compact myocardium

Fig. 6: As duas vias de oxigenacao presente no coragado de peixes, somente luminal,
tipica de coracdes tipo | e luminal/coronéaria, presentes em coragdes de tipo Il. Figura
utilizada a partir de Farrell et al. (2012).

A circulacdo coronariana em peixes tem origem a partir das artérias
hipobranquiais, formadas por juncdes das artérias branquiais eferentes. A partir
dessas artérias, originam-se os ramos coronarios direito e esquerdo, que podem se
fundir e alcancar o coracdo pela regido cranial. Além dessa via, em algumas
espécies, pode ocorrer a presenca de artérias corondrias caudais que se originam
a partir da artéria coracéide (primeiro ramo da artéria aorta dorsal) e chegam ao
coracao pela superficie dorsal, por meio de ligamentos pericardicos (OLSON,
2000). Segundo Tota et al. (1983), as artérias coronarias que chegam ao coracao
pelo bulbo arterioso (em telebsteos) ou cone arterioso (em elasmobranquios)
podem ramificar-se no ventriculo, formando duas redes distintas: hilar ou extrahilar.
A rede hilar é formada quando a artéria coronaria percorre a superficie do bulbo e,
posteriormente, penetra a parede do ventriculo diretamente na regido

bulboventricular. Por outro lado, a rede extrahilar é constituida por vasos que
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partem das artérias coronarias principais e ramificam-se na superficie ventricular
abaixo do epicérdio, formando o sistema extramural (Fig. 7). Em seguida, os vasos
coronarios do sistema extramural penetram a parede ventricular em diferentes
regides, podendo formar uma rede vascular restrita a regido subepicardica e
alcancar somente o nivel da camada compacta, ou atingir ambas as camadas

compacta e esponjosa.

A

Fig. 7: Distribuicdo das artérias coronérias no ventriculo de Megaleporinus
obtusidens. A: artéria coronaria principal chega ao coragéo pela superficie ventral do
bulbo arterioso onde se bifurca duas vezes (asteriscos). Os ramos coronarios direito e
esquerdo assumem trajetéria descendente em direcdo ao ventriculo (setas pretas). B: os
ramos coronarios direito e esquerdo se ramificam na superficie ventricular e penetram o
musculo cardiaco (setas pretas/brancas). Abreviages: a: atrio; b: bulbo arterioso; v:
ventriculo. Imagem usada a partir de GARDINAL et al., 2018.

Apos a sistole ventricular, o sangue é encaminhado para o trato de saida do
coracdo. Em peixes, o trato de saida é o segmento interposto entre o ventriculo e
a artéria aorta ventral. Esse segmento desempenha papéis importantes, como
conexdes estruturais, prevencao do refluxo sanguineo e controle da pressao
arterial. Essas funcdes estéo relacionadas a composicao histolégica e histoquimica
dos segmentos (LORENZALE et al.,, 2018; GARDINAL et al.,, 2019). Em
chondrichthyes, estudos anteriores relataram que o trato de saida era composto
apenas por um cone arterioso formado por muasculo cardiaco com um numero
variavel de valvulas (PARSON, 1930; SATCHELL; JONES, 1967; SANS-COMA et
al., 1995). No entanto, estudos conduzidos por Duran et al. (2008) no tubaréo-gato

do Atlantico (Galeus atlanticus Vaillant, 1888) mostraram que o componente distal
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do trato de saida era morfologicamente diferente da aorta ventral e do cone, sendo
descrito pela primeira vez um bulbo arterioso elastico no trato de saida de
chondrichthyes.

A evolucdo do coracdo em osteichthyes foi marcada pela progressiva
diminuicdo do cone arterioso e aumento do bulbo arterioso, especialmente em
teledsteos. A principio, o cone arterioso era observado apenas em chondrichthyes,
actinopterygii basais e teledsteos basais (elopomorpha), sendo considerado
ausente em linhagens de teledsteos mais derivados. A perda do cone pbde ser
atribuida a dois fatores: uma invaginacdo do ventriculo (SMITH, 1918) ou uma
consequéncia direta da evolucdo cardiaca (SANTER, 1985). No entanto, Icardo
(2006) realizou uma pesquisa com 28 espécies de diferentes familias e ordens e
observou que o cone arterioso também estava presente no coracdo de teledsteos
derivados, sendo representado por um segmento anatdomico discreto localizado
entre o ventriculo e o bulbo arterioso, formado por miocardio compacto com mais
colageno e elastina em relacdo ao encontrado na musculatura ventricular (ICARDO,
2006; SCHIB et al., 2002). Assim como o segmento AV, 0 cone ancora um par de
valvulas do cone ricas em coldgeno e pode apresentar vasos sanguineos mesmo

quando o miocardio ventricular ndo € vascularizado.

Diferentemente do observado em chondrichthyes e actinopterygii basais, em
teleGsteos, o bulbo é descrito como uma camara Unica de parede espessa,
localizado entre o ventriculo e a aorta ventral (FARRELL; JONES, 1992). Segundo
Icardo (2017), o bulbo € dominante no trato de saida de tele6steos e é constituido
principalmente por tecido conjuntivo e musculatura lisa. Essa camara apresenta
capacidade de expansdo, funcionando como um reservatorio elastico para o
sangue durante a sistole ventricular, absorvendo a pressao gerada pelo ventriculo
e liberando um fluxo constante de sangue de maneira ativa para as branquias
(fungéo "windkessel") (FARRELL, 1979). Seu formato externo pode variar de
piriforme e alongado a espesso e robusto (ICARDO, 2012). A superficie interna é
caracterizada pela presenca de cristas longitudinais que ocupam toda a sua
extensdo, podendo ser proeminentes ou discretas, acompanhando o formato do
bulbo, dependendo da espécie (FARRELL; JONES, 1992).

Sob uma perspectiva evolutiva, Moriyama et al. (2016) utilizaram

manipulagdo genética em experimentos com embrides de zebrafish e
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demonstraram o envolvimento da elastina b na morfogénese do bulbo arterioso.
Essa nova forma de elastina teria sido originada apds o evento de duplicacdo do
genoma inteiro que ocorreu na raiz da linhagem de teledsteos, cerca de 350
milhdes de anos atrds. Funcionalmente, a neofuncionalizacdo da elastina teria
levado a um refinamento nas funcdes exercidas pelo bulbo arterioso, tornando essa
camara fundamental para o sucesso adaptativo dos teledsteos e morfologicamente

Gnica em relagcéo ao observado em outros grupos (LORENZALE et al., 2018).

1.2. Os diferentes tipos de ventriculo nas linhagens de peixes e

principais hipoteses evolutivas.

7

A evolucdo do ventriculo em peixes € um tema que esta em constante
discusséo na literatura. Embora a fossilizacdo cardiaca seja possivel (MALDANIS
et al., 2016), ndo existem dados paleontolégicos que permitam concluir a respeito
do coracdo basal em gnathostomados. Portanto, a classificacdo do ventriculo
proposta por Tota et al. (1983), com base na organizacdo do miocardio e na
extensdo da vascularizac&o coronariana, € um método que permite inferir, até certo
ponto, a respeito da evolucdo do ventriculo em diferentes linhagens de peixes
(FARRELL et al., 2012; DURAN et al., 2015). Para a formulacdo das principais
hipéteses evolutivas, foi necesséario o conhecimento da morfologia cardiaca em
representantes vivos dos agnatas (ICARDO et al., 2016) e gnathostomatas basais,
como os chondrichthyes e actinopterygii basais (DURAN et al., 2015; LORENZALE
et al., 2018).

O ventriculo do tipo | esta presente nos agnatha vivos, como as feiticeiras e
as lampreias (ICARDO et al., 2016). Nesses grupos, o ventriculo é caracterizado
pela auséncia de vasos coronarios e pelo miocéardio inteiramente trabeculado,
suprido apenas pelo processo de difusdo que ocorre entre 0 sangue presente no
limen e as laminas trabeculares (ICARDO et al., 2016; FARRELL et al., 2012). O
processo de compactacao ventricular e o desenvolvimento dos vasos coronarios
teriam ocorrido cedo na linhagem dos vertebrados, juntamente com o
desenvolvimento da mandibula e das vértebras. Com o desenvolvimento dessas
estruturas, os peixes teriam sido capazes de adotar um novo habito de vida

predatério, levando a um aumento na demanda de oxigénio no coragao. Assim, a
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hipbxia localizada no miocéardio poderia ter atuado como uma importante pressao
seletiva a favor do desenvolvimento da circulagdo coronariana, assim como o
aumento da demanda metabdlica, levando ao processo de compactacdo do

miocardio e originando o miocardio misto (FARRELL et al., 2012).

Segundo a hipétese de Farrell et al. (2012), apoiada pelo estudo de Durén et
al. (2015), o miocardio misto é considerado a condi¢do basal da mioarquitetura
ventricular em Gnathostomata. Essa condicdo foi mantida na mioarquitetura
ventricular dos Chondrichthyes atuais (LORENZALE et al., 2018), sendo os tipos IlI
e IV presentes em todos os Elasmobranchii estudados até o momento (SANTER;
GREER WALKER, 1980; TOTA et al., 1983; TOTA, 1989; SANCHEZ-QUINTANA
et al.,, 1996; FARRELL et al., 2012; DURAN et al., 2015; COX et al., 2016). No
entanto, ao estudar a mioarquitetura ventricular em Holocephali, grupo irméao dos
Elasmobranchii, Duran et al. (2015) observaram ventriculos dos tipos | e lll,
sugerindo que a reducdo da camada compacta (tipo Ill) ou mesmo sua auséncia
(tipo 1) deveriam ser consideradas caracteristicas derivadas. A perda do miocardio
compacto também teria ocorrido repetidamente em diferentes taxons de
Actinopterygii durante a evolugdo (FARRELL et al., 2012, DURAN et al., 2015;
LORENZALE et al., 2018).

Em taxons basais de Actinopterygii, como os esturjées, o modelo de ventriculo
tipo Ill, semelhante ao observado em muitos elasmobranquios, foi mantido
(FARRELL, 2007). Por outro lado, mais préximo aos teledsteos derivados, como 0s
tarpdes e enguias (Elopomorpha), apresentam ventriculo do tipo Il, no qual os
vasos coronarios teriam regredido e se restringido apenas a camada compacta
(FARRELL et al., 2012). Quanto aos teledsteos, a maioria das espécies estudadas
(50% a 80%) apresenta o ventriculo tipo | inteiramente trabeculado, sendo o
ventriculo tipo Il o mais frequente em espécies com miocardio misto (SANTER;
GREER WALKER, 1980; SANTER, 1985; FARRELL; JONES, 1992; FARRELL et
al., 2012; ICARDO, 2012, 2017). Neste grupo, o ventriculo tipo Il ainda nao foi
observado, e o tipo IV foi encontrado apenas em espécies de habito natatério
intenso e endotermia parcial, como 0s peixes-espada e os atuns (TOTA et al.,
1983). Desta forma, a hipdtese estabelecida por Farrell et al. (2012) é que muitas

linhagens de teledsteos teriam revertido ao ventriculo ancestral tipo |, tornando-se
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menos dependentes da circulagdo coronariana. Um resumo do cenario evolutivo

descrito acima esté presente na Fig. 8.

Conus Bulbus Cardiac Coronary
Presence Presence Type Presence
Tetrapods
Sarcopterygii
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(eg carps & minnows NN —
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Actinoterygii B i &
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Fig. 8. Resumo da presenca e auséncia de cone, bulbo e circulagdo coronéria,
assim como os tipos ventriculares na filogenia de peixes. Imagem original de Farrell
et al. (2012).

Em relacdo ao formato externo e a mioarquitetura do ventriculo, Tang et al.
(2018) estudaram o desenvolvimento do coracdo em duas populacfes diferentes
de Astyanax mexicanus, uma populacdo de caverna e uma populacdo de
superficie. Ambas as populac¢des apresentaram um ventriculo piramidal associado
a um miocardio misto, independentemente do héabito natatério. No entanto, a
populacao de superficie mais ativa mostrou um ventriculo piramidal mais angular e
uma proporcdo maior da camada compacta em comparacdo com a populacao de
caverna, que tinha um héabito sedentario. Essas diferencas morfologicas
coincidiram com diferencas funcionais, sendo que a populacdo de superficie
apresentou uma maior frequéncia cardiaca em relagéo a populacdo de caverna. Ao
acompanhar o desenvolvimento de ambas as populacbes em condicbes de
laboratorio, os autores perceberam que as diferencas morfologicas apareciam cedo
no desenvolvimento e sem a influéncia de fatores ambientais. Por fim, ao realizar
um cruzamento entre as duas populacdes, observaram na geragdo F1 que o

coracdo apresentava uma mistura de ambos os fenétipos. Assim, concluiram que
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as caracteristicas morfolégicas do ventriculo estavam embutidas no genoma e

eram geneticamente reguladas.

Diante do exposto, apesar da classificacdo morfoldégica do ventriculo em
quatro tipos ser uma ferramenta que, em algum nivel, permita inferéncias sobre sua
evolucdo, nenhuma andlise utilizando métodos filogenéticos comparativos para 0s
caracteres do ventriculo foi realizada nas diferentes linhagens de peixes até o
momento. Assim, a possibilidade de os caracteres morfolégicos do ventriculo
estarem fixados no DNA das espécies (TANG et al., 2018) aponta para a
necessidade de estudos que abordem esses caracteres sob uma perspectiva
filogenética.

1.3. A diversidade de espécies do grupo Otophysi

Apesar de inumeros estudos descreverem o ventriculo dos peixes, sdo
poucos os trabalhos que abordaram a morfologia cardiaca em espécies
neotropicais (HOCHACHKA et al., 1978; CAMILLI et al., 1989; GONCALVES et al.,
1990; SIMOES et al., 2002; GARDINAL et al., 2018; TANG et al., 2018; GARDINAL
et al., 2019).

A regido neotropical é conhecida por abrigar uma extraordinaria diversidade
de peixes de agua doce, representando uma porcédo significativa da diversidade
global. Com mais de 6.000 espécies, o0 nimero de espécies de peixes neotropicais
corresponde a cerca de 20% a 25% de todas as espécies de peixes do mundo
(REIS et al., 2016). Essa regido € particularmente notavel pela sua concentracao
de espécies em relacdo aos recursos hidricos disponiveis, uma vez que essa
enorme biodiversidade é encontrada em menos de 0,003% das massas de agua
do planeta. Dentro desse cenario diversificado, os peixes neotropicais estao
agrupados principalmente em trés grandes linhagens: Siluriformes (bagres),
Gymnotiformes (peixes-faca sul-americanos) e Characoidei (tetras, piranhas)
(ALBERT,; REIS, 2011). Essas linhagens representam a maior parte da diversidade
de espécies neotropicais, destacando-se pela sua ampla distribuicdo e adaptacdes

Unicas aos diferentes ambientes aquaticos presentes na regiéo.
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A diversidade taxondmica dos peixes neotropicais € acompanhada por uma
notavel diversidade funcional. Estudos recentes tém demonstrado que a regido
neotropical apresenta a maior diversidade funcional em comparacdo com outras
regides biogeograficas (TOUSSAINT et al., 2016). Essa diversidade funcional
reflete as diversas estratégias adaptativas desenvolvidas pelos peixes para
sobreviver em diferentes habitats, incluindo adaptacées morfoldgicas, fisiologicas e
comportamentais. A grande variedade de nichos ecoldgicos disponiveis na regiao,
como rios, lagos, pantanos e ambientes de agua doce isolados, proporciona uma
ampla gama de desafios e oportunidades para 0s peixes neotropicais,

impulsionando a evolugdo de caracteristicas Unicas em cada linhagem.

Apesar da importancia dos peixes neotropicais para a biodiversidade global e
para o entendimento da evolucéo dos peixes de agua doce, a morfologia cardiaca
dessas espécies ainda é pouco explorada na literatura cientifica. A maioria dos
estudos sobre o coracdo de peixes tem se concentrado em outras regifes
geograficas, deixando lacunas significativas no conhecimento sobre a morfologia
cardiaca dos peixes neotropicais. Portanto, ha uma necessidade urgente de
investigaces abrangentes e detalhadas sobre a morfologia e a fungcéo cardiaca
dessas espécies, a fim de compreender melhor a sua adaptacdo aos diferentes
ambientes aquaticos e contribuir para a conservacdo e manejo adequado dessas

populacdes de peixes Unicas.

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Inferir sobre a evolucdo dos caracteres morfolégicos do ventriculo em
espécies pertencentes ao subclado Otophysi.

2.2. Objetivos Especificos

e Descrever as caracteristicas morfolégicas do ventriculo e a distribuicdo de
vasos coronarios em espécies do subclado Otophysi: Characoidei,
Siluriformes, Gymnotiformes e Cypriniformes.

e Propor uma filogenia com espécies do subclado Otophysi utilizando
elementos ultra conservados de DNA.

e Mapear os caracteres morfologicos do ventriculo na filogenia proposta

utilizando métodos filogenéticos comparativos.

29



Doutorando: Mario Vitor B. Gardinal Orientador: Ricardo C. Benine

® =~ @
e
—
—®
@ O
]
l L 4

—

m piramidal=tipoll012
m sacular-tipolb101

@ sacular-tipoll112 ]

3. Material e Métodos
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3.1. Animais

Os peixes utilizados neste estudo foram coletados em dois rios proximos a
regido de Botucatu —SP: Ribeirdo Capivara (S 22°44' W 48°23") (Fig. 9A) e Hortela
(S 22°55' W 48°30") (Fig. 9B). Para as coletas, foi necessério o auxilio de peneira e
rede de arrasto (Figs. 9C, D). Foram coletadas 16 espécies e um total de 3 a 5
exemplares por espécie considerando ambas as localidades. Megaleporinus
obtusidens (Valenciennes, 1837), Brycon orbignyanus (Valenciennes, 1850) e
Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837) foram coletadas no Rio Parana, regido
de Castilho/SP com auxilio de vara de pesca e puca. Phenacogrammus interruptus
(Boulenger, 1899), Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829),
Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766), Hoplosternum littorale (Hancock,
1828), Carassius auratus (Linnaeus, 1758), Cyprinus carpio Linnaeus, 1758, Danio
rerio (Hamilton, 1822) e Gyrinocheilus aymonieri (Tirant, 1883) foram obtidos
através e fornecedores locais em lojas de aquarismo. Nos casos de coleta em
campo, os peixes foram acomodados em caixa térmica, com capacidade para 18
litros, contendo a mesma agua do local de coleta, oxigenada com auxilio de aerador
(Figs. 9E, F). Os exemplares foram transportados até o Laboratorio de Ictiologia do
Departamento de Bioestatistica, Biologia Vegetal, Parasitologia e Zoologia do
Instituto de Biociéncias, Unesp Botucatu, onde foram realizados os procedimentos

anatdémicos.
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Fig. 9: Coleta de peixes na natureza. A e B: Coletas realizadas nos rios
Capivara (A) e Horteld (B). C e D: Processo de coleta dos peixes na
vegetacdo marginal com o auxilio de peneira. E e F: Exemplares de
Gymnotus cuia (E) e Imparfinis mirini (F) momentos antes do
armazenamento em caixa térmica.

3.2. Preparacao Anatomica

Todos os exemplares coletados foram mantidos em uma caixa térmica por
aproximadamente 3 horas até o momento da coleta dos corag¢des. Os peixes foram
eutanasiados individualmente em um aquério contendo uma solu¢éo de eugenol
previamente diluida em etanol 100% na proporcao de 100mg/L. Para o aquario,
foram utilizados 3,88 litros de agua e 12 ml de solucdo de eugenol, totalizando 4
litros e mantendo a proporgédo de 300 ml/L, conforme aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu
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(Protocolo N° 1213). Em seguida, foi realizada, para cada exemplar, uma seccao
longitudinal na linha mediana da regido ventral, a fim de expor a cavidade
pericardica. Apos a remocdo dos musculos hipobranquiais, o pericardio foi
seccionado para expor o coracdo. O coracdo foi removido e imediatamente
posicionado em uma placa de Petri contendo solucao fisiolégica e encaminhado
para fotodocumentacdo com o auxilio do estereomicroscopio Zeiss (modelo
Discovery V20). Apés documentacéo, os coracfes foram fixados em solucdo de
paraformaldeido 4% por no maximo 48 horas e encaminhados para rotina de
histologia. Em cora¢cBes de espécies obtidas no rio Parana, os coragbes foram
removidos no local e imediatamente fixados. A fixacdo e fotodocumentacao
ocorreram como descrito acima. As imagens das espécies foram obtidas a partir do

site fishbase.se, e nos trabalhos de Santos et al. (2017) e Hoffmann et al. (2015).

3.3. Histologia

Apos a fixacdo, os coracBes foram submetidos a rotina de inclusdo em
historresina (Historesin Embedding Kit, Leica) e em Paraplast (Plus, McCormick
Scientific). No caso da inclusdo em historresina, o material foi seccionado com uma
espessura variando entre 1-3 ym, utilizando um micrétomo Leica (modelo RM 2165)
equipado com navalha de vidro. As secfes foram coradas com azul de Toluidina,
adicionando-se tetraborato de sodio para uma descricao geral da mioarquitetura e
da distribuicdo dos vasos coronarios, conforme descrito por Gardinal et al. 2018.
Para a inclusdo em Paraplast, as sec¢des foram cortadas em espessuras variando
entre 5-10 ym, utilizando um micrétomo Leica (modelo RM 2165) equipado com
navalha de aco. Essas se¢des foram coradas com tricrbmico de Masson e
Picrosirius (JUNQUEIRA, 1979) para identificacédo geral do tecido conjuntivo e para
a identificacao de colageno em diferentes regifes do ventriculo. Todas as sec¢des
foram documentadas utilizando uma camera Leica (modelo DFC 300FX) acoplada

a um microscopio Leica (modelo DMLB) (Fig. 10C, D).
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Fig. 10: Locais e equipamentos utilizados para os processamentos
anatdémicos e histologicos. A: Laboratorio de Sistematica e Evolugdo de
peixes do Departamento de Biodiversidade e Estatistica evidenciando os
equipamentos necessarios para a coleta dos coragbes. B:
Estereomicroscopio Zeiss (modelo Discovery. V20) com camera embutida,
utilizado para fotodocumentagdo anatbmica. C: Laboratorio Multiusuario de
Histologia do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, evidenciando
equipamentos necessarios para o processamento histolégico. D: Microscopio
Leica (modelo DMLB) utilizado para fotodocumentacéo histolégica.

3.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a preparacdo dos tecidos, foram utilizados ventriculos previamente
fixados em solucdo de Glutaraldeido. Posteriormente, as amostras foram poés-
fixadas em solucdo tamponada de tetroxido de 6smio a 1% por duas horas. Apés a
desidratacdo em séries graduadas de acetona, as amostras foram submetidas ao
secador de ponto critico - EMS 850 (Emitech, EUA) (Fig. 11C), montadas em bases
metalicas (Fig. 11D, E) e metalizadas com uma mistura coloidal de ouro-paladio
usando o aparelho Balzers® MED-010 (Fig. 11F). As amostras foram analisadas
em um microscopio eletrébnico de varredura modelo Zeiss EVO MA10 no
Laboratério de Microscopia Eletrdnica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias da UNESP, Campus Jaboticabal, e também com o microscépio modelo
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FEI Quanta 200 no Centro de Microscopia Eletrénica da UNESP, Campus de

Botucatu.

Fig. 11: Preparo de amostra para analise em microscopia eletrénica de
varredura (MEV). A: Eutanasia de um exemplar de Gymnotus cuia por
imersdo em solugdo de eugenol. B: Exposicdo do coragcdo de
Pseudoplatystoma corruscans apds remog¢ado dos musculos hipobranquiais
e abertura do pericardio. C: Apos desidratacdo do ventriculo em acetona e
pos fixacdo com tetroxido de ésmio, as amostras passaram por secador de
ponto critico EMS 850 (Emitech®, EUA). D: montagem das amostras nos
estames. E: vista interna do coracéo de Hoplias malabaricus apés secagem
em ponto critico. F: As amostras foram metalizadas com uma mistura
coloidal de ouro-paladio em aparelho Balzers® MED-010.
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3.5. Imuno-histoquimica

Foram utilizados ventriculos previamente fixados em solucdo de
paraformaldeido e submetidos a rotina de inclusdo em Paraplast, conforme
mencionado na etapa 2.3. Os ventriculos foram seccionados com um micro6tomo
equipado com navalha de aco. O procedimento de imunohistoquimica teve inicio
com a desparafinizacéo e reidratacdo das sec¢des, utilizando banhos de xilol, alcool
e dgua. A recuperacao antigénica foi realizada em tampé&o citrato 10 mM ou Tris
EDTA, em banho-maria a 92°C ou 98°C. Em seguida, foi realizado o bloqueio das
peroxidases enddgenas com H202 10% em metanol. A inibicdo das proteinas
inespecificas foi feita com albumina sérica bovina ou leite desnatado a 5%.
Posteriormente, as seg¢des foram incubadas durante a noite com o anticorpo
primério especifico: CD34 Anticorpo (B-6): sc-74499. ApGs esse procedimento, foi
realizada a incubagdo com o anticorpo pos-primario e o sistema de detec¢do com
polimero NovolinkTM (Leica Biosystems Newcastle Ltda), seguindo as descricfes
do fabricante. A revelacdo das ligacBes anticorpo-proteina foi feita com 3,3'-
diaminobenzidina tetra-hidroclorida (DAB) (NovolinkTM, DAB, RE7270-CE, Leica
Biosystems), seguida de contracoloragdo com hematoxilina. As etapas descritas
foram intercaladas com lavagens em PBS ou TBS, e as laminas foram analisadas

em um microscopio de luz.

3.6. Taxons utilizados e inferéncias filogenéticas

A filogenia proposta neste estudo foi inferida com base em loci
ultraconservados (ultraconserved elements - UCES) de 30 espécies pertencentes a
familias que compBem a subordem Characoidei e as ordens Siluriformes e
Cypriniformes, utilizando dados previamente sequenciados disponiveis em nosso
banco de dados. Infelizmente, n&o foi possivel incluir espécies de Gymnotiformes
nesta etapa, devido a auséncia de espécies com UCEs descritos em nosso banco
de dados. E importante ressaltar que nem todas as espécies coletadas em campo
apresentaram UCEs descritos em nosso banco de dados. Nessas situagoes,

optamos por incluir espécies filogeneticamente préximas as coletadas para a
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composicdo da arvore, levando em consideracdo a semelhanca morfolégica do

ventriculo entre as espécies do mesmo género.

3.7. Bioinformatica

Uma matriz de caracteres morfologicos foi elaborada com base nos
resultados apresentados na Tabela 1. Todas as analises, desde a montagem inicial
da matriz, foram realizadas utilizando o software Phyluce (FAIRCLOTH, 2016). As
técnicas de extracdo de DNA e sequenciamento utilizadas para obter os UCEs
estdo descritas em Roxo et al. (2019). Inicialmente, foram realizadas etapas de pré-
processamento dos dados. As contaminac¢des nos adaptadores, bases de baixa
qualidade e sequéncias contendo bases ambiguas foram removidas utilizando o
software Illumiprocessor (FAIRCLOTH, 2013; https://github.com/faircloth-
lab/illumiprocessor). Em seguida, os "reads" foram agrupados em "contigs" usando
o alinhador Velvet do software VelvetOptimiser (https://github.com/Victorian-
Bioinformatics-Consortium/VelvetOptimiser). Apo6s a geracdo dos “"contigs",
utilizamos um programa Python (match_contigs_to_probes.py) para alinhar os
"contigs" especificos de cada espécie ao nosso conjunto de sondas-UCE. Em
seguida, o programa "get_match_counts.py" foi utilizado para consultar o banco de
dados e gerar arquivos "FASTA" para os loci de UCEs que foram identificados em
todos os taxons. Em seguida, utilizamos um programa personalizado em Python
(seqcap_align_2.py) para alinhar os "contigs" utilizando o algoritmo de alinhamento
MUSCLE (EDGAR, 2004) e para aparar as extremidades e regides internas,
descartando regides amplamente variaveis e partes de regibes conservadas. Por
fim, foram realizadas analises filogenéticas, levando em consideracéo a presenca
de quantidades variaveis de dados ausentes (missing data). Na matriz final, foram
mantidos 75% dos UCEs que estavam presentes na matriz completamente

alinhada.

3.8. Andlise filogenética da matriz concatenada

O conjunto de dados concatenados foi analisado utilizando o método da
maxima verossimilhangca no programa RAxXML v8.019 (STAMATAKIS, 2014),
executado em um servidor Zungaro do IBB-UNESP, equipado com uma CPU 2 X
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10 de 256GB. Para as andlises de verossimilhanca, foi utilizado o modelo GTR+G
aplicado a matriz completa sem particbes. Foram realizadas cinco analises
alternativas para buscar a melhor arvore, sendo utilizada uma arvore de parcimonia
para iniciar cada busca. O alinhamento concatenado também foi utilizado para a
realizacdo de réplicas de "bootstraps” usando a fungcédo "autoMRE" para o critério
"extended majority-rule consensus tree" disponivel no programa RAXML v8
(STAMATAKIS, 2014), a fim de avaliar o suporte dos nds individuais. Essa analise
de maxima verossimilhanca foi realizada em uma matriz com 75% de completude
e sem particoes. Além disso, foram realizadas andlises Bayesianas dos
alinhamentos concatenados sem particdes utilizando o programa ExaBayes
(ABERER et al., 2014). Foram executadas duas analises independentes, cada uma
com duas cadeias (uma fria e uma aquecida), durante 1.000.000 de geracfes. O
modelo GTR+G foi utilizado para diferentes matrizes complementares e analises
de alinhamento aparados. A cada 100 geracdes, foi amostrado um espaco nas
arvores para obter um total de 20.000 arvores. A estimativa dos parametros e 0s
valores ESS foram analisados no programa Tracer v1.6 (RAMBAUT et al., 2014).
Apos verificar a convergéncia dos resultados, as ultimas 5.000 arvores foram

amostradas.

3.9. Estimando a morfologia ventricular

Os caracteres morfolégicos do ventriculo relacionados a anatomia externa,
organizacdo do miocardio e estado da vascularizacdo coronaria foram obtidos
utilizando técnicas morfolégicas descritas nos itens 3.2-4. A analise da evolucdo
dessas caracteristicas morfolégicas ao longo da filogenia de Otophysi foi realizada
utilizando a fungéo "make.simmap" no pacote "phytools v0.3.10" do software R.
Nessa analise, foram testadas diferentes combinacdes possiveis entre o0s
caracteres morfolégicos discretos (conforme mostrado na Tabela 1). Foram
realizadas 1000 simulacbes estocasticas no mapeamento dos caracteres
morfoldgicos, utilizando a técnica de "stochastic character map simulations”.
Também foram testados diferentes modelos de evolug¢do de caracteres discretos
utilizando a funcao "fitDiscrete" no pacote "geiger" do software R. Esses modelos

incluiram o "equal-rates (ER)", "symmetric (SYM)", "all-rates-different (ARD)" e
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"meristic macroevolutionary". Toda a metodologia proposta neste estudo esta
resumida na Figura 12.

Analise integrada dos dados morfologicos e moleculares

Morfologia - Filogenia proposta Ferramentas filogenéticas ‘ Matriz morfol.oglca.
com UCEs comparativas incorporada a filogenia
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phylogenomics
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Fig.12: Fluxograma exemplificando a metodologia apresentada. Os caracteres
morfolégicos do ventriculo (1) foram incorporados em uma filogenia proposta com UCEs (2)
e analisados por meio de métodos filogenéticos comparativos (3, 4).
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4. Resultados e Discussao
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4.1. Morfologia do Ventriculo
Os coracdes de todas as espécies descritas neste estudo foram compostos
por seis componentes anatémicos dispostos em série: seio venoso, atrio, segmento
atrioventricular, ventriculo, bulbo arterioso e cone arterioso. Os ventriculos
apresentaram a seguinte composicao histoldgica: epicardio, espaco subepicardico,

miocardio, espaco subendocérdico e endocardio.

Em relacdo a anatomia ventricular, € importante ressaltar que, apesar de
semelhancas morfoldgicas ocorrerem e permitirem classificacbes como "piramidal”,
"sacular" e "tubular”, existem diferencas de carater quantitativo, como tamanho,
angulacdo dos &pices, espessura da camada compacta e nimero de artérias
coronarias entre as espécies, conferindo a cada ventriculo caracteristicas
particulares. Essas caracteristicas possuem uma correlacao funcional direta com o
desempenho do ventriculo e podem sofrer alteracdes de acordo com fatores como
temperatura, crescimento e exercicio, devido a ampla plasticidade morfoldgica e
fisiologica desta camara (GAMPERL; FARRELL, 2004; POPPE et al., 2004;
DIMITRIADI et al., 2021). Um exemplo de plasticidade morfolégica do ventriculo

relacionada ao crescimento da espécie pode ser observado na figura 15B.

Um estudo realizado em larvas de Zebrafish (Danio rerio) demonstrou que a
temperatura da adgua em estagios iniciais de desenvolvimento pode modificar a
morfologia ventricular, com uma maior temperatura induzindo a formacdo de
ventriculos com apices mais arredondados (DIMITRIADI et al., 2021). Além disso,
diferengas morfologicas expressivas podem ocorrer entre exemplares selvagens e
de piscicultura, como observado no ventriculo de salmonideos (POPPE et al.,
2004). Assim, neste estudo, discutimos a morfologia e evolug¢édo do ventriculo sob
uma perspectiva qualitativa. Para isso, utilizamos as definicbes de Santer et al.
(1983) e Santer (1985) para a anatomia externa, Icardo (2017) para definigdes a
respeito do arranjo do miocardio (ou seja, mioarquitetura) e Tota et al. (1983) para
a classificacao do ventriculo em quatro diferentes tipos, com base na mioarquitetura
e vascularizacdo. E importante ressaltar que a orientacéo das fibras que compdem
as camadas compacta e esponjosa leva em consideracdo o plano de seccao no

qual os ventriculos foram seccionados.
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Todos os exemplares de Characoidei observados, independentemente da
posicdo filogenética, apresentaram um ventriculo piramidal associado a um
miocardio misto e vascularizacdo restrita a camada compacta. O formato dos
ventriculos pdde ser descrito como uma piramide invertida com angulos bem
definidos. O atrio e o bulbo arterioso estiveram posicionados na superficie cranial
do ventriculo, comumente ocorrendo aposicao lateral entre as camaras (Figs. 13B,
C; 14B, C; 15B, C; 16B; 17B, C; 18B; 19B, C; 21B, C). As variacdes anatdbmicas
ocorreram somente em relacdo a angulacdo dos apices entre as espécies, nao

havendo alteracdes no formato geral e posicionamento do atrio e bulbo arterioso.

Em relacdo a mioarquitetura, a camada compacta apresentou uma diferenca
visivel em espessura, porém organizacdo semelhante entre as espécies. Essa
camada foi constituida por fibras musculares organizadas em feixes com orientacao
longitudinal e circular (ou seja, camada compacta composta). Entretanto, tanto a
orientacdo dos feixes quanto a espessura da camada compacta ndo foram
constantes ao longo do ventriculo em nenhuma das espécies, sendo visivelmente
mais espessa nas laterais e mais delgada no apice. A camada compacta também
demonstrou vascularizagdo coronéria em todos os ventriculos observados (Figs.
13E; 14D; 15D; 16D; 17D; 18C; 20D; 21D).

A camada esponjosa apresentou fibras musculares organizadas em
trabéculas com orientacdo longitudinal e transversal em todas as espécies.
Nenhum arranjo especifico das trabéculas foi identificado (Figs. 14D; 15D; 17D;
18C). Foram observados espacos intertrabeculares (ou seja, lacunas) aumentando
a superficie de contato entre o miocardio e o sangue presente no lumen (Figs. 14D;
15D; 17D; 18C). Por meio da coloracdo de Picrosirius, detectamos um arco de
colageno entre as camadas compacta e esponjosa. Entretanto, a quantidade de
colageno e a continuidade do arco foram variaveis (Figs. 13D; 14E; 15E; 16E; 17E;
19; 20E; 21F).

O colageno atua como um componente juncional e permite maior aderéncia
entre as camadas do miocardio, auxiliando para que ambas atuem de forma
coordenada durante a sistole (Tota, 1978; Icardo, 2012). Os resultados de
microscopia eletrénica demonstraram que as trabéculas da camada esponjosa

dobram suas extremidades para realizar uma conexdo paralela aos feixes da
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camada compacta, aumentando a superficie de contato (Fig. 37A-D). A juncéo
dessas trabéculas terminais aparenta formar uma camada delgada de células que,
juntamente com o colageno da matriz extracelular e outros componentes juncionais
(Pieperhoff et al., 2009), mantém a aderéncia necessaria para o funcionamento

sincronizado de ambas as camadas durante a sistole (Tota, 1978; Icardo, 2012).

As artérias coronarias tiveram origem a partir das artérias hipobranquiais,
formadas por juncdes das artérias branquiais eferentes. A partir dessas artérias,
originaram-se 0s ramos coronarios direito e esquerdo, que se uniram e alcangaram
0 coragdo pela superficie ventral do bulbo arterioso. A artéria coronaria Unica
apresentou um trajeto descendente, ramificando-se na superficie do ventriculo
(Figs. 13B, C; 15C; 16C; 17B; 21C). As ramificacbes coronarias penetraram a

parede ventricular até o nivel da camada compacta.

Assim, considerando a presenca de miocardio misto e vascularizacao restrita
a camada compacta, foi possivel classificar o ventriculo dos Characoidei estudados
como tipo I, segundo Tota et al. (1983). Vasos corondrios ndo puderam ser
observados por técnicas de histologia basica em nenhuma das espécies.
Comparativamente, os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes a outros
Characoidei, como em representantes da familia Serrasalmidae (Simdes et al.,
2002) e Erythrynidae (Gardinal et al., 2018). Unindo os resultados do presente
estudo com informagdes da literatura, dados sobre a morfologia ventricular estdo
presentes em espécies representantes de 11 das 24 familias de Characoidei
(Nelson, 2016). Assim, tratando qualquer generalizacdo com cautela, é possivel
inferir que ventriculos piramidais de tipo Il, com camada compacta formada por
feixes musculares em duas orientacdes, que nomeamos "compacta composta”,

aparentam ser o padrdo morfolégico neste grupo até o momento.
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Fig. 13: Anatomia e histologia do ventriculo de Astyanax lacustris. A: Foto do espécime em
vista lateral. B e C: Anatomia do coragdo em vista lateral esquerda (B) e direita (C) evidenciando o
ventriculo piramidal e artérias coronarias superficiais (setas brancas). D: Seccao histolégica do
ventriculo evidenciando o miocéardio misto composto por uma camada compacta externa e
esponjosa interna. Um arco de coldgeno (cabecas de seta) separa as camadas compacta e
esponjosa. A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacao longitudinal e transversal.
Note a presenca de vasos coronarios (setas) na camada compacta e a presenca de lacunas entre
as trabéculas da camada esponjosa (asteriscos). E: Sec¢do semifina do ventriculo evidenciando a
camada compacta composta por feixes musculares em orientacdo longitudinal e circular. Note a
presenca de vasos coronarios (setas). A linha pontilhada mostra o limite entre as camadas.
Coloracfes: D: picrosirius; E: azul de toluidina. Abreviacfes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc:
camada compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas
longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo. Barras de escala: B e C: 0,1cm; D e E: 50um.
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Fig. 14: Anatomia e histologia do ventriculo de Roeboides descalvadensis. A: Foto do
espécime em vista lateral. B e C: Anatomia do coracdo em vista lateral esquerda (B) e direita (C)
evidenciando o ventriculo piramidal. D: Secgdo semifina do ventriculo evidenciando o miocérdio
misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna. A camada compacta é
composta por feixes musculares em orientacdo longitudinal e circular. Note a presenca de vasos
coronarios na compacta (setas). A linha pontilhada mostra o limite entre as camadas compacta e
esponjosa. A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacao longitudinal e transversal.
Note a presencga de lacunas entre as trabéculas preenchidas por sangue (asteriscos) E: Secc¢éo
histolégica do ventriculo evidenciando o arco de coldgeno (cabecas de seta) separando ambas as
camadas. Note a presenca de lacunas entre as trabéculas (asteriscos). Colorac¢fes: D: azul de
toluidina; E: picrosirus. Abreviag¢des: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada
esponjosa; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; s: seio venoso; v: ventriculo.
Barras de escala: B e C: 0,1cm; D e E: 50um.
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Fig. 15: Anatomia e histologia do ventriculo de Characidium gomesi. A: Foto do espécime
em vista lateral. B: Anatomia do coracao fixado em vista lateral esquerda. Note a alteracéo do
formato piramidal e perda de pigmentacdo (cabecas de seta) entre as fases juvenil (direita) e
adulto (esquerda). C: Anatomia do coracdo natural em vista lateral esquerda evidenciando o
ventriculo piramidal, a presenca de pigmentacao e artéria coronaria na superficie do bulbo (seta).
D: Seccéao histologica semifina do ventriculo evidenciando o miocardio misto composto por uma
camada compacta externa e esponjosa interna. Note a presenca de feixes em orientacédo
longitudinal e circular na camada compacta e a presenca de vasos coronarios (seta). A camada
esponjosa apresenta trabéculas em orientagdo longitudinal e transversal. Note a presenca de
lacunas entre as trabéculas preenchidas por sangue (asteriscos). A linha pontilhada demonstra
o limite entre as camadas. E: Seccao histolégica do ventriculo evidenciando o arco de colageno
(cabecas de seta) separando ambas as camadas. Coloragdes: D: azul de toluidina; E: Picrosirus.
Abreviacgdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes
circulares; fl: feixes longitudinais tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; v:
ventriculo. Barras de escala: B e C: 0,1cm; D e E: 50 um.
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Fig. 16: Anatomia e histologia do ventriculo de Cyphocharax modestus. A: Foto do espécime
em vista lateral, obtida a partir de Santos et al. (2016). B: Anatomia do coracéo fixado em vista
dorsal evidenciando o ventriculo piramidal. Note a aposicao entre o atrio e o ventriculo. (C) Vista
dorsal do bulbo arterioso evidenciando artérias coronarias superficiais (setas). D: Secc¢éo histoldgica
semifina do ventriculo evidenciando a camada compacta composta por feixes longitudinais e
circulares. Note a presenca de vasos coronarios (setas). E: Secc¢do histolégica do ventriculo
evidenciando o miocardio misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna.
Um arco de colageno (cabecas de seta) separa ambas as camadas. Note a presenca de vasos
corondrios na camada compacta (setas) e lacunas entre as trabéculas na esponjosa (asteriscos).
Coloracg@es: D: azul de toluidina; E: picrosirus. Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada
compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas
longitudinais; tt: trabéculas transversais; s: seio venoso; v: ventriculo. Barras de escala: B: 0,2cm;
C: 0,1cm; D e E: 50pm.
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Fig. 17: Anatomia e histologia do ventriculo de Piabina argentea. A: Foto do espécime em vista
lateral. B e C: Anatomia do coracdo em vista ventral (B) e esquerda (C) evidenciando o ventriculo
piramidal e artérias coronarias superficiais (setas pretas). D: Seccdo histolégica semifina do
ventriculo evidenciando o miocardio misto composto por uma camada compacta externa e
esponjosa interna. Note a presenca de feixes longitudinais e circulares compondo a camada
compacta. A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacdo longitudinal e transversal. A
linha pontilhada demonstra o limite entre as camadas. E: Seccado histoldgica do ventriculo
evidenciando o arco de colageno (cabecas de seta) separando ambas as camadas. Note a presenca
de vasos corondrios na camada compacta (inset, seta) e presenca de lacunas entre as trabéculas
(asteriscos). Coloracdes: D: Azul de toluidina; E: Picrosirus; E (Inset): Tricrbmico de Masson.
Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes
circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo.
Barras de escala: B e C: 0,1cm; D, E, E(Inset): 50pum.
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Fig. 18: Anatomia e histologia do ventriculo de Apareiodon affinis. A: Foto do espécime em
vista lateral. B: Anatomia do corag&o em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo piramidal.
Note a aposi¢cdo entre o0 atrio e o bulbo arterioso. C: Seccado histolégica semifina do ventriculo
evidenciando o miocardio misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna.
Note a presenca de feixes longitudinais e circulares na camada compacta e a presenca de vasos
corondrios (setas). A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacdo longitudinal e
transversal. Note a presenca de lacunas entre as trabéculas (asteriscos). A linha pontilhada
demonstra o limite entre as camadas. Coloracdo: C: Azul de toluidina. Abreviagdes: a: atrio; b:
bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes
longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo. Barras de escala:
B: 0,2cm; C: 20 pm.
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Fig. 19: Histologia dos ventriculos de MegaMegaleporinus obtusidens, Prochilodus lineatus
e Brycon orbignyanus. A: Seccao histologica do ventriculo de M. obtusidens evidenciando o arco
de colageno entre as camadas compacta e esponjosa (cabecas de seta). Note a presenca de artéria
corondria na camada compacta (seta). B: Seccao histolégica do ventriculo de M. obtusidens
evidenciando a camada compacta formada por feixes em orientagdo longitudinal e circular. A
camada esponjosa é formada por trabéculas em orientacao longitudinal e transversal (circulo). Note
a presenca de lacunas entre as trabéculas (asteriscos) C: Seccao histologica do ventriculo de P.
lineatus evidenciando o arco de coldgeno entre as camadas compacta e esponjosa (cabecas de
seta). A camada compacta formada é formada por feixes em orientagéo longitudinal e circular. Note
a presenca de lacunas entre as trabéculas da camada esponjosa (asteriscos). D: Secc¢éo histoldgica
do ventriculo de P. lineatus evidenciando as trabéculas da camada esponjosa em orienta¢do
longitudinal e transversal. E: Secgéo histoldgica do ventriculo de B. orbignyanus evidenciando o
arco de colageno entre as camadas compacta e esponjosa (cabecas de seta). F: Seccéo histoldgica
do ventriculo de B. orbignyanus evidenciando a camada compacta formada por feixes em orientacéo
longitudinal e circular. A camada esponjosa € formada por trabéculas em orientagéo longitudinal e
transversal (circulo). Note a presenca de artérias coronarias na regido do subepicardio (setas).
Coloragbes: A, C, E: Picrosirius; B, D, F: Tricrbmico de Masson. Abreviagdes: cc: camada
compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas
longitudinais; tt: trabéculas transversais. Barras de Escala: 200 um.
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Fig. 20: Anatomia e histologia do ventriculo de Hemiodus gracilis A: Foto do espécime em vista
lateral. B e C: Anatomia do coracdo em vista lateral esquerda (B) e direita (C) evidenciando o ventriculo
piramidal. D: Secg¢éo histoldgica semifina do ventriculo evidenciando o miocérdio misto composto por
uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note a camada compacta delgada e pouco
evidente apresentando vascularizagdo evidente (seta). A camada esponjosa apresenta trabéculas em
orientacao transversal (circulo) e longitudinal. E: Seccao histol6gica do ventriculo evidenciando o arco
de colageno (cabecas de seta) separando ambas as camadas compacta e esponjosa. Coloragées: D:
azul de toluidina; E: Picrosirus: Abreviacdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce:
camada esponjosa; tl: trabéculas longitudinais; v: ventriculo. Barras de escala: B e C: 0,1cm; D e E:

100pm.
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Fig. 21: Anatomia e histologia do ventriculo de. Phenacogrammus interruptus A: Foto do
espécime em vista lateral. B e C: Anatomia do coracdo em vista lateral direita (B) e esquerda (C)
evidenciando o ventriculo piramidal e artérias coronarias superficiais (setas). D e E: Secc¢éo
histol6gica semifina do ventriculo em maior (D) e menor (E) aumento evidenciando o miocardio
misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note a presenca de feixes
longitudinais e circulares na camada compacta e a presenca de vasos coronarios miocardicos
(setas). F: Seccéo histologica do ventriculo evidenciando o arco de colageno (cabegas de seta)
separando ambas as camadas. Coloracfes: D e E: azul de toluidina; F: Picrosirus: Abreviacdes:
a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada esponjosa; ep: epicardio; fc: feixes
circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo.
Barras de escala: B e C: 0,1cm; D: 100pum; E: 200pum; F: 100 pm.
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O cenario descrito acima é diferente nas espécies estudadas da ordem
Siluriformes, onde se observou maior variabilidade morfologica do ventriculo. As
espécies apresentaram ventriculo predominantemente sacular, com mioarquitetura
variando entre inteiramente trabeculada e mista, com vasos coronarios restritos ao
epicérdio (Tipo Ib) ou restritos & camada compacta (Tipo Il). O formato sacular, de
forma geral, pode ser descrito como arredondado e achatado dorsoventralmente,
sem bordas definidas. O bulbo arterioso esteve localizado na superficie cranial do
ventriculo, enquanto o atrio esteve na superficie dorsal, com pouca ou nenhuma
aposicao entre as camaras (Figs. 22B; 23B; 24B, C; 25B; 27B; 28B; 29B, C; 30B,;
31B;). Cambeva diabola demonstrou uma morfologia atipica em relacédo aos trés
formatos descritos por Santer et al., (1983), seu ventriculo apresentou-se
parcialmente arredondado com angulacbes pouco evidentes nas bordas, o que
possibilitaria sua classificacdo como sacular, porém demonstrou posicionamento
do atrio e bulbo arterioso na superficie cranial do ventriculo, semelhante ao descrito

em ventriculos piramidais (Figs. 20B).

Em relacdo a mioarquitetura, com excecdo de Corydoras aeneus,
Hoplosternum littorale e Cambeva diabola, as espécies demonstraram ventriculos
associados a um miocardio misto com vascularizacao restrita a camada compacta,
sendo classificados como tipo Il. A origem e distribuicdo das artérias coronarias
foram semelhantes ao observado em Characoidei (Figs. 23B; 24B; 27B; 28B; 29B,
C; 30B;). Nestas espécies, a camada compacta apresentou feixes musculares em
orientacdo longitudinal e circular (compacta composta) (Figs. 22C; 23E, F; 24D,;
27C; 28C; 29D, E; 30C;). Essa organizacdo ocorreu mesmo em camadas
compactas mais discretas, como em Hypostomus ancistroides (Fig. 22C). Por outro
lado, o ventriculo de Corydoras aeneus, Hoplosternum littorale e o ventriculo
"sacular" atipico de Cambeva diabola ndao apresentaram compactacdo, sendo
inteiramente trabeculados, com vasos coronarios restritos ao espaco

subepicardico, podendo ser classificados como tipo Ib (Figs. 25D; 26D; 31C, D;).

Assim como em Characoidei, ndo observamos vasos coronarios na camada
esponjosa de nenhuma espécie. A camada esponjosa foi semelhante entre os
Siluriformes, com fibras musculares organizadas em trabéculas com orientacéo
longitudinal e transversal e espacos intertrabeculares evidentes (Figs. 22C; 23E;

24D; 25D; 26D; 27C; 31C;). Em espécies de miocéardio misto, o arco de colageno
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entre as camadas compacta e esponjosa também foi identificado (Figs. 23C, D;
27D, E; 29F; 30D). Em miocérdios inteiramente trabeculados, o arco de colageno
é ausente (Figs. 25C; 26C, E, F; 31E).

Comparativamente, o ventriculo sacular observado no presente estudo
também ocorreu em espécies descritas na literatura, como Pterodoras granulosus
(Valenciennes, 1821) (Gardinal et al., 2018) e o bagre africano Clarias gariepinus
(Burchell, 1822) (Simdes et al., 2002). Essas espécies também apresentaram o
ventriculo tipo Il. Quaisquer variagBes atipicas do formato sacular, como o
observado em Cambeva diabola, ainda ndo foram descritas. Considerando o0s
resultados obtidos, é possivel inferir que o ventriculo piramidal foi caracteristico em
Characoidei, enquanto ventriculos predominantemente saculares foram
caracteristicos em Siluriformes. O tipo Il foi predominante em ambas as ordens, em
geral, com a camada compacta apresentando uma arquitetura composta, com duas

diferentes orienta¢cdes dos feixes musculares.
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Fig. 22: Anatomia e histologia do ventriculo de Hypostomus ancistroides. A: Foto do espécime
em vista lateral. B: Anatomia do coragé@o em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo sacular.
Note a auséncia de aposi¢do entre o atrio e o bulbo arterioso. C: Seccao histologica semifina do
ventriculo evidenciando o miocardio misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa
interna. Note a presenca de feixes longitudinais e circulares na compacta e a presenga de artéria
corondria (seta). A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientagéo longitudinal e transversal.
Note a presenca de lacunas entre as trabéculas (asteriscos). A linha pontilhada demonstra o limite
entre as camadas. Coloracdo: C: Azul de toluidina. Abreviagfes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc:
camada compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas
longitudinais; tt: trabéculas transversais; s: seio venoso; v: ventriculo. Barras de escala: B: 0,1cm; C:
50 pm.

55



Doutorando: Mario Vitor B. Gardinal Orientador: Ricardo C. Benine

Fig. 23: Anatomia e histologia do ventriculo de Cetopsorhamdia iheringi. A: Foto do espécime em
vista lateral. B: Anatomia do corag&o em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo sacular. Note
a presenca de artérias coronarias na superficie do ventriculo e do bulbo (setas). C: Secc¢éo histolégica
do coracdo evidenciando a camada compacta externa (cabecas de seta). D: Secc¢éo histologica do
ventriculo evidenciando o arco de colageno (cabecas de seta) separando as camadas compacta e
esponjosa (cabecas de seta). E: Seccao histolégica semifina do ventriculo evidenciando o miocardio
misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note a presenca de vasos
corondrios na compacta. A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacdo longitudinal e
transversal. Note a presenca de lacunas entre as trabéculas (asteriscos). A linha pontilhada demonstra
o limite entre as camadas. F: Seccao histolégica semifina do ventriculo evidenciando a camada
compacta composta por feixes musculares em orientacao longitudinal e circular. Note a presenca de
vasos coronarios (setas). A linha pontilhada demonstra o limite entre as camadas. Coloracgéo: C, D:
picrosirius; E, F: azul de toluidina. Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta,; ce:
camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas
transversais; v: ventriculo. Barras de escala: B: 0,1cm; C: 200 um; D, E: 50 um.
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Fig. 24: Anatomia e histologia do ventriculo de Imparfinis mirini. A: Foto do espécime em vista
lateral. B e C: Anatomia do coracdo em vista lateral direita (B) e esquerda (C) evidenciando o
ventriculo sacular. Note a presenca de vasos coronarios superficiais (setas) e de pigmentacao
restrita ao seio venoso (cabecas de seta), D: Secc¢ao histoldgica semifina do ventriculo evidenciando
0 miocardio misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note a
presenca de feixes longitudinais e circulares na camada compacta e a presenca de vasos coronarios
(seta). A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacdo longitudinal e transversal. Note a
presenca de lacunas preenchidas por sangue entre as trabéculas (asteriscos). A linha pontilhada
demonstra o limite entre as camadas. Coloracéo: D: azul de toluidina. Abreviagdes: a: atrio; b:
bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes
longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; s: seio venoso; v: ventriculo
Barras de escala: B, C: 0,2cm; D: 200 pm.
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Fig. 25: Anatomia e histologia do ventriculo de Corydoras aeneus. A: Foto do espécime em
vista lateral. B: Anatomia do coracdo em vista lateral direita evidenciando o ventriculo sacular. C:
Secc¢do histoldgica do coragdo evidenciando o miocardio inteiramente trabeculado composto
apenas pela camada esponjosa. As cabecas de seta apontam para a auséncia de compactacao
externa. Note a presenca de lacunas entre as trabéculas (asteriscos). D: A camada esponjosa é
formada por trabéculas em orientacdo longitudinal e transversal. Note a presencga de lacunas entre
as trabéculas (asteriscos). As cabecas de seta apontam para a conexao direta entre as trabéculas
e o0 epicardio, devido a auséncia de camada compacta. Coloracdo: C: Picrosirius; D: Azul de
toluidina. Abreviacfes: a: atrio; b: bulbo arterioso; ce: camada esponjosa; ep: epicéardio; tl:
trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo Barras de escala: B: 0,1cm; C, D:
200 pm.
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Fig. 26: Anatomia e histologia do ventriculo de Cambeva diabola. A: Foto do espécime em vista
lateral, utilizada a partir de Hoffmann et al. (2015). B: Anatomia do coragcdo em vista lateral esquerda
evidenciando o ventriculo de formato atipico. Note a aposicdo do atrio e do bulbo e auséncia de
bordas definidas no ventriculo. C: Secc¢éo histoldgica do coracéo evidenciando o miocéardio
inteiramente trabeculado composto apenas pela camada esponjosa. As cabecas de seta apontam
para a auséncia de compactacédo externa. D: Seccéo histoldgica semifina evidenciando a camada
esponjosa formada por trabéculas em orientagdo longitudinal e transversal. Note a presenca de
lacunas preenchidas por sangue entre as trabéculas (asteriscos) e artérias coronarias restritas ao
epicardio (setas) E: Seccéo histoldgica evidenciando as valvulas do cone entre o ventriculo e o
bulbo arterioso. F: Seccao histolégica evidenciando o miocardio trabeculado presente no ventriculo
e no atrio. Note a presencga de vasos coronarios no epicardio do ventriculo (seta) e auséncia no
epicardio do atrio. Coloragado: C: Tricrdbmico de Masson; D: Azul de toluidina; E, F: Picrosirius.
Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; ce: camada esponjosa; ep: epicardio; tl: trabéculas
longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo; vc: valva do cone Barras de escala: B: 0,1cm;
C: 500 pm; D: 50 pm; E: 200 pm; F: 100 pm.
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Fig. 27: Anatomia e histologia do ventriculo de Pimelodella avanhandavae. A: Foto do
espécime em vista lateral. B: Anatomia do coragdo em vista lateral esquerda evidenciando o
ventriculo sacular. Note o acimulo de gordura entre o bulbo e o ventriculo (asterisco) e as artérias
corondrias superficiais (seta) C: Secgéo histolégica semifina do ventriculo evidenciando o miocardio
misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note a presenca de feixes
em orientacdo longitudinal e circular na compacta e a presenca de vasos coronarios (seta). A
camada esponjosa apresenta trabéculas em orientagdo longitudinal e transversal. Note a presenca
de lacunas entre as trabéculas preenchidas por sangue (asteriscos). D e E: Secc¢éo histoldgica do
ventriculo em maior (E) e menor (D) aumento evidenciando o arco de colageno (cabecas de seta)
separando ambas as camadas. Note o0 vaso corondrio epicérdico (seta). Coloracfes: C: azul de
toluidina; D e E: Picrosirus. Abreviac@es: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce:
camada esponjosa; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais tl: trabéculas longitudinais; tt:
trabéculas transversais; v: ventriculo. Barras de escala: B: 0,1cm; C: 50 um; D: 100um; E: 50um.
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Fig. 28: Anatomia e histologia do ventriculo de Rhamdia quelen. A: Foto do espécime em
vista lateral. B: Anatomia do coragdo em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo sacular
e artérias corondrias superficiais (setas). C: Seccdo histolégica semifina do ventriculo
evidenciando o miocardio misto composto por uma camada compacta externa e esponjosa
interna. Note a presenca de feixes longitudinais e circulares na compacta. Coloracdes: C: Azul
de toluidina. Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada
esponjosa; ep: epicardio; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; v: ventriculo. Barras de
escala: B: 0,1cm; C: 100um.
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Fig. 29: Anatomia e histologia do ventriculo de Pseudoplatystoma corruscans. A: Foto do
espécime em vista lateral. B e C: Anatomia do coracdo em vista ventral (B) e lateral esquerda
(C) evidenciando o ventriculo sacular e artérias coronarias superficiais (setas pretas). D: Seccao
histolégica semifina em maior aumento do ventriculo evidenciando o miocardio misto composto
por uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note a presenga de vasos coronarios
miocardicos (setas). E: Seccao histologica do ventriculo evidenciando a camada compacta
composta por feixes longitudinais e circulares. F: Seccao histolégica do ventriculo evidenciando
o0 arco de colageno (cabecas de seta) separando ambas as camadas (cabecas de seta). Note a
auséncia de compactacao no miocardio atrial. Colora¢des: D e E: Azul de toluidina; F: Picrosirus.
Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada esponjosa; ep:
epicéardio; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas
transversais; v: ventriculo. Barras de escala: B e C: 0,2cm; D: 200 pm; E: 50um; F: 100 pum.
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Fig. 30: Anatomia e histologia do ventriculo de Pseudoplatystoma fasciatum. A: Foto do
espécime em vista lateral. B: Anatomia do coracdo em vista lateral esquerda evidenciando o
ventriculo sacular e artérias coronarias superficiais (setas pretas). C: Seccédo histolégica semifina
do ventriculo evidenciando a camada compacta composta por feixes longitudinais e circulares. Note
a presenca de vaso coronario epicardico (seta) e pequenos capilares miocardicos. D: Seccao
histolégica do ventriculo evidenciando o arco de colageno (cabecas de seta) separando ambas as
camadas (cabecas de seta). Note a presenca de vasos coronarios epicardicos (setas). Coloracdes:
C: Azul de toluidina; D: Picrosirus. Abreviacdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta;
c: capilares; ce: camada esponjosa; ep: epicardio; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; v:
ventriculo. Barras de escala: B: 0,2cm; C: 50um; D: 200um.
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Fig. 31: Anatomia e histologia do ventriculo de Hoplosternum littorale. A: Foto do espécime
em vista lateral. B: Anatomia do coracdo em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo
sacular. C e D: Seccao histologica do ventriculo em menor (D) e maior (C) aumento evidenciando
0 miocardio inteiramente trabeculado composto apenas pela camada esponjosa. As trabéculas
apresentam orientacao longitudinal e transversal. As cabecas de seta apontam para a auséncia de
compactacdo externa. Note a presenca de lacunas entre as trabéculas (asteriscos) e vasos
corondrios epicérdicos no ventriculo e no bulbo arterioso. E: Secc¢éo histolégica do ventriculo em
maior aumento apontando colageno (cor vermelha) na regido do epicardico. Devido a auséncia de
camada compacta, o arco de coldgeno que separa as camadas é ausente. Coloragédo: C e D: Azul
de Toluidina; E: Picrossirius. Abreviacfes: a: atrio; b: bulbo arterioso; ce: camada esponjosa; ep:
epicardio; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo Barras de escala: B:
0,1cm; C, D: 200 pm.
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Em relacdo a ordem dos Gymnotiformes, Eigenmannia virescens
(Valenciennes, 1836) e Gymnotus cuia apresentaram um ventriculo piramidal (Figs.
32B, C; 33B, D). Entretanto, o ventriculo de E. virescens apresentou apices mais
arredondados do que observado em Characoidei (Figs. 32B, C). Em ambas as
espécies, a mioarquitetura ventricular foi do tipo mista, com camada compacta
formada por feixes musculares apenas em orientacdo longitudinal (compacta
simples) (Figs. 32E; 33E;). O arco de colageno que delimita as camadas compacta
e esponjosa também foi observado (Figs. 32F; 33C). As analises de MEV revelaram
um padréo de conexdo entre as camadas do miocardio, com um maior numero de
bifurcac6es ocorrendo nas trabéculas periféricas da camada esponjosa antes da
conexdo com os feixes musculares da camada compacta (Fig. 37E, F). Capilares
foram observados apenas no miocardio compacto, possibilitando a classificacao
dos ventriculos como tipo Il. As trabéculas da camada esponjosa também
apresentaram orientacao longitudinal e transversal, com espacos intertrabeculares
evidentes (Figs. 32E). O bulbo arterioso de E. virescens apresentou formato
piriforme invertido, atipico em relacdo aos formatos descritos por Icardo (2012) (Fig.
32D). O formato piriforme invertido difere quanto a posi¢cdo da por¢éo dilatada e
afilada do bulbo quando comparado ao formato piriforme padrdo. Apenas em E.
virescens, a por¢cao dilatada do bulbo mostrou-se distal e a afilada proximal em
relacdo ao ventriculo. Assim, este estudo apresentou o primeiro relato deste
formato anatémico no bulbo arterioso de um teledsteo, cujo significado funcional
ainda é desconhecido. Dados do coracdo de Gymnotiformes na literatura estao
disponiveis apenas para Electrophorus electricus (Linnaeus, 1766) (Camilli et al.,
1989), os quais apresentam semelhancas na morfologia ventricular com o

observado em E. virescens e G. cuia.

Por fim, foi avaliada a morfologia do ventriculo em espécies da ordem
Cypriniformes: Cyprinus carpio, Carassius auratus, e Gyrinocheilus aymonieri
(Tirant, 1883). Nestas espécies, observamos o mesmo modelo de ventriculo
piramidal tipo Il descrito para Characoidei: anatomia com formato piramidal
associado a um miocardio misto e vasos corondrios restritos a uma camada
compacta com arquitetura composta (Figs. 34B-E; 35B-E; 36B, C). As principais
diferencas ocorreram quanto a angulacéo dos apices e distribuicdo superficial das
artérias coronarias (Figs. 34B; 35B, D; 36B;). O arco de colageno presente entre as
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camadas compacta e esponjosa também foi observado (Fig. 36D). Um resumo dos

caracteres morfoldgicos levantados para o ventriculo das espécies estudadas esta
presente na tabela 1.
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Fig. 32: Anatomia e histologia do ventriculo de Eigenmannia virescens. A: Foto do espécime
em vista lateral. B e C: Anatomia do coragédo natural (B) e fixado (C) em vista ventral e lateral
esquerda, respectivamente, evidenciando o ventriculo de formato piramidal. D: Anatomia do
coracgéao fixado evidenciando o bulbo arterioso com formato piriforme invertido (cabecas de seta
brancas). E: Seccao histolégica semifina do ventriculo evidenciando o miocardio misto composto
por uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note a presenca de feixes apenas em
orientacao longitudinal na camada compacta e a presenca de vasos coronarios (setas). A camada
esponjosa é formada por trabéculas em orientacdo longitudinal e transversal. Note a presenca de
lacunas preenchidas por sangue entre as trabéculas (asteriscos) F: Seccdo histologica
evidenciando arco de colageno (cabecas de seta) presente entre as camadas compacta e
esponjosa. Coloracdes: E: Azul de toluidina; F: Picrosirius. Abreviacdes: a: atrio; b: bulbo arterioso;
cc: camada compacta; ce: camada esponjosa,; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais;
v: ventriculo Barras de escala: B, C: 0,1cm; D: 0,05 cm; E, F: 50 pm.

67



Doutorando: Mario Vitor B. Gardinal Orientador: Ricardo C. Benine

Fig 33: Anatomia e histologia do ventriculo de Gymnotus cuia. A: Foto do espécime em vista
lateral. B: Anatomia do coracdo em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo piramidal. Note
a deposicao de lipidio entre o bulbo e o atrio e entre o0 atrio e o ventriculo (asterisco). C: Secg¢éo
histolégica do ventriculo evidenciando o miocardio misto composto por uma camada compacta
externa e esponjosa interna. Ambas as camadas sao separadas por um arco de colageno (cabeca
de setas). Note a presenca de artérias coronarias epicardicas (asterisco). D: Anatomia do coragao
em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo piramidal. Note a deposicdo de lipidio entre o
bulbo e o atrio e entre o atrio e o ventriculo (asterisco). E: Seccao histologica semifina do ventriculo
evidenciando a camada compacta composta prioritariamente por feixes musculares circulares. Note
a presenca de capilares na compacta (setas) e vasos coronarios subepicardicos (asterisco).
Coloracéo: C: Picrosirius; E: Azul de toluidina. Abreviag8es: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada
compacta; ce: camada esponjosa; ep: epicardio; fc: feixes circulares; v: ventriculo. Barras de
escala: B: 0,2cm; C: 100um; D: 0,2cm; E: 50um
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Fig. 34: Anatomia e histologia do ventriculo de Cyprinus carpio. A: Foto do espécime em vista
lateral. B: Anatomia do coracdo em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo piramidal. Note
a presenca de artérias coronarias na superficie do bulbo (seta). C: Seccao histolégica semifina do
ventriculo evidenciando o miocéardio misto composto por uma camada compacta externa e
esponjosa interna. Note a presenca de artéria coronaria entre o epicardio e o miocardio (asterisco).
A camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacdo longitudinal e transversal. D: Anatomia
do coracdo em vista lateral direita evidenciando o ventriculo piramidal E: Seccdo histoldgica
semifina do ventriculo evidenciando a camada compacta externa composta por feixes longitudinais
e circulares e a presenga de vasos coronarios (setas). Note o feixe longitudinal posicionado entre
dois feixes circulares e a presenca de artéria coronaria entre o epicardio e o miocardio (asterisco).
Coloracao: C, E: Azul de toluidina. Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta;
ce: camada esponjosa; ep: epicardio; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas
longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo. Barras de escala: B: 0,1cm; C: 200 um; D:
0,1cm; E: 50pum.
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Fig. 35: Anatomia e histologia do ventriculo de Carassius auratus. A: Foto do espécime em
vista lateral. B: Anatomia do corag&o em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo piramidal.
Note a presenca de artérias coronarias na superficie ventriculo (seta). C: Seccao histolégica
semifina do ventriculo evidenciando o miocardio misto composto por uma camada compacta externa
e esponjosa interna. Note apresenca de artérias corondrias epicardicas e miocardicas (setas). A
camada esponjosa apresenta trabéculas em orientacado longitudinal e transversal. D: Anatomia do
coracao em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo piramidal. Note a presenca de artérias
corondrias na superficie ventriculo (seta). E: Secc¢éo histolégica semifina do ventriculo evidenciando
a camada compacta externa composta por feixes longitudinais e circulares e a presenca de vasos
corondrios (asterisco). Coloracéo: C, E: Azul de toluidina. Abreviagdes: a: atrio; b: bulbo arterioso;
cc: camada compacta; ce: camada esponjosa; ep: epicardio; fc: feixes circulares; fl: feixes
longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt: trabéculas transversais; v: ventriculo. Barras de escala:
B: 0,1cm; C: 200 um; D: 0,1cm; E: 50um.
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Fig. 36: Anatomia e histologia do ventriculo de Gyrinocheilus aymonieri. A: Foto do espécime
em vista lateral. B: Anatomia do coracdo em vista lateral esquerda evidenciando o ventriculo
piramidal e artérias coronarias superficiais (setas pretas). C: Secc¢do histoloégica semifina do
ventriculo evidenciando a camada compacta composta por feixes longitudinais e circulares. Note a
presenca de vasos coronarios na camada compacta (seta). D: Seccao histoldgica do ventriculo
evidenciando o arco de coldgeno (cabecas de seta) separando ambas as camadas compacta e
esponjosa. Note a presenca de vaso coronario epicardico (seta). Coloracfes: C: Azul de toluidina;
D: Picrosirus. AbreviagcBes: a: atrio; b: bulbo arterioso; cc: camada compacta; ce: camada
esponjosa; ep: epicardio; fc: feixes circulares; fl: feixes longitudinais; tl: trabéculas longitudinais; tt:
trabéculas transversais; v: ventriculo. Barras de escala: B: 0,2cm; C: 50um; D: 50um.
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Fig. 37:. Microscopia eletrénica de varredura dos ventriculos de Hoplias malabaricus,
Apareiodon affinis e Gymnotus cuia. A e B: Hoplias malabaricus. O miocardio ventricular &
composto por uma camada compacta externa e esponjosa interna. Note em B a curvatura das
trabéculas periféricas para criar uma superficie de contato paralela com a camada compacta (linhas
vermelhas). C e D: Apareiodon affinis. O miocardio ventricular € composto por uma camada
compacta delgada externa e esponjosa interna. Note em D a curvatura das trabéculas periféricas
para criar uma superficie de contato paralela com a camada compacta (linhas vermelhas). E e F:
Gymnotus cuia. O miocardio ventricular € composto por uma camada compacta externa e esponjosa
interna. As setas e circulo vermelho destacam as bifurcacdes das trabéculas terminais e posterior
curvatura para criar uma superficie de contato paralela com a camada compacta (linhas vermelhas).
Abreviacfes: cc: camada compacta, ce: camada esponjosa, Ic: lacunas, ml: micro lacunas, t:
trabéculas. Barras de Escala: A: 100 um; B: 20 um; C: 100 um; D: 20 um; E e F: 40 pm.
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Ordem | Familia | Tazons | ¥ iculo | Miocardi | ¥ascularizagao | Referéncia
Alestidas Py, g intenruptus (Boul , 1899) Piramidal  Misto (; 2 a) Rastritaa a Este estudo
Roeboides descalvadensis (Pignalbari, 1975) Piramidal  Misto (; a) Restritaa 2 Esta astudo
Characidas Astvanax lacustres (Litken, 1875) Piramidal  Misto (| a) Restritaa a Esta astudo
Astyanax mexicanus (D= Filippi, 1853) Piramidal  Misto (?) Rastrita 2 compacta Tang =t al., (2018)
Piabina argentea Reinhardt, 1867 Piramidal  Misto (¢ 2) Rastrita a a Este astudo
Leporinus macrocephalus Garavello & Britski, 1988 Piramidal  Misto ( a 2) Rastritaa 2 Este astudo
Anastomidaz Leporinus obtusidens Garavallo & Britski, 1988 Piramidal  Misto ( a 2) Rastritaa 2 Esta astudo
Leporinus elongatus (Valenciznnas, 1837) Piramidal  Misto ( a) Rastritaa Gardinal t al, (2018)
|Characiformas  Prochilodontic: Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837) Piramidal  Misto ( 2 ) Restrita a a Este estudo
Crenuchidas Ch idium gomesi T: ., 1956 Piramidal  Misto (¢ 2) Rastritaa a Este estudo
Parodontid Apareiodon qffinis (Steindachner, 1879) Piramidal  Misto ( 2) Rastritaa 2 Este astudo
Bryconidas Brycon orbygnianus ( (\'ﬂmdmges: 1850) P :’ 1 I\Ix:sto ( a) Resm:ka 2 2 Este eShK’:O . .
Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829) P; dal  Misto (¢ 2) Restritaa a Obsarvages nio publicadas
Curimatidas Cyphoch d: indez-Yipaz, 1948) Piramidal  Misto ( a) Restritaa Este astudo
Erythrinidas Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) Piramidal  Misto (¢ a 2) Restrita a a Este estudo/Gardinal et al., (2018)
- Pi potamicus (Holmberz, 1337) Piramidal  Misto (; 2) Restritaa 2 Sim@as et al., (2002)
e Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) Piramidal  Misto (. a 2) Restritaa 2 Sim@es et al., (2002)
Hemiodontid. Hemiodus gracilis Ginther, 1864 Piramidal  Misto (; posta) Rastrita a Este astudo
Impayfinis mivini (Quoy & Gaimard, 1824) Sacular Misto (; 2 2) Restrita a a Este estudo
Haptapteridas Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1524) Sacular I\Ix:sto (: 2) Restrita a 2 Esta astudo
Pimelodell. handavae Eiz 1917 Sacular Misto (. ) Restrita a 2 Esta astudo
Cetopsorhamdia iheringi Schubart & Gomes, 1959 Sacular Misto ( 2) Restrita a Esta astudo
Loricaridas Hypostomus ancistroides (Thering, 1911) Sacular Misto (: a 2) Rastritaa a Este astudo
Trichomycteridae Cambeva diabola B ockmann, Casatti & ¢z Pinna, 2004 "Piramidal" Trabzculado Rastrita ao svbepicirdio Este astudo
[Situriformas Callichthvida Hopl num littorale (He k. 1828) Sacular Trabeculado Reastrita 2o subepicirdio Esta astudo
a Conydoras aeneus (Gill, 1858) Sacular Trabeculado Reastrita 2o subepicirdio Este astudo
Doradidas Prerod. g 1! (Valencisnnes, 1821) Sacular Misto (; a) Restritaa 2 Gardinal =t al., 2018
Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829) Sacular Misto ( a a) Rastritaa 2 Este estudo
Pimslodidas Preudoplatystoma fasciatum (Linnasus, 1766) Sacular Misto ( a a) Rastritaa a Este astudo
Clariidas Clarias gariepinus (Burchell, 1822) Sacular Misto ( 2 a) Restritaa 2 Simdes et al., (2002)
[ Sternopyzidas Eigenmannia virescens (Valenciznnes, 1836) Piramidal  Misto (compacta simpss)  Restrita a compacta Este estudo
Gymnotiformas Gemnotidia Electrophorus electricus (Linnasus, 1766) Piramidal  Misto (7) Rastrita 2 compacta Camilli et al., (1989)
- B Gymmnotus cuia Craig, Malabarba, Crampton & Albert, 2018 Piramidal  Misto (compacta simples) Rastrita a compacta Este estudo
Cyprinidas Carassius auratus (Linnasvs, 1758) Piramidal  Misto ( posta) ? Este estudo
Cypriniformes ~ Cyprinidas Cyprinus carpio Linnasus, 1738 Piramidal  Misto (¢ a a) Restritaa a Este estudo
‘ Danionid: Danio rerie (Hamilton, 1822) Piramidal  Misto (¢ a posta) ? Hu et al. (2001)

Tab.l: Resumo dos caracteres morfoldgicos presentes no ventriculo de 28 espécies descritas neste
estudo e 9 espécies descritas na literatura pertencentes a subordem: Characoidei e ordens:
Siluriformes Gymnotiformes e Cypriniformes. Os termos “compacta simples” e “compacta composta”
se referem a composicdo da camada compacta por feixes musculares em apenas uma orientagdo ou
multiplas orientacdes, respectivamente.

4.2. Inferéncias funcionais

Em relacdo a anatomia externa, o estudo de Rowlatt (1968) descreveu em
mamiferos a correlacdo existente entre a anatomia ventricular e seu desempenho.
Foi estabelecida uma hipétese de que ventriculos mais pontudos seriam
caracteristicos de espécies com maior mobilidade (LECHNER, 1942). Segundo
Rowlatt (1968), essa relacdo poderia ser explicada pela lei de Laplace, a qual
associa a pressao no interior do limen, a tensdo intramural e o raio de curvatura
de uma camara. De acordo com esta lei, € provavel que ventriculos longos e
estreitos, com baixo volume diastolico, necessitem de menor tensdo do miocéardio
para desenvolver pressao sistélica em comparagdo a ventriculos arredondados,
recebendo assim uma vantagem significativa no desenvolvimento de pressao e
sustentacao do trabalho cardiaco. Apesar dessas inferéncias terem sido realizadas
em coracgdes de mamiferos (ROWLATT, 1968), a relacdo entre formato externo do
ventriculo e seu desempenho também ocorre em peixes (FARRELL; JONES,
1992).
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Em peixes, os diferentes formatos anatdmicos do ventriculo possuem implicacdes
funcionais. O formato piramidal € o que mais se assemelha ao formato do ventriculo
de mamiferos, sendo frequentemente associado a uma camada compacta espessa
bem desenvolvida e observado em espécies migratorias de habito natatorio intenso
(PIEPERHOFF et al. 2009). Segundo a lei de Laplace, devido a este formato
apresentar menores raios de curvatura, teria maior capacidade de desenvolver
pressédo sistdlica e sustentar trabalho cardiaco. Essa associacdo foi demonstrada
em um estudo realizado com trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss), no qual foi
colocada a prova a capacidade natatéria de diversos exemplares e foi observado
gue um menor desempenho natatério esteve associado a exemplares com
ventriculos mais arredondados. Ainda, os autores inferem que conhecer o formato
ventricular, associado aos fatores fisioldgicos e bioldgicos da espécie, tem potencial

para prever o desempenho natatorio (CLAIREAUX et al., 2005).

O formato sacular é geralmente associado a espécies de locomocao restrita
e a um miocardio inteiramente trabeculado, sendo descrito em diversas espécies
marinhas de habito benténico (GREER WALKER et al., 1985). O formato tubular
possui implicacdes semelhantes ao sacular, porém é observado frequentemente
em espécies de corpo alongado (SANTER, 1985). Entretanto, a relacdo entre
anatomia, mioarquitetura e habito natatério nem sempre é constante (SIMOES et
al., 2002; ICARDO et al., 2005; ICARDO, 2012, 2017; GARDINAL et al., 2018;
GARDINAL et al., 2019). Até o momento, ventriculos piramidais e inteiramente
trabeculados ja foram descritos em espécies de habito ativo (ICARDO et al., 2005),
ventriculo piramidal possuindo uma camada compacta de arquitetura composta ja
foi observado em uma espécie sedentaria (GARDINAL et al., 2018) e ventriculos
saculares associados a um miocardio misto foram descritos em diversos
elasmobranquios (SANCHEZ-QUINTANA et al., 1996; ICARDO, 2012, 2017).
Assim, 0 habito natatorio de uma espécie nem sempre é um indicador preciso da

morfologia ventricular.

No presente estudo, observamos o ventriculo piramidal associado a uma
camada compacta composta bem desenvolvida em diferentes espécies de

Characoidei, tanto na regido Neotropical quanto na espécie africana
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Phenacogrammus interruptus. Considerando as implica¢des funcionais do formato
piramidal, a anatomia esta de acordo com o habito natatério ativo de Characoidei,
uma vez que as espeécies estao inseridas em ambientes pelagicos, frequentemente
I6ticos, e demonstram migracdo reprodutiva em sua maioria. As mesmas
implicagbes funcionais podem ser atribuidas aos Cypriniformes estudados:

Cyprinus carpio, Carassius auratus e Gyrinocheilus aymonieri.

Em Siluriformes, ocorreu maior variabilidade na morfologia ventricular.
Nestas espécies, os ventriculos foram predominantemente saculares, achatados
dorsoventralmente e associados a um miocardio misto ou inteiramente trabeculado.
A predominancia da anatomia sacular foi observada tanto nas espécies
neotropicais descritas neste estudo quanto na espécie africana Clarias gariepinus
(SIMOES et al., 2002). Dentre os teledsteos, é importante ressaltar que ventriculos
saculares com mioarquitetura mista, demonstrando uma camada compacta
composta, foram observados somente em Siluriformes até o momento (SIMOES et
al.,, 2002; GARDINAL et al., 2018). Assim como observado em muitos
elasmobranquios (SANCHEZ-QUINTANA et al., 1996), é possivel inferir que em
Siluriformes tenha se estabelecido uma associagao entre o formato achatado do
corpo com o formato arredondado e achatado do ventriculo, ou ainda, pode-se
especular sobre os beneficios funcionais de um ventriculo arredondado em relacao
ao habito de vida bentdnico ou bentopelagico presente na maioria das espécies,
ainda que esta caracteristica esteja associada a um menor desempenho cardiaco

segundo a lei de Laplace.

Em Gymnotiformes, os ventriculos de Gymnotus cuia e Eigenmannia
virescens foram semelhantes ao observado em Electrophorus electricus (CAMILLI
et al., 1989). O ventriculo destas espécies também se assemelha ao observado em
Characoidei, porém apresentando uma camada compacta de estrutura simples,
com somente feixes musculares em orientacdo longitudinal. A orientacdo
longitudinal dos feixes musculares é considerada a arquitetura basica da camada
compacta, que durante a sistole, reduz o diametro longitudinal e transversal do
ventriculo. A adi¢do de fibras orientadas circularmente, observada em Characoidei,
Siluriformes e Cypriniformes, pode auxiliar o desenvolvimento de pressfes mais
altas (FARRELL e SMITH, 2017). Assim, é possivel inferir que funcionalmente, os

ventriculos dos Gymnotiformes estudados até o momento apresentariam menor
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capacidade de gerar presséao arterial e de sustentar trabalho cardiaco comparado
aos de Characoidei.

Nossos resultados trouxeram um questionamento em relacdo a composicao
da camada compacta e seu significado funcional. Segundo Farrell e Jones (1992),
quanto maior a propor¢cdo da camada compacta, maior o numero de feixes
musculares em diferentes orientacbes. A organizacdo da camada compacta
envolvendo duas ou trés diferentes orientacdes dos feixes musculares sao
evidentes em espécies ativas de grande porte, como peixes espada e atuns
(SANCHEZ-QUINTANA e HURLE, 1987; ICARDO, 2017). Entretanto, observamos
camadas compactas pouco evidentes formadas por feixes em orientacdo
longitudinal e circular, como em Hypostomus ancistroides. Ainda, este padrdo
também foi encontrado em Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (GARDINAL et al.,
2018), caracterizada como espécie sedentéria e ndo migratéria (RANTIN et al.,
1992). Assim, os resultados do presente estudo demonstraram que a complexidade
estrutural da camada compacta ocorreu independentemente de sua espessura ou

do habito natatorio das espécies.

4.3 Evolucéo dos caracteres morfolégicos do ventriculo

Atualmente, as principais hip6teses a respeito da evolu¢do da compactacao
do miocérdio e da circulacdo coronaria em peixes foram estabelecidas por Farrell
et al. (2012) e revisadas em Duran et al. (2015) e Lorenzale et al. (2018). Segundo
0s autores, o miocérdio misto associado a vasos coronarios tanto na camada
compacta quanto nas trabéculas da camada esponjosa (tipos Il ou IV), uma
morfologia observada no ventriculo de todos os condrictes viventes, poderia ser
considerado também a condicdo presente em gnatostomados basais. Este seria 0
modelo de ventriculo basal em vertebrados, que teria precedido o ventriculo
inteiramente trabeculado presente em Agnatha. Em teledsteos, a maioria das
espécies descritas (50% - 80%) ndo possui miocardio compacto e circulagédo
coronaria (tipo 1) (SANTER e GREER WALKER, 1980; SANTER, 1985). Ja as
espécies que apresentam essas caracteristicas, como o0s salmonideos
(PIEPERHOFF et al., 2009), teriam perdido a vascularizagdo nas trabéculas,
mantendo 0s vasos restritos a camada compacta (tipo Il). Essa transi¢cao evolutiva
dos tipos Il e IV para o tipo Il teria ocorrido em diversas linhagens de teledsteos. A

prevaléncia de um miocardio inteiramente trabeculado na maioria das espécies
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descritas seria um reflexo da evolugdo do ventriculo em direcdo a uma menor

dependéncia da circulagéo coronaria (FARRELL et al., 2012).

Nossos resultados para o grupo Otophysi, considerando algumas familias da
subordem Characoidei e das ordens Siluriformes, Gymnotiformes e Cypriniformes,
estdo de acordo com as hipoteses de Farrell et al. (2012), uma vez que nao
detectamos vasos coronarios nas trabéculas em nenhuma das espécies. Portanto,
€ possivel inferir que em espécies do grupo Otophysi, o ventriculo tipo Il é

dominante até o momento, mas associado a diferentes formatos anatdomicos.

Diante do exposto, surge o0 seguinte questionamento: quais fatores definem
a morfologia ventricular em teledsteos? Nesse contexto, Tang et al. (2018)
estudaram o desenvolvimento e a morfologia do coracdo em duas populacdes
diferentes de Astyanax mexicanus, uma populacdo de caverna e uma populacdo
de superficie. Ambas as populacdes apresentaram um ventriculo piramidal
associado a um miocéardio misto, independentemente do habito natatorio. Contudo,
a populacao de superficie, mais ativa, mostrou um ventriculo piramidal mais angular
e uma proporcao maior da camada compacta em comparacao com a populacéo de
caverna de habito sedentario. Essas diferencas morfolégicas coincidiram com
diferencas funcionais, com a populacdo de superficie apresentando maior
frequéncia cardiaca em relacdo a populacdo de caverna. Ao acompanhar o
desenvolvimento de ambas as popula¢gdes em condi¢des de laboratério, os autores
perceberam que as diferencas morfolégicas surgiam cedo no desenvolvimento e
sem a influéncia de fatores ambientais. Por fim, ao realizar um cruzamento entre
ambas as populagbes, notaram que a geracdo F1 apresentava uma mistura de
ambos os fendtipos. Assim, concluiram que as caracteristicas morfoldgicas do

ventriculo estavam embutidas no genoma e eram geneticamente reguladas.

A possibilidade de que os caracteres morfoldégicos do ventriculo estejam
fixados no DNA das espécies (Tang et al., 2018) seria uma possivel explicacao para
a presenca de um ventriculo piramidal tipo Il em uma espécie de habito sedentario
como Hoplias malabaricus ou a presenca de feixes musculares em diferentes
orientacdes na camada compacta delgada de Hypostomus ancistroides, uma vez

gque esses caracteres poderiam ser herdados de um ancestral comum de habito
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ativo. De fato, neste estudo, ndo foi observada nenhuma variagdo da morfologia

ventricular entre as espécies a nivel de familia.

Os resultados descritos acima sao de grande relevancia para este estudo,
pois demonstram que os caracteres morfolégicos do ventriculo podem ser
analisados dentro de um contexto filogenético. Para a analise da anatomia externa,
mioarquitetura e vascularizacdo por métodos filogénicos comparativos, inicialmente
foi proposta uma arvore filogenética contendo um total de 30 tAxons a partir de uma
matriz de 75% contendo 426.380 caracteres representando 1.469 UCEs, estimada
sem particbes e com o modelo GTR+G. Essas analises produziram uma filogenia
com forte suporte para quase todos os ndés, exceto em relacdes especificas onde o
suporte de bootstrap caiu entre 40% e 70% (Fig. 38). Em seguida, foi feito o
mapeamento dos caracteres discretos do ventriculo na filogenia por meio de
SIMMAP (BOLLBACK et al., 2006), fornecendo um suporte probabilistico essencial

para compreender a evolucdo da morfologia ventricular.

As analises de SIMMAP indicaram que o ventriculo piramidal tipo |
representaria a condi¢éo ancestral no clado Otophysi (Fig. 39). Apesar de ndo estar
presente na analise, Gymnotiformes teriam mantido o ventriculo piramidal tipo II,
porém sofrido uma simplificacéo estrutural na camada compacta. O miocardio misto
associado a uma camada compacta composta foi mantido em Siluriformes,
entretanto, nessa ordem, foi observado um maior nimero de combinacdes entre

anatomia, mioarquitetura e vascularizacao.

Diante do exposto, é possivel inferir que a evolugédo da espécie ancestral do
grupo Otophysi teria ocorrido prioritariamente em ambientes I6ticos e com
migracfes sazonais para reproducdo, uma vez que esses fatores criariam uma
pressdo seletiva favoravel para as caracteristicas morfoldégicas observadas no
ventriculo de Characoidei, Gymnotiformes e Cypriniformes. Por outro lado, o
cenario evolutivo para as espécies da ordem Siluriformes aponta para uma maior
diversificacdo nos habitos de vida e ocupacgéo de locais com diferentes condi¢des
ambientais, permitindo maiores combina¢cdes morfoloégicas do ventriculo em

decorréncia de diferentes necessidades metabolicas das espécies.
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Fig. 38: Arvore de RAXML proposta a partir de uma matriz com 426.380 caracteres representando
1.469 UCEs, estimada sem particdes e com o modelo GTR. A &rvore foi posteriormente utilizada para

analise com software SIMMAP.
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Fig. 39: Analise de SIMMAP feita a partir da filogenia proposta com UCEs de 30
espécies pertencentes a subordem Characoidei e ordens Siuriformes e Cypriniformes.
Na filogenia foi mapeado as seguintes morfologias ventriculares: ventriculo piramidal tipo Il
(preto), ventriculo sacular tipo Ib (vermelho) e ventriculo sacular tipo Il (verde). A analise
aponta para o ventriculo piramidal tipo Il como a condi¢do ancestral em Otophysi.
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4.4. Novas perspectivas e consideracoes finais

Esta sec¢éo apresenta os resultados parciais obtidos por meio da técnica de
imuno-histoquimica, realizada em parceria com o Centro de Microscopia e
Microandlises do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas do Campus de
Sé&o José do Rio Preto. A imuno-histoquimica foi realizada com o anticorpo anti-
CD34 (B-6) com o objetivo de averiguar de forma mais precisa a presenca ou
auséncia de capilares sanguineos na camada esponjosa do miocardio ventricular
das espécies estudadas, uma vez que, como descrito no item 4.1, ndo foi possivel
detectar de forma precisa os capilares por meio de técnicas de histologia basica.

Os resultados da imuno-histoquimica foram contrarios ao descrito no item
4.1 por meio de histologia béasica. O anticorpo reagiu positivamente com células
endoteliais CD34 positivas localizadas no endocardio e na parede dos capilares
sanguineos, revelando capilares sanguineos na camada esponjosa do ventriculo
de quatro espécies estudadas: Piabina argentea, Pseudoplatystoma corruscans,
Gymnotus cuia e Gyrinocheilus aymonieri, pertencentes a subordem Characoidei e
as ordens Siluriformes, Gymnotiformes e Cypriniformes, respectivamente (Fig. 40A-
D). A presenca de capilares sanguineos na porcéo esponjosa do miocardio significa
gue todo o miocérdio ventricular nessas espécies é vascularizado e se beneficia do
sangue rico em oxigénio fornecido pela circulagdo coronaria. Esses resultados
fornecem um dado contrario a hipotese estabelecida na literatura (FARRELL et al.,
2012; DURAN et al., 2015), na qual a evolucdo do miocardio ventricular em
teledsteos estaria caminhando em dire¢cdo a uma menor dependéncia de circulacéo

coronaria no musculo cardiaco.

Em teledsteos, vasos coronarios na camada esponjosa foram descritos
apenas em espécies com alta demanda metabdlica e endotermia parcial, como
atuns e peixes espada (TOTA et al., 1983). Morfologicamente, o ventriculo das
espécies citadas passaria a ser classificado como tipo Ill, em vez de tipo Il. Apesar
dos capilares observados na camada esponjosa serem mais discretos e menos
expressivos em relagéo ao observado em teledsteos com alta demanda metabolica
e em elasmobranquios (COX et al., 2016a; COX et al., 2016b), pode-se inferir a
respeito dos beneficios de manter a circulagdo coronaria como uma via acessoria
para fornecer oxigénio ao musculo cardiaco, em adigdo a via luminal (DAVIE &
FARRELL, 1991).
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Por fim, esses resultados levantam o0s seguintes questionamentos: 0s
capilares sanguineos poderiam ser comuns na camada esponjosa de outras
espécies das ordens que compdem o grupo Otophysi? A dificuldade em marcar e
observar capilares na camada esponjosa sem 0 uso de um anticorpo adequado
poderia ter levado a uma visdo equivocada da literatura a respeito da auséncia

(Tipos la e Ib) ou restricdo dos capilares a camada compacta (Tipo I)?

No total, a morfologia ventricular foi analisada em 28 espécies pertencentes
ao grupo Otophysi. Juntamente com os dados de outras espécies, este estudo
interpretou pela primeira vez a morfologia ventricular em tele6steos sob uma
perspectiva evolutiva por meio de métodos filogenéticos comparativos. N0ossos
resultados forneceram um cenario inicial a respeito da evolucdo ventricular em
espécies que compdem as principais ordens da regido Neotropical e permitiram
inferir a respeito da condicdo morfolégica ancestral no ventriculo de Otophysi. Por
fim, a técnica de imuno-histoquimica, que se mostrou muito eficiente na marcacéo
de capilares sanguineos no ventriculo de peixes, pode significar o proximo passo

para a confirmacao dos tipos ventriculares em teledsteos.
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Fig. 40: Técnicade Imuno-histoquimicarealizada com anticorpo anti-CD34 (B-6) revelando
células endoteliais CD34 positivas em capilares sanguineos na camada esponjosa do
ventriculo de espécies do subclado Otophysi. O anticorpo reagiu positivamente com células
endoteliais CD34 positivas localizadas no endocéardio e na parede dos capilares sanguineos
(setas). A: Gyrinocheilus aymonieri; B: Gymnotus cuia; C: Piabina argentea; e D:
Pseudoplatystoma corruscans.
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