A
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u nesp ' 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Isadora Anello De Oliveira

Estaria a correlacdo barorreflexo-ventilagdo presente no teleosteo tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus)?

Sao José do Rio Preto

2019



Isadora Anello De Oliveira

Estaria a correlacdo barorreflexo-ventilagdo presente no teleosteo tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus)?

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Biologia Animal, junto
ao Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Animal, do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Séo José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Orientador: Prof. Dr. Luiz Henrigue Florindo

Sao José do Rio Preto

2019



Oliveira, Isadora Anello de

048e Estaria a correlagé@o barorreflexo-ventilacdo presente no
teleosteo tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)? / Isadora
Anello de Oliveira. -- , 2019

49 f. 1 il., tabs., fotos

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas,
Séo José do Rio Preto

Orientador: Luiz Henrique Florindo

1. Barorreceptores. 2. Hipertensdo. 3. Hipotenséo. 4.
Interacdo cardiorrespiratoria. 5. Pressdo Arterial. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto.
Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



Isadora Anello de Oliveira

Estaria a correlacdo barorreflexo-ventilacao presente no teleésteo tilapia-

do-nilo (Oreochromis niloticus)?

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Biologia Animal, junto
ao Programa de P0s-Graduacdo em Biologia Animal,
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Comissdao Examinadora

Prof. Dr. Luiz Henrique Florindo
UNESP — Campus de Séo José do Rio Preto
Orientador

Profé. Dr2. Diana Amaral Monteiro
UFSCar — Sao Carlos

Profé. Dr2. Monica Jones Costa
UFSCar — Sorocaba

Sao José do Rio Preto
12 de marco de 2019



Dedico este trabalho a minha mae Maria José por ser
meu apoio e meu porto seguro. Es meu sol. Também
dedico a minha irmad e melhor amiga Marilia por

sempre estar presente ao meu lado.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar forcas em todos 0s momentos.

Ao meu orientador, Luiz Henrique Florindo, pelas oportunidades proporcionadas desde a
minha graduacdo, pela confianca, apoio e suporte ao longo desta jornada. Obrigada por

estar ao meu lado nos meus momentos de inseguranca.

Aos meus coorientadores, Vinicius e Victor Hugo, sem os quais tenho certeza de que nédo
teria optado por este caminho. Agradeco pela paciéncia ao me ensinar, pelo apoio durante

todas as fases deste trabalho, pelo exemplo profissional e pela amizade e companheirismo.

A minha amiga Natalia por estar ao meu lado me ajudando durante todo o desenrolar desse

projeto. Tenho certeza de que sem vocé eu ndo teria mantido minha sanidade.

As minhas amigas e colegas do LZCV: Mariana, Ariela, Gabrielle, Igor, Gabriela, Amanda e
Leonardo pela amizade e pelos melhores momentos durante as tardes no laboratdrio.

A José Luiz Pastorello, por ser como um pai para mim.

Aos meus amigos de Jau, pelo grande apoio ao longo de quase toda a minha vida. Em

especial: Camila, Bruna, Juliana e Guilherme.

A Kelly, por ter me dado um lar e uma oportunidade de viver em familia mesmo em outra

cidade. Agradego também aos outros membros dessa nossa familia linda: Tomas e Kaio.

Aos meus amigos de Sao José do Rio Preto, por todas os momentos inesqueciveis: Camila,

Luiz, Guilherme, Amanda, Carolina, Aline, Olavo, Natiele, Fernanda, Matheus e Giselle.
A todos os professores, amigos e colegas aqui ndo citados, mas que foram presentes durante
todo meu caminho até aqui.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001



’

“A educacdo é o poder das mulheres.’

(Malala Yousafzay)

“Na vida, ndo existe nada a temer, mas a entender.”

(Marie Curie)



RESUMO

Os mecanismos de modulacdo da pressao arterial a curto prazo estdo relacionados ao sistema
nervoso autdbnomo. A primeira e mais rapida acdo para o controle da pressdo € feita por
barorreceptores. Estes receptores detectam variacdes na pressdo e atuam enviando informacgoes
ao sistema nervoso central (SNC), o qual desencadeia reacfes autonémicas que geram
mudancas na frequéncia cardiaca (fn), na forca contratil do coragéo e na resisténcia vascular
sistémica, causando vasodilatacdo ou vasoconstricdo, que tendem a normalizar a pressdo
arterial. Alem da fungdo primaria do barorreflexo de manter a presséo arterial estavel, uma
relagdo inversamente proporcional entre pressdo arterial e as varidveis respiratorias ja foi
observada em mamiferos e em anfibios. Neste Gltimo grupo, além dessa interagdo entre o
barorreflexo e a ventilagdo, o reflexo barostatico também est4 relacionado com o sistema
linfatico. H& dados que também sugerem a existéncia dessa modulacdo em répteis
crocodilianos. Apesar de ja ter sido observada em alguns grupos de vertebrados terrestres, a
correlacdo entre o barorreflexo e a ventilagdo nunca foi estudada em peixes, embora tenha sido
especulada a existéncia da mesma devido a consideravel conservacdo evolutiva das redes
neurais que coordenam o sistema cardiorrespiratorio. Neste contexto, o presente estudo
investigou a existéncia dessa modulacdo barorreflexo-ventilagdo em uma espécie de teledsteo,
a tilapia-do-nilo (O. niloticus). Para isso foram feitas aplica¢cdes de um farmaco vasoconstritor,
o cloridrato de fenilefrina, e de um farmaco vasodilatador, o nitroprussiato de sddio. Foram
analisadas curvas de correlacdes sigmoidais entre a pressao arterial e a frequéncia cardiaca, para
atestar a relacdo inversamente proporcional entre ambas. E também curvas de correlacdo e
regressoes lineares entre a pressdo arterial e as varidveis respiratorias — frequéncia respiratoria,
amplitude ventilatéria e ventilacdo total. Os resultados mostraram que, neste teledsteo, ndo
existe uma relacdo inversamente proporcional entre a pressdo arterial e as variaveis respiratorias
estudadas. Isso devido as infusdes do cloridrato de fenilefrina ndo terem ocasionado uma acao
significativa em nenhuma variavel, e atrelado ao nitroprussiato de s6dio ndo provocar elevacdes
na frequéncia respiratéria. O que mostra que o barorreflexo ndo atua regulando a ventilacao,
demonstrando pela primeira vez que essa correlacdo provavelmente tenha surgido em grupos
de vertebrados mais apicais do que se era especulado; ou que tenha existido em Actinopterygii
mais basais, mas tenha sido perdida em algumas geracdes e possivelmente reaparecido em
grupos mais derivados (atavismo).

Palavras-chave: Barorreceptores; Hipertensao; Hipotenséo; Interacdo cardiorrespiratoria;
Pressdo arterial



ABSTRACT

The mechanisms of short-term blood pressure modulation are related to the autonomic nervous
system. The first and fastest action for pressure control is made by baroreceptors. These
receptors detect variations in pressure and act by sending information to the central nervous
system (CNS), which triggers autonomic reactions that generate changes in heart rate (fn), in
the contractile force of the heart and in systemic vascular resistance, causing vasodilation or
vasoconstriction, which tend to normalize blood pressure. In addition to the primary function
of baroreflex to maintain stable blood pressure, an inverse relationship between blood pressure
and respiratory variables has been observed in mammals and amphibians. In amphibians, the
barostatic reflex is also related to the lymphatic system. There are data that also suggest the
existence of this modulation in crocodilian reptiles. Even though it has been observed in some
groups of terrestrial vertebrates, the correlation between baroreflex and ventilation has never
been studied in fish, although it has been speculated because of the considerable evolutionary
conservation of the neural networks that coordinate the cardiorespiratory system. In this
context, the present study investigated the existence of this baroreflex-ventilation modulation
in a teleost species, the Nile tilapia (O. niloticus). For this, we made applications of a
vasoconstrictor drug, phenylephrine hydrochloride, and a vasodilator drug, sodium
nitroprusside. Sigmoid correlation curves between blood pressure and heart rate were analyzed
to demonstrate an inversely proportional relationship between both of them. We also made
correlation curves and linear regressions between blood pressure and respiratory variables -
respiratory rate, ventilatory amplitude and total ventilation. The results showed that, in this
teleost, there is no inversely proportional relationship between blood pressure and the
respiratory variables studied. Because infusions of phenylephrine hydrochloride did not cause
significant action in any variable, and also because sodium nitroprusside did not cause
respiratory rate elevations.The results showed that, in this teleost, the baroreflex does not act
regulating the ventilation, demonstrating for the first time that this correlation probably arose
in groups of vertebrates more apical than it was speculated; or has existed in more basal fish
groups, but has been lost in some generations and possibly reappeared in more derived groups
(atavism).

Keywords: Baroreceptors; Blood pressure; Cardiorespiratory interaction; Hypertension;
Hypotension.
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1. INTRODUCAO
1.1 SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR E A PRESSAO ARTERIAL

O sistema cardiovascular é responsavel por suprir as necessidades dos tecidos corporais
por meio do transporte de oxigénio, gas carbonico, calor, horménios e a eliminacéo de produtos
do metabolismo. Esse sistema também €, de modo geral, responsavel pelo funcionamento 6timo
das células e do organismo. O coragao e 0s vasos sanguineos sao 0s responsaveis por produzir
a pressdo arterial e o débito cardiaco para gerar o fluxo sanguineo tecidual necessario para o
cumprimento dessas fun¢des (BAGSHAW, 1985; GUYTON E HALL, 2011).

O débito cardiaco consiste no volume de sangue bombeado pelo coracdo por unidade de
tempo. Esse sangue é conduzido através dos vasos sanguineos e o principal fator que causa esse
fluxo sanguineo pelo sistema vascular é o gradiente de presséo criado pelo coracdo (HILL et
al., 2012). Esse fluxo sanguineo €é entdo determinado pela diferenca de pressdo entre as duas
extremidades do vaso (o gradiente de pressdo) e também pela resisténcia vascular (Fig. 1), que
consiste no resultado do atrito entre o sangue em movimento e o endotélio do interior do vaso
(RANDALL et al., 2000; GUYTON E HALL, 2011).

Figura 1. Relagdo entre o gradiente de pressao criado no vaso sanguineo, a resisténcia e o fluxo sanguineo. Py e
P, representam as pressdes criadas nas duas extremidades do vaso. Fonte: Guyton e Hall (2011).

P, «— Gradiente de Pressao —— P,

Fluxo
Sanguineo

~_N | ~_—

Resisténcia

Cada tecido tem a capacidade de controlar seu préprio fluxo sanguineo de acordo com
suas necessidades metabolicas. Esse controle é realizado por meio de constrigdes e dilatacGes
das metarteriolas, que podem ser induzidas tanto por substancias vasoativas secretadas pelos
tecidos adjacentes quanto por algum déficit nutricional local. Contudo, a magnitude do fluxo
sanguineo para os tecidos ndo é mantida em niveis constantes, mas sim nos niveis minimos
necessarios para o suprimento de suas necessidades, o que faz com que a carga de trabalho do
coragdo seja sempre a menor possivel (GUYTON E HALL, 2011; MAGDER, 2018).
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Os vasos sanguineos podem apresentar caracteristicas morfofuncionais distintas, motivo
pelo qual os mesmos séo classificados de acordo com o exposto abaixo na tabela 1, baseado em
Guyton e Hall (2011):

Tabela 1. Caracteristicas morfofuncionais dos vasos sanguineos.

Vasos sanguineos: Caracteristicas principais:

Recebem o sangue bombeado pelo coracdo a altas pressdes e direcionam-no para

Artérias: todas as partes do corpo, constituindo entéo a fase inicial do transporte sanguineo.

Constituem os ramos finais do sistema arterial. Possuem paredes vasculares robustas
e com espessa camada de musculo liso, caracteristica também encontrada nas

, artérias. Seu diametro é constantemente controlado pelos tecidos adjacentes de
Arteriolas e

; acordo com as demandas metabdlicas dos mesmos, regulando dessa forma também
Metarteriolas:

o fluxo sanguineo liberado para os capilares que os irrigam.

Ductos ultrafinos e muito permeéveis, cuja principal funcdo é permitir a difuséo de
gases respiratorios, liquidos, horménios, nutrientes e outras substancias entre o
sangue e os tecidos circundantes. A regido capilar é a que mais promove reducéo da
Capilares: pressdo sanguinea proveniente do sistema arterial, isso porque € a regido que possui
maior resisténcia vascular — e essa resisténcia também é responsavel por fazer com
que o fluxo sanguineo capilar seja lento, permitindo maior difusdo dos fatores

supracitados.

O sangue é coletado dos capilares por vénulas e estas coalescem progressivamente
formando as veias. Estas sdo responsaveis por transportar o sangue de volta ao
Veias: coracao. Como fazem parte da circulagdo pds-capilar, apresentam pressdo sanguinea
baixa, porém quase sempre suficiente para promover o retorno venoso. As veias e

vénulas possuem paredes pouco robustas e com camada reduzida de masculo liso.

As artérias sdo responsaveis por direcionar o sangue as demais partes do corpo
(GUYTON E HALL, 2011). Esse sangue chega nas artérias com altas pressdes, que podem
variar de acordo com a contracdo e o relaxamento cardiaco. Essa manutencdo do fluxo
sanguineo que ocorre na diastole cardiaca é muito importante e sé é possivel devido a
elasticidade desses vasos que amortece essas oscilacdes de pressdo. Durante a didstole cardiaca
0 coragdo ndo gera pressdo e 0 que impede a pressdo arterial de cair é justamente essa
elasticidade das grandes artérias, que acumulam parte do sangue impulsionado pelo coragéo e
bombeiam esse sangue ao se retrair — gerando pressao arterial mesmo na diastole e mantendo o
fluxo sanguineo (HILL et al., 2012).

Como as artérias sdo a fase inicial do transporte sanguineo, é importante que exista uma
pressdo nesses vasos que seja alta o suficiente para superar a resisténcia ao fluxo sanguineo,

permitindo que a perfusdo de 6rgéos e tecidos ocorra e possa ser mantida. Se a presséo arterial
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for muito baixa, a perfuséo dos tecidos pode ficar comprometida. Entretanto, se a mesma for
muito elevada, pode ocorrer o rompimento dos vasos, formacao de edemas e até mesmo algum
dano nos orgaos sensiveis a hipertensdo. Devido a isso, existem mecanismos responsaveis por
regular e manter a pressao arterial estadvel (GUYTON E HALL, 2011; IRIGOYEN et al., 2001;
HEYMANS, 1960).

1.2 MECANISMOS DE REGULACAO DA PRESSAO ARTERIAL

Todos os vertebrados cujo sistema cardiovascular foi estudado até hoje apresentam
mecanismos de regulacdo da pressdo arterial, 0s quais mantém essa variavel em nivel adequados
para o desempenho das fun¢es circulatorias. Esses mecanismos podem atuar a longo ou curto
prazo, ou até mesmo de forma intermediaria entre esses dois. Os sistemas baseados em
receptores neurais atuam em questdo de segundos. Ja as a¢des hormonais podem levar cerca de
alguns minutos para agir. Existe ainda o sistema rins-liquidos corporais, que pode levar algumas
horas ou dias para atuar (GUYTON, 1991).

Os mecanismos de regulacdo da pressdo arterial a longo prazo sdo mecanismos
fundamentalmente ligados a volemia. Isso porque essa regulacdo da pressdo arterial é
intimamente relacionada ao balanco hidroeletrolitico do organismo. O rim é o responsavel por
regular a perda hidrica, e os principais controladores sdo 0s mecanismos neurais da sede e do
apetite por sal. A sede é uma expressao comportamental do mecanismo de regulacdo volémica.
Por isso, o controle da sede e do apetite por sal feito pelo sistema nervoso central é importante
para controlar a osmolaridade (equilibrio hidrossalino) e, consequentemente, o controle da
pressdo arterial a longo prazo (GUYTON E HALL, 2011; LENT, 2002).

Em ocasiGes onde a pressao arterial sobe além do normal, esse excesso de pressdo faz
com que os rins excretem mais agua e sal, o que diminui a volemia e abaixa a pressao. O inverso
também ocorre (GUYTON, 1991). O hormdnio antidiurético (ADH) ou vasopressina também
atua no equilibrio hidrossalino e na volemia, tendo o papel especifico de aumentar a expressdo
de canais de agua (aquaporinas) no tubo contornado distal e no tubo coletor (dos rins),
estimulando a reabsorcéo de agua, o que tende a diluir o plasma e reequilibrar a osmolaridade.
Além de restringir a queda de pressdo advinda da perda de volume sanguineo, 0 ADH também
pode causar uma moderada vasoconstricdo sistémica que eleva a pressdo arterial
(KLABUNDE, 2011; HOLMES et al., 2003; RANDALL et al., 2000).

Os mecanismos de regulacdo com acdo intermediaria comecam a funcionar alguns

minutos apds a mudanca na pressao arterial e estdo relacionados as a¢cdes hormonais. O sistema
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renina-angiotensina-aldosterona atua quando quedas na pressdo arterial ocasionam uma
diminuicdo no fluxo sanguineo para os rins. Esse fluxo reduzido faz com que as células
justaglomerulares renais secretem renina, cuja acdo enzimatica € a de atuar no
angiotensinogénio para formar a angiotensina Il. Essa molécula tem acdo vasoconstritora,
constringindo as arteriolas pelo corpo, o que faz com que a pressdo arterial aumente novamente
(GUYTON, 1991; COWLEY, 1992). Outro efeito da angiotensina Il muito importante € a
estimulacdo do cortex da adrenal para secrecdo de aldosterona. O efeito desse hormonio
acontece no tubo contornado distal, estando envolvido com reabsorc¢des de volume isosmotico
(KLABUNDE, 2011).

Os mecanismos de modulacdo da pressdo arterial a curto prazo estdo relacionados ao
sistema nervoso autbnomo. A primeira e mais rapida acdo para o controle da pressao € feita por
barorreceptores, geralmente localizados nos vasos sanguineos centrais do sistema circulatorio.
Sao mecanorreceptores estimulados por deformacGes das paredes das artérias, normalmente
provocadas por mudangas na pressao - 0 aumento da presséo arterial estira os barorreceptores -
(GUYTON E HALL, 2011; IRIGOYEN et al., 2001). Estes receptores detectam variacdes na
pressdo e atuam enviando informacdes ao sistema nervoso central (SNC), o qual desencadeia
reacOes autondmicas que geram mudancas na frequéncia cardiaca (fu), na forca contréatil do
coracdo e na resisténcia vascular sisttmica causando vasodilatagdo ou vasoconstricdo, que
tendem a normalizar a pressao arterial (BAGSHAW, 1985; DAMPNEY, 1994; VAN VLIET E
WEST, 1994; ALTIMIRAS et al., 1998; SANDBLOM e AXELSSON, 2011; MUELLER et
al., 2013).

Quando os barorreceptores atuam, durante elevacdes da pressao arterial, 0s sinais sdo
conduzidos ao sistema nervoso central pelo nervo glossofaringeo e vago. O ténus simpético
(adrenérgico) para o coracdo e vasos € reduzido e o parassimpatico é aumentado, uma vez que
0s neurdénios do SNC quando estimulados por aumento da pressdo, acabam inibindo os
neurdnios pré-motores simpaticos. Ocorre, assim, reducdo do debito cardiaco, da frequéncia
cardiaca (bradicardia) e queda da resisténcia vascular periférica (vasodilatacdo) que reduzem a
pressdo arterial. No caso de queda na presséo arterial, ocorre 0 aumento do debito cardiaco por
meio da diminui¢do do ténus parassimpatico (colinérgico) e aumento do tonus adrenéergico no
coragdo e vasos, o que eleva a frequéncia cardiaca (taquicardia) e aumenta a resisténcia vascular
sistémica (vasoconstri¢do) para elevar a pressdo (GUYTON E HALL, 2011; IRIGOYEN et al.,
2001). Essa resposta fisiologica é denominada barorreflexo, e a sua existéncia é muito
importante, pois permite que ocorram compensagdes rapidas em momentos de hipotenséo e

hipertensdo, prevenindo a isquemia sistémica e danos ao sistema circulatorio e tecidos
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adjacentes (VAN VLIET E WEST, 1994; ALTIMIRAS et al.,, 1998, SANDBLOM E
AXELSSON, 2005).

As diferentes demandas de fluxo sanguineo dos érgéos sao controladas pela liberacédo de
fatores vasodilatadores ou vasoconstritores. E essas alteracfes no fluxo sanguineo causam
mudangas na pressao arterial central, que sdo detectadas pelos barorreceptores. Essas variagoes
s80 pequenas e ocorrem a todo momento - visto que as demandas dos 6rgdos e tecidos por
sangue nao permanecem constantes (GUYTON E HALL, 2011). Por isso pode-se dizer que o
barorreflexo também estd atuando a todo momento, ocasionando alteracGes instantaneas na
frequéncia cardiaca que podem ser percebidas no periodo entre dois batimentos consecutivos
do coracdo, e correspondem a um dos fatores causadores da variabilidade da frequéncia
cardiaca. Essa variacdo na frequéncia cardiaca ocorre como parte da homeostase do organismo
e também esta relacionada com outros elementos como: mudancas relacionadas a idade; a
sazonalidade; os ciclos circadianos e ultradianos e mudangas de acordo com alteragdes neuro-
humorais (taxa de epinefrina, norepinefrina ou angiotensina Il no sangue). A variabilidade
também pode ser influenciada pelo quimiorreflexo e pela arritmia sinusal respiratoria.
(ALTIMIRAS, 1999).

1.3 BARORREFLEXO E SUA RELACAO COM O SISTEMA RESPIRATORIO

Por muito tempo a relacdo entre a acdo do barorreflexo com o sistema respiratério nao foi
vista com a devida importancia, isso porque nos animais mais comumente estudados a
existéncia dessa relacdo ndo parecia demonstrar vantagens fisioldgicas 6bvias (MCMULLAN
E PILOWSKY, 2010). Entretanto, os sistemas respiratorio e cardiovascular estdo muito
relacionados entre si, possivelmente para otimizar as trocas gasosas. (TAYLOR et al., 1999).
A relacdo entre esses sistemas deve-se a proximidade dos neurdnios que controlam ambos 0s
reflexos — localizados em posi¢es adjacentes na porcdo rostral da medula (ALHEID E
MCCRIMMON, 2008).

Além da funcéo primaria do barorreflexo de manter a pressdo arterial estavel, uma relagéo
inversamente proporcional entre pressao arterial e as variaveis respiratorias ja foi observada em
mamiferos (POTTER E MCCLOSKEY, 1979; BRUNNER et al., 1982; SIMMS et al., 2009).
Quanto aos anfibios, um estudo recente mostrou que além dessa interagdo entre o barorreflexo
e a ventilacdo, o reflexo barostatico também esta relacionado com o sistema linfatico. Nesses
animais as situagdes de hipertensdo aumentam o extravasamento de plasma sanguineo para 0s
tecidos, plasma este que é drenado pelo sistema linfatico e colocado novamente no sangue. Ao
impedir elevacOes da pressao arterial, consequentemente o barorreflexo também impede esse
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extravasamento exacerbado do plasma para os tecidos, ndo ocorrendo um aumento do fluxo
linfatico. Ou seja, em anuros, a ventilagdo pulmonar desempenha um importante papel na
homeostasia da pressao arterial (ZENA et al. 2016). H& também dados que sugerem a existéncia
dessa modulacdo barroreflexa da respiracdo em répteis crocodilianos (ALTIMIRAS et al.,
1998).

Dessa forma, as possiveis vantagens dessa correlacdo do reflexo barostatico com o
sistema respiratdrio sdo: 1) Um aumento da ventilacdo em situacdes de hipotensdo (momento
de baixo fluxo sanguineo na superficie respiratoria) pode melhorar a captacdo de oxigénio; 2)
Uma diminuicdo na ventilacdo em situacdes de hipertensdo pode ser importante para proteger
a superficie respiratéria, diminuindo a distensdo e movimentacdo desta superficie e
consequentemente evitando o rompimento dos frageis capilares respiratorios — sem prejudicar
as trocas gasosas (TAYLOR et al., 1999; TAYLOR et al. 2010); e 3) Auxilio na drenagem do
plasma sanguineo que extravasa para os pulmdes, pois este deve ser removido dos tecidos
pulmonares via linfa e a pressdo arterial estd diretamente relacionada ao nivel de
extravasamento do plasma para os tecidos (ZENA et al. 2016).

Apesar de ja ter sido observada nos grupos de vertebrados terrestres supracitados, a
correlacéo entre o barorreflexo e a ventilacdo nunca foi estudada em peixes, embora a existéncia
da mesma ja tenha sido especulada neste grupo por conta da consideravel conservacéo evolutiva
das redes neurais que coordenam a ritmicidade e as intera¢fes do sistema cardiorrespiratorio
(TAYLOR et al. 2010; NILSSON, 2011; TAYLOR et al., 2014).

Estudos ja mostraram que as respostas cardiacas a hipoxia ambiental em elasmobranquios
e teledsteos envolvem situagOes de bradicardia instantanea e também um aumento no volume
sistolico (NILSSON E SUNDIN, 1998). O nivel de bradicardia varia com o grau de hipdxia,
com a temperatura e também entre as espécies dos peixes. Essa bradicardia hipoxica foi
selecionada nos peixes, pois provavelmente permite que seus cora¢es batam com mais forca
e, a0 mesmo tempo, aumenta o enchimento cardiaco e consequentemente o volume sistélico
devido ao maior periodo de diastole (FARRELL, 2007).

Ainda segundo este autor, um maior volume sistélico pode recrutar mais lamelas
branquiais, melhorando as trocas gasosas. Entretanto, apesar dessas provaveis associagdes para
a melhora das trocas gasosas, uma possivel acéo regulatoria do barorreflexo na ventilagéo ainda
ndo foi estudada. A provavel significancia fisioldgica da correlagdo em questdo no aumento da
captacdo de oxigénio durante situacdes de hipotensdo poderia ser determinante na resisténcia
de diversas espécies de teledsteos as mudancas climaticas, visto que o aumento da temperatura
nos corpos d'agua reduz a solubilidade do oxigénio neste meio (PORTNER, 2001) e também

provoca vasodilatacdo sistémica nos animais levando a hipotensdo (podendo engatilhar uma
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reducdo no fluxo sanguineo na superficie respiratoria e, consequentemente as trocas gasosas).
Neste contexto, a presente proposta visou investigar a existéncia da correlacdo barorreflexo-
ventilagdo em uma espécie de teledsteo com respiracdo exclusivamente aquética, a tilapia-do-
nilo (O. niloticus).

1.4 MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO

A tilapia-do-nilo (Fig. 2) é um teledsteo originario do Rio Nilo com grande potencial
invasor, ja estando disseminada em diversos paises das regides tropicais e subtropicais
(PAVANELLLI et al., 2013). Devido a sua presenga em diversas regides e habitats, esse animal
acabou se tornando importante pra piscicultura e para estudos envolvendo comportamento,
reproducéo e fisiologia (visto que esses peixes sdo capazes de se adaptar e se reproduzir com
facilidade). Estudos sobre a fisiologia cardiorrespiratoria desses animais ja demonstraram que
0S mesmos sdo extremamente resistentes a situacdes de hipdxia ambiental (FERNANDES E
RANTIN, 1989; ISHIBASHI et al., 2002; DELANEY E KLESIUS, 2004; ZERAIK et al.
2013), bem como apresentam padrdes respiratorios mais constantes, diferentemente de outras
espécies de teledsteos que apresentam diversos padrfes respiratorios episddicos que
prejudicariam a verificacdo da presenca dessa correlacdo barorreflexo-ventilacdo — como o
tambaqui (REID et al., 2003).

A resisténcia desse peixe a hipoxia e seu padrdo de respiracdo constante, junto ao fato de
que ja existem técnicas que permitem a observacédo da pressdo arterial/frequéncia cardiaca nesta
espécie (a tilapia-do-nilo é passivel de ter a artéria branquial canulada), o tornam um modelo
experimental adequado para o estudo em questdo. Além disso, como uma das provaveis
significancias fisioldgicas da existéncia da correlacdo estudada esté relacionada ao aumento da
captacdo de oxigénio durante situacOes de hipotensédo, o fato do animal em questdo possuir
respiracdo exclusivamente aquatica é um fator necessario, isso porque nesse caso ndo ha outros
meios que poderiam suprir essa demanda respiratoria — 0 que pode ocorrer em espécies de

respiracdo aérea facultativa, por exemplo.
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Figura 2. Fotografia de um exemplar adulto de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus. Fonte: <GNU —
General Public Licence>.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar a funcéo barorreflexa e a interacé@o entre a respiracéo e a funcéo cardiovascular
em tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), de forma a verificar pela primeira vez se a
correlacdo barorreflexo-ventilagdo ocorre em um teledsteo de respiracdo exclusivamente

aquatica.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar quais as ac¢oes induzidas pela administragdo do agente vasoconstritor cloridrato de
fenilefrina e do vasodilatador nitroprussiato de sodio nas variaveis cardiacas e, a partir disso,

tracar uma curva sigmoidal do reflexo barostatico.

b) Coletar as variaveis ventilatorias e tracar correlacdes entre as mesmas e a pressao arterial

(regressoes lineares).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 OS ANIMAIS

Foram utilizados 13 espécimes de tilapia-do-nilo (O. niloticus) de ambos os sexos, com
massa de 204,88 + 20,57 gramas, provenientes do Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” (CAUNESP, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil). Os
animais passaram por um periodo de aclimatacdo minimo de um més em um tanque de 500
litros sob fotoperiodo natural, abastecido com agua sem cloro, normdxica (pressao parcial de
oxigénio de aproximadamente 140 mmHg, mantida por aeracdo constante) e com temperatura
que alternava entre 20°C e 30°C. A agua do tanque foi substituida a cada 72 horas.

Os animais foram alimentados até a saciedade em dias alternados com racdo comercial
para peixes, exceto nas 72 horas que antecederam a realizagcdo dos experimentos, evitando
assim possiveis eliminacdes de fezes na cdmara experimental, e também impedindo a
ocorréncia de alteraces metabolicas decorrentes da digestdo. A presente pesquisa foi realizada
na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), no campus de Séo José
do Rio Preto, mais especificamente no Laboratério de Zoofisiologia Comparativa dos
Vertebrados do Departamento de Zoologia e Botanica. Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da instituicio supracitada
(CEUA 167/2017).

3.2 PROCEDIMENTOS PRE-EXPERIMENTAIS

Para inducdo anestésica, 0s peixes foram submersos em solu¢do aquosa de benzocaina
(100 mg.I"%) até apresentarem perda de equilibrio e auséncia de movimentos operculares. Logo
apos, eles foram transferidos para uma mesa cirurgica (Fig. 3) com um sistema de recirculacédo
de solucdo de benzocaina (50 mg.I) aerada, a qual irrigava as branquias dos animais
constantemente para manter a anestesia e as trocas gasosas dos individuos.
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Figura 3. Mesa cirdrgica com sistema de recirculagdo de dgua e benzocaina. Fonte: elaborada pela autora.

Para possibilitar tanto administracdes farmacoldgicas quanto a aferi¢do da pressao arterial
na aorta ventral (Pva) dos animais, uma canula de polietileno (PE20) foi inserida na artéria
aferente do terceiro arco branquial (Fig. 4A e 4B) dos mesmos e avancada até a aorta ventral
de acordo com o descrito por Sundin et al. (2000) — tal canula estava preenchida com solugéo
salina isotonica heparinizada (100 1U.ml ) e foi fixada aos arcos branquiais dos individuos por

meio de uma flange e um n6 dado com linha de algod&o para evitar a remocao da mesma.

Figura 4. A: Esquema simplificado da vasculatura branquial. A seta indica a artéria branquial aferente (ABA)

onde ocorre a inser¢do da cAnula. B: cinula inserida na ABA do terceiro arco branquial. ABE: Artéria branquial

eferente; ABA: Artéria branquial aferente; VB: Veia branquial. Fonte: elaborada pela autora, modificada de
NILSSON E SUNDIN, 1998.

Arco
Branquial
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Com o auxilio de uma broca, a regido dorsal do palato (entre as narinas) foi perfurada
para a introducdo de uma canula de polietileno na cavidade bucal (Fig. 5). A canula foi fixada
por meio de uma flange (trava). Essa canula foi utilizada para analisar a frequéncia respiratéria
(fr), aamplitude ventilatoria (Vamp) dos animais e ventilagdo total (V1) — produto da fr por Vawme
(ZERAIK et al. 2013).

Figura 5. Esquema mostrando a inser¢éo da canula bucal por meio de uma perfuracéo entre as narinas do animal.

Fonte: elaborada pela autora.

Ao findar dos procedimentos supracitados (Fig. 6), as branquias dos animais foram
irrigadas com &gua sem anestésico até o reaparecimento dos reflexos operculares, e 0s mesmos
foram transferidos para camaras experimentais individuais com volume de aproximadamente
25 litros (20cmx50cm x20cm) — com 4&gua sem cloro, normoxica (aerada
ininterruptamente, com pressdo parcial de oxigénio de 140 mmHg) e temperatura de 25°C +

0,125 (mantida por meio de aquecedor com termostato).
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Figura 6. Finalizagdo da instrumentacdo. A: Cénula inserida na artéria branquial aferente. B: canula bucal

implantada entre as narinas. Fonte: elaborada pela autora.

Em seguida, a canula arterial inserida na artéria branquial aferente (ABA) dos peixes foi
conectada a um transdutor de pressdo (PX600, Baxter Edwards, Irvine, CA, EUA) ligado a um
sistema de aquisi¢do de dados BIOPAC MP100 (BIOPAC Systems, Goleta, CA, EUA), o qual
permitiu a aquisicdo continua da pressdo arterial dos mesmos — que foi coletada a uma taxa de
amostragem de 1000 Hz. A frequéncia cardiaca (f4) dos animais também foi continuamente
adquirida, derivando-a do sinal pulsatil da pressao arterial. O transdutor de pressao foi calibrado
diariamente e ficou posicionado na mesma altura da superficie da agua a todo 0 momento. A
canula bucal foi conectada a um outro transdutor de pressdo, o qual estava conectado a um
segundo canal do mesmo sistema de aquisi¢cdo de dados e o sinal também foi registrado
continuamente pelo software citado acima. Isso permitiu 0 monitoramento da variagdo da
pressdo intra-bucal, e desta forma os valores de fr, Vawp e V1 foram obtidos pela contagem dos
picos da pressdo bucal (fr; em resp.min™), da mensuracdo da amplitude das ondas de pressdo
bucal (Vawr; em cmH20), e pela multiplicacdo da fr pela Vame (V1; frR X Vawmp)
respectivamente. Logo apds o término dos procedimentos pré-experimentais, 0s animais
passaram por um periodo de recuperacao pés-cirargica de 24 horas anteriormente ao inicio dos
experimentos.
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3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Todas as variaveis (Pva, fu, fr, Vamp € V7) de oito animais foram coletadas por uma hora
para se estabelecer os valores controle do experimento para posterior determinacdo da
correlagédo entreaPvae afy,aPvaeafr,aPvaeaVavr eaPvaeaVr.

Depois da aquisicao dos dados controle, administracBes seriadas e crescentes do agente
vasoconstritor cloridrato de fenilefrina (Sigma-Aldrich; 10, 20, 40, 80 pg.kg?), e do agente
vasodilatador nitroprussiato de sodio (Sigma-Aldrich; 20, 40, 80, 160 pg.kg™), foram realizadas
in bolus via canula arterial branquial, sem interrupcdo da aquisi¢do dos dados. Os farmacos
foram preparados pouco antes da infusdo a uma dilui¢io de 50 pg.ml™? de solugdo salina
isotdnica, e 0 volume das injecdes ficaram entre 0,025 ml e 0,2 ml considerando um animal de
~200 gramas — lembrando que cada administracdo foi seguida de um “flush” de 0,2 ml de
solucdo salina isotbnica para que os farmacos ndo permanecessem estagnados no interior da
canula. Antes de cada nova administracdo, foi aguardado até que as variaveis fisiologicas dos
animais retornassem aos valores dos dados controle — entre 15 a 20 minutos. Ao final, para
quatro desses animais foi realizada a administracdo de um volume de solucdo salina
correspondente ao maior volume de farmaco injetado, para verificar se as administraces
farmacoldgicas per se ndo induziram alteracdes nas variaveis estudadas.

Apds a coleta dos dados, os valores controle das variaveis estudadas e os valores obtidos
nas respostas maximas as administracdes farmacolégicas foram inicialmente comparados de
forma direta via estatistica inferencial. Posteriormente, curvas de correlacdo foram tracadas
entre a Pva e a fu, entre a Pva e a fr, entre a Pva e a Vawvp € entre a Pva e a Vr—onde a Pa dos
animais foi representada em relacdo a sua respectiva fy, fr, Vavp € V7. Estudos anteriores
demonstraram que a correlagdo Pva/fn se ajusta como uma fungdo logistica sigmoide
(HEDRICK et al. 2015), e que as correlagdes Pa/fr, Pva /Vawmp € Pva /VT se ajustam como uma
funcdo linear (ZENA et al. 2016).

Com o uso do software GraphPad Prism v6.0, foi construido um grafico, onde a Pva foi
representada em relacdo a sua respectiva fu — utilizando-se os valores controle e as respostas
méaximas de cada administragdo farmacoldgica. Estes dados foram ajustados a uma funcéo
logistica sigmoide de quatro variéveis, de acordo com a equagéo abaixo. E a funcdo barorreflexa
e todos os animais foi investigada por meio da analise da curva sigmoidal do reflexo barostatico.

(MAX — MIN) )
fo =+ @arcm TN
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fn — Frequéncia cardiaca representada no eixo das ordenadas;
MAX — fy méaxima alcancada pelo barorreflexo;

MIN — fy minima alcangada pelo barorreflexo;

Pa — Pva,;

C — Pva quando a f4 estd no ponto intermediario na curva;

B — Coeficiente de inclinagédo da porcéo linear da curva.

O valor absoluto do ganho barorreflexo, quando a Pva é igual a C, foi calculado, para
cada animal, por meio da seguinte equagé&o:

—B (MAX — MIN)
4C

Ganhos, =

Posteriormente, curvas de correlacdo entre as variaveis cardiorrespiratorias e o efeito dos
farmacos também foram tracadas. As correlagdes Pva /fr, Pva /Vamp € Pva /V1 foram tracadas
ajustadas a uma funcéo linear como descrito por Zena et al. (2016).

Em outros cinco animais as mesmas variaveis (Pva, fu, fr, Vampe € V1) foram coletadas por
meia hora de dados em estabilidade. E, ap0s isso, foi realizado um duplo blogueio autonémico
com a aplicagdo de atropina (1.5 mg kg!), um antagonista muscarinico que age nas terminagoes
nervosas parassimpaticas (PAPPANO, 2009), inibindo-as, e propranolol (1.5 mg kg?), um
agente bloqueador de receptores beta-adrenérgicos que inibe o ténus simpatico (BIAGGIONI
E ROBERTSON, 2009). As doses de ambos os farmacos foram baseadas e adaptadas de
McKenzie et al. (2007) e Teixeira et al. (2015). Os dados entdo foram coletados por mais meia
hora para que o bloqueio se estabelece-se por completo e em seguida, as variaveis foram
coletadas por mais 30 minutos de dados estaveis para se estabelecer os valores controle desse
novo periodo.

Depois da aquisicdo dos dados controle, administracGes correspondentes a terceira dose
do agente vasoconstritor cloridrato de fenilefrina (40 pgkg?), e do agente vasodilatador
nitroprussiato de sodio (80 pg.kg™?), foram realizadas in bolus via canula arterial branquial. Os
mesmos procedimentos supracitados para a preparacao do farmaco e aplicacdo dos mesmos foi
realizado para essas novas infusées. Todo o delineamento experimental encontra-se resumido
no esquema abaixo (Fig. 7):


https://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_muscar%C3%ADnico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_parassimp%C3%A1tico
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Figura 7. Representacdo esquematica demonstrando os grupos experimentais, o nimero de réplicas em cada grupo
(N) e a ordem do protocolo experimental com os tempos aproximados entre as aplicacdes. Fonte: elaborada pela
autora.
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para oito animais as comparacdes diretas entre as varidveis observadas em todos 0s
tratamentos foram realizadas por meio de um ANOVA one-way para medidas repetidas seguido
do post-hoc de Dunnet (adogdo de P < 0,05). As correlagdes ajustadas a funcéo logistica
sigmoide foram analisadas por meio das equacdes e coeficientes de correlagdo de Kent,
enquanto as correlacdes ajustadas a funcdo linear foram analisadas via regressdo linear e
coeficiente de correlacdo de Pearson. A parametricidade dos dados foi avaliada via teste de
Shapiro-Wilk (adogdo de P > 0,1). Os dados foram expressos em média + EPM. Os periodos
anterior e posterior a administracdo da solucdo salina (N=4) também tiveram sua
parametricidade verificada por um teste de Shapiro-Wilk, e foram comparados por meio de um
Teste t Pareado Bicaudal.

Os dados dos animais (N=5) que passaram pelo duplo blogueio autonémico também tiveram sua
parametricidade avaliada por um teste de Shapiro-Wilk (adogdo de P > 0,1). Os periodos anterior
(controle) e posteriores a administracdo dos farmacos cloridrato de fenilefrina e nitroprussiato de
sodio também foram comparados por meio de um Teste t Pareado Bicaudal. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se os softwares comerciais GraphPad Prism 6.0 e
GraphPad InStat 3.0 (GraphPad Software Inc.).
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4. RESULTADOS
A figura 8 mostra os efeitos da acao da fenilefrina e do nitroprussiato de sddio em todas
as variaveis coletadas. Os picos de resposta dos farmacos foram comparados com o periodo
controle para ver se 0s mesmos causavam alguma diferenca significativa (P < 0.05). Assim
como esperado, todos os picos de resposta dos farmacos possuem acdo significativa nas
variaveis cardiovasculares. Contudo, para as variaveis respiratdrias, s6 foi observada diferenca
significativa para a fr na primeira e na ultima dose da fenilefrina, para a Vamp em todas as doses

do nitroprussiato de sodio e para a V1 nas trés primeiras aplicagdes do nitroprussiato de sodio.

Figura 8. Efeito da fenilefrina e do nitroprussiato de sodio nas varidveis cardiorrespiratérias de O. niloticus.
Pressdo arterial média na aorta ventral (Pva média) (A, B), frequéncia cardiaca (fu) (C, D), frequéncia respiratoria
(fr) (E, F), amplitude ventilatéria (Vawe) (G, H), ventilacdo total (V) (I, J) dos animais (N=8) durante o periodo
controle e durante os picos de resposta para as administracoes de fenilefrina (10, 20, 40, 80 ug kg™') e nitroprussiato
de sddio (20, 40, 80, 160 pg kgl). Todos os valores estdo expressos em média + EPM. Os asteriscos indicam uma

diferenca significativa entre a varidvel observada e o periodo controle (P < 0.05). Fonte: elaborada pela autora.
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Os gréficos abaixo (Fig. 9) mostram as curvas sigmoides individuais (A) e a curva
sigmoide média de todos os animais do reflexo barostatico (B), onde a Pva (contida no eixo das
abscissas) esta representada em relacdo a sua respectiva fu (contida no eixo das ordenadas).
Pela figura 8B é possivel ver que o circulo preto corresponde ao ponto referente ao periodo
controle (onde Pva = 3,58 £ 0,22 kpa e fy = 46,01 + 5,30 bpm) e que os 8 circulos cinzas sdo
relativos aos picos maximos de acdo dos dois farmacos, fenilefrina e nitroprussiato de sédio,
que agiram causando os imbalancos pressoricos que refletiram na sigmoide. Também é possivel
observar por meio desses graficos como o barorreflexo estabelece a relacdo inversamente
proporcional entre a Pva e afu. Os dados utilizados nas equagOes para conseguir formar as
sigmoides estdo apresentados na tabela 2. Nessa tabela também esta presente o valor referente

a capacidade de atuacdo do barorreflexo (MAX — MIN) e o valor absoluto do ganho barorreflexo

(Gso).

Figura 9. Curvas sigmoidais barorreflexas de Oreochromis niloticus. A: Representa¢do das sigmoides individuais
dos 8 animais. B:Curva sigmoidal barorreflexa construida usando os valores da média das pressfes arteriais na
aorta ventral (Pva média) e da média das frequéncias cardiacas (fn) dos animais (N=8) durante o periodo controle
(circulo preto) e durante os picos das respostas cardiovasculares para as administrac@es de fenilefrina (10, 20, 40,
80 ug kg™?) e nitroprussiato de sédio (20, 40, 80, 160 ug kg?) (circulos cinzas). Valores expressos em média +

EPM. Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 2. Variaveis cardiovasculares e barorreflexas no periodo controle de O. niloticus (N=8). As variaveis
barorreflexas derivaram da curva sigmoidal barorreflexa gerada depois da administracdo das diferentes doses
de fenilefrina e de nitroprussiato de sddio.

Periodo controle Pva média (kPa) 3,58 £ 0,22
Periodo controle fy (batimentos min) 46,01 £5,30
Maxima fy (batimentos mint) (MAX) 77,52 £5,59
Minima fu (batimentos min't) (MIN) 26,28 + 3,05
Alcance médio da fu (batimentos min-?) 51,24 £ 5,07
R? 0,97 +0,01
Slope (batimentos min! kPal) (B) 18,24 + 3,76
Média da Pva-so (kPa) (C) 3,45+ 0,20
Gso (batimentos min kPa) 64,98 + 10,09

Pva média, pressdo arterial média na aorta ventral; fy, frequéncia cardiaca; R?, coeficiente de correlacio; Slope,
coeficiente maximo de inclinagéo da porgdo linear da curva sigmoidal; Média da Pva-so, presséo arterial média
na aorta ventral quando a frequéncia cardiaca esta no ponto intermedidrio da curva; Gsp, maximo ganho
barorreflexo. Valores expressos em média + EPM.

Na figura 10 encontram-se expostas as regressdes lineares feitas entre a Pva e todas as
variaveis respiratorias (fr, Vawre € V). O ponto referente ao periodo controle esta representado
em preto e 0s 8 picos maximos de ac¢do dos dois fArmacos, fenilefrina e nitroprussiato de sodio,
estdo representados em vermelho e azul, respectivamente. Pelo grafico é possivel observar que
essas variaveis nao estabelecem uma relacdo inversamente proporcional com a pressao arterial
dos animais, visto que nenhuma das variaveis apresentou alguma mudanca significativa frente
a administracao de fenilefrina. A aplicacao de nitroprussiato de sédio também ndo mostrou acéo
significativa para a fr, contudo este farmaco produziu um efeito significativo nas demais
variaveis (Vamp € V7). Os dados usados para montar as regressdes lineares presentes nesses

gréaficos estdo apresentados na tabela 3.
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Figura 10. Regressdes lineares entre a pressdo arterial média na aorta ventral e as varidveis ventilatérias de
Oreochromis niloticus. Regressdo linear entre os animais (N=8), pressdo arterial média na aorta ventral (Pva
média) e frequéncia respiratdria (fz) (A), amplitude ventilatoria (Vawr) (B) e ventilagdo total (V+) (C). Os valores
observados durante o periodo controle estdo representados pelos circulos pretos; os valores observados durante 0s
picos da resposta da fenilefrina estéo representados pelos circulos vermelhos; e os valores observados durante os
picos da resposta do nitroprussiato de sédio estdo representados pelos circulos azuis. Valores expressos em média

+ EPM. Os asteriscos indicam que o slope é significativamente diferente de zero (P < 0.05). Fonte: elaborada pela

autora.
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Enquanto a figura 10 apresenta o efeito das aplicacbes dos farmacos nas variaveis
médias de todos os animais, na figura 11 é possivel ver o efeito das administracdes
farmacoldgicas para cada individuo. Encontram-se expostas relaces entre a Pva e todas as
variaveis respiratorias (fr, Vawre € V). O ponto referente ao periodo controle esta representado
em vermelho e os picos basais e maximos de acdo dos dois farmacos para cada individuo estdo
representados em cinza. Ao observar B e C, é possivel ver que, ao contrario dos demais, um

dos animais ndo tem qualquer alteracdo nas variaveis respiratorias.
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Figura 11. Efeitos individuais das alteracOes na pressao arterial média na aorta ventral (Pya média), frequéncia
respiratéria (fr) (A), amplitude ventilatdria (Vawme) (B) e ventilacdo total (V1) (C). Cada animal esta representado
por um simbolo distinto (N=8). Os simbolos cinzas representam as variaveis basais e as respostas maximas a cada
administracdo farmacolégica de todos os individuos (valores absolutos). Os simbolos vermelhos representam as

variaveis basais médias dos animais (média = EPM). Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 3. Andlises do slope e do coeficiente de regressdo linear para a relagdo entre Pyva média e as variaveis
respiratorias geradas depois da administracdo das diferentes doses de fenilefrina e de nitroprussiato de sédio em
O. niloticus (N=8).

Fenilefrina Nitroprussiato de Sédio
fr slope (respiragdes min kPat) 1,56 £ 0,87 -1,65+0,98
fr R? 0,21+ 0,09 0,36 £ 0,11
Vawp slope (kPa kPa) 0,002 = 0,002 -0,015 £ 0,007 *
Vawmp R? 0,42 £ 0,10 0,49+0,11
V7 slope (a.u. kPa?) 0,17 + 0,10 -0,85 + 0,30 *
V1 R? 0,41+0,08 0,40+£0,11

fr, Frequéncia respiratoria; Vame, Amplitude ventilatoria; V+, Ventilagdo total; R?, coeficiente de correlagéo;
Slope, coeficiente de inclinagdo. Valores expressos em média £ EPM. Os asteriscos indicam que o slope é

significativamente diferente de zero (P < 0.05).

A tabela 4 mostra uma comparacao entre o periodo controle e a aplicacdo da solucéo
salina. Um teste t pareado bicaudal (P < 0.05) revelou que ndo existe alteracdo estatisticamente

significativa para nenhuma das variaveis.
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Tabela 4. Presséo arterial média na aorta ventral (Pva média), Frequéncia cardiaca (f) Frequéncia respiratoria
(fr), Amplitude ventilatéria (Vame), Ventilacao total (Vr) antes e depois da aplicagdo da solugdo salina (0.9%
NaCl) em O. niloticus (N=4).

Pré-Salina Pos-Salina
Pva média (kPa) 3,16 £ 0,32 3,46 + 0,29
fu (batimentos min™) 54,51 + 6,08 51,47 £ 5,09
fr (respiragdes min) 52,97 + 3,81 53,21 + 3,28
Vawmp (kPa) 0,05 + 0,004 0,05 + 0,002
VT (a.u.) 2,67 0,30 2,76 + 0,07

Valores expressos em média £ EPM. Nenhuma diferenca significativa foi detectada antes e depois da aplicacéo

da salina.

Na tabela 5 é possivel ver a acdo do duplo blogueio autondmico nos animais. Como 0s
farmacos envolvidos inibem a acdo das duas subdivises do sistema nervoso autbnomo, as
aplicacdes do cloridrato de fenilefrina e do nitroprussiato de sodio modificam a presséo arterial,
mas nao provocam uma resposta barorreflexa na frequéncia cardiaca, que se mantém inalterada.
As varidveis respiratorias também ndo apresentam nenhuma mudanca significativa ap6s as

infusdes dos agentes vasoconstritor e vasodilatador.

Tabela 5. Efeito da fenilefrina (40 pg kg-1) e do nitroprussiato de sodio (80 ug kg-1) na Pressdo arterial média
na aorta ventral (Pva média), Frequéncia cardiaca (fu) Frequéncia respiratoria (fr), Amplitude ventilatoria
(Vawmp), Ventilacéo total (V) em O. niloticus sob o efeito do duplo blogueio autonémico com atropina (1.5 mg

kg™?) e propranolol (1.5 mg kg*) (N=5). DB: Duplo bloqueio.

Antesdo DB DB estabelecido  Apos fenilefrina Apos nitroprussiato de

sodio
Pva média (kPa) 3,50+0,25 4,39+0,45 6,22+ 0,67 * 3,85+0,50 *
fu (batimentos min) 51,46 + 7,90 74,90 £ 3,25 74,99 £ 2,72 75,07 £ 2,51
fr (respiragdes min?) 61,41+ 2,06 66,39 + 3,11 65,96 + 4,89 64,54 + 4,03
Vawmp (kPa) 0,08 £ 0,01 0,17 £ 0,04 0,16 £ 0,04 0,16 + 0,03
VT (a.u.) 4,84 £ 0,82 11,35+ 2,68 11,01+ 2,78 10,60 + 2,25

Valores expressos em média + EPM. Os asteriscos indicam uma mudanga significativa observada em relacéo

ao periodo antes da administragdo dos farmacos (P < 0.05).
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5. DISCUSSAO
5.1 CRITICA AOS METODOS

Alguns autores acreditam que o valor encontrado para a pressao arterial pode variar de
acordo com a metodologia escolhida para a canulacéo. Para estes, a canulagéo da aorta ventral
pode mostrar uma pressdo arterial acima dos valores basais do animal, e isto é especulado
devido a resisténcia que pode ser gerada pelas branquias (SANDBLOM et al., 2016). Nesse
caso, 0s mesmos recomendam a canulacdo preferencial da aorta dorsal — onde a resisténcia

branquial néo interfere — ou de ambas as aortas (Fig. 12).

Figura 12. Localizag¢do da aorta ventral, dorsal e da artéria branquial aferente. Em vermelho é possivel ver aonde
fica inserida a canula para aquisi¢do da pressdo média na aorta dorsal, e a linha rosa indica o local onde ocorre a
canulacdo para aquisi¢do da pressdo média na aorta ventral. Fonte: Imagem modificada de SANDBLOM E
AXELSSON (2005).

Aorta dorsal

Canula ~ @

Artéria
branquial
aferente

Aorta ventral

Seguindo essa linha de raciocinio, se a Pva basal encontrada fosse correspondente a um
valor acima do padrdo, os valores encontrados com as infusGes dos farmacos também néo
seriam fidedignos. A fenilefrina causaria um aumento muito maior da Pva do que seria esperado
se esta varidvel fosse coletada pela aorta dorsal. J& a aplicacdo do nitroprussiato de sédio
provocaria apenas uma leve queda na Pva, € em contrapartida a pressdo arterial média na aorta
dorsal (Ppa) teria uma queda mais acentuada sob efeito desse mesmo farmaco. Ambos os efeitos
influenciariam no gréafico final, fazendo com que a sigmoide da Pva fosse mais deslocada para
a direita (Fig. 13).
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Figura 13. Sigmoides derivadas da pressdo na aorta ventral e da pressdo na aorta dorsal. A linha continua indica
uma sigmoide hipotética formada a partir da coleta da pressdo na aorta ventral, e a linha tracejada corresponde a

sigmoide hipotética derivada da pressdo na aorta dorsal. Fonte: a autora.

"""-——

Entretanto, Olson e colaboradores (1997) ao coletar ambas as varidveis (Ppa e Pva),
observaram que, apesar da Pva basal realmente ser mais elevada que a Ppa, as aplicacdes de
nitroprussiato de sédio provocaram quedas de pressdo de mesma proporcdo. Isso refuta a ideia
de que esse vasodilatador possui uma acdo reduzida quando aplicado na aorta ventral,
mostrando que essa técnica pode sim ser utilizada sem trazer algum viés para o estudo. Além
disso, o presente trabalho esta relacionado com as variacGes na pressdo arterial e na frequéncia
cardiaca e dessa forma, mesmo que ocorresse um deslocamento na sigmoide conforme
mostrado pela figura 13, isso ndo prejudicaria o objetivo aqui proposto.

Ademais, trabalhos que obtiveram as mesmas varidveis cardiacas de tetrdpodes
(ALTIMIRAS et al., 1998; HEDRICK et al. 2015; ZENA et al., 2015; ZENA et al., 2016),
também mostraram que a ac¢do do nitroprussiato de sodio é de fato pouco notdria na presséo,
provocando apenas quedas leves nesta variavel, sendo mais efetiva na fu. E isso ocorre porque
possivelmente 0s animais sdo mais sensiveis a hipotensdo, o que torna essa acdo reflexa
desencadeada mais intensa. Isso demonstra, mais uma vez, que a possivel “a¢do reduzida” do
nitroprussiato na Pva, seja apenas a forma de acdo padrdo deste farmaco e ndo um problema
derivado da metodologia.

Outro fator levado em conta para a ndo obtencdo da Ppa foi a anatomia do animal. A
canulacdo da aorta dorsal pode ser feita a partir de um orificio pelo palato mole (AXELSSON
E FRITSCHE, 1994), e como a tilapia-do-nilo apresenta um corpo achatado lateralmente

(MORO et al., 2013), 0 acesso a esse seria dificultado.
5.2 REGULACAO BARORREFLEXA

Como observado nas imagens das curvas sigmoidais (Fig. 9), a infusdo do vasoconstritor

fenilefrina suscitou rapidamente uma bradicardia, ao passo que a administracdo do
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vasodilatador nitroprussiato de s6dio promoveu uma taquicardia. Essas respostas mostram a
ocorréncia de um aumento e de uma redugdo na pressdo arterial, desencadeados
respectivamente pela administracdo de fenilefrina e nitroprussiato de sodio. Isso ocorre porque
o0 barorreflexo estabelece uma relacdo inversamente proporcional entre essas duas variaveis —
frequéncia cardiaca e pressdo arterial. O mesmo pode ser confirmado ao olhar a resposta dessas
variaveis para cada uma das infusées de ambos os farmacos (Fig. 8).

A existéncia de alteracOes barorreflexas da ventilagdo em tetrdpodes (POTTER E
MCCLOSKEY, 1979; BRUNNER et al., 1982; SIMMS et al., 2009, ZENA et al., 2016) indica
a ocorréncia de interag0es neurais entre os centros de controle do barorreflexo e da respiragéo.
E possivel que as aferéncias dos barorreceptores no nicleo do trato solitrio causem um
aumento ou uma diminuicdo da resposta respiratoria - promovendo hiperpneia ou hipopneia.
Entretanto, para O. niloticus, € improvavel que essa interacdo barroreflexo-ventilacao ocorra,
dado que a mesma ndo pode ser observada para nenhuma das variaveis analisadas (Fig. 10).

Caso a interacdo existisse, diferencas significativas deveriam aparecer para todas as
variaveis em resposta a ambos os farmacos. Contudo, apenas a Vawme € a V1 obtiveram mudancas
significativas e, dentre elas, exclusivamente relacionadas ao nitroprussiato de sddio. Na figura
10 é possivel ver que essas alteragcdes ndo ocorrem para a infusdo de fenilefrina. Para este
farmaco, o padrdo de resposta das varidveis respiratérias se mantém inalterado, sendo que o
esperado — se a interacdo ocorresse -  seria uma diminuicdo dessas medidas e,
consequentemente, uma inclina¢do nos pontos da curva linear relacionados as doses do agente
vasoconstritor.

N4o é possivel dizer que as mudancas significativas nas variaveis ventilatorias sob efeito
das infusdes de nitroprussiato de sodio ocorreram devido a agio regulatéria do barorreflexo. E
dificil identificar se tais alteracdes na ventilacdo sdo causadas pelo agente vasodilatador per se,
ou se sao uma consequéncia do nitroprussiato de sodio alterar o estado de oxigenacdo dos
animais. E mais viavel pensar que a hipotensdo induzida por este farmaco desencadeou uma
resposta quimiorreflexa aumentando a ventilagdo em tilapia-do-nilo, dado que no trabalho de
Porteus e colaboradores (2015) foi visto que o Oxido nitrico tem um papel inibitério na
ventilagdo de teledsteos adultos.

Além disso, o nitroprussiato de sodio pode ser metabolizado e convertido em tiocianato
por meio da reacdo catalisada pela enzima rodonase no figado. E este ultimo tende a ser oxidado
a cianeto nos eritrocitos (WAY, 1984). O cianeto também é um composto quimico que pode
desencadear algumas respostas quimiorreflexas. Trabalhos anteriores j& mostraram a acéo de

alguns compostos com o cianeto atuando na respiracdo, provocando principalmente hiperpneia
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por meio da elevacdo de alguma das variaveis ventilatorias (BERNTHAL, T., 1938; ZERAIK
et. al, 2013)

A provavel acdo quimiorreflexa também pode ser corroborada ao observar que as
alteracOes na ventilagdo ndo ocorreram para a fr, visto que em casos onde 0s peixes precisam
elevar a taxa de ventilacdo total, as espécies que séo tolerantes a hipdxia, como O. niloticus,
tendem a ocasionar esse aumento por meio de uma elevacao da Vawmp ao invés da fr (SMITH E
JONES, 1982; FERNANDES E RANTIN, 1989; ZERAIK et. al, 2013).

Essa estratégia de aumentar a amplitude de ventilacdo e ndo a frequéncia respiratoria,
poderia estar relacionada a um gasto de energia menor e, consequentemente, uma conservacao
da mesma. Considerando que uma frequéncia maior de contragcdo muscular tende a ser limitada
pelo trabalho imposto contra a alta viscosidade da agua e a alta viscosidade interna do musculo,
enguanto conservar constante a velocidade de contracdo muscular possibilita a economia de
energia (RANTIN et al., 1992).

Pela figura 8 também é possivel ver que as alteracdes envolvendo as aplicacdes de
nitroprussiato de sédio realmente s6 foram significativas para Vame € V1. E, apesar das
aplicacdes de fenilefrina ndo provocarem mudancas na curva linear e indicarem uma auséncia
de correlacdo (Fig. 10), a infusdo da primeira e da quarta dose desse farmaco suscitaram uma
diferenca no padrdo da fr (Fig. 8). Acredita-se que essas mudangas nao estejam relacionadas a
um controle barorreflexo — dado que as mesmas ndo sdo encontradas nas outras doses e nem
para as outras variaveis — mas que possivelmente foram originadas devido a primeira aplicacéo
frequentemente ocasionar um estresse nos peixes, que antes se encontravam em estado de
repouso, e em razdo da quarta dose ser composta por um volume elevado do farmaco, que
comumente pode gerar um mal-estar nos animais.

Na figura 11 encontram-se expostos os efeitos provocados pela acdo dos farmacos em
cada individuo para a presséo arterial média e todas as variaveis ventilatorias. Pela imagem fica
visivel que, apesar dos animais apresentarem um padrdo de resposta parecido, existem algumas
diferencas particulares entre eles. No geral, € possivel ver que a aplicacdo dos farmacos nao
provocou alteragdes para a frequéncia respiratoria. E, assim como na figura 10, as Unicas
alteracOes observaveis sdo em relacdo a amplitude de ventilacao e a ventilacao total sob efeito
do nitroprussiato de sodio — evidenciado na imagem 11 pelo aglomerado de pontos mais intenso
nas porcdes correspondentes a acdo do agente vasodilatador. Contudo, ao observar os pontos
individualmente, é possivel ver que mesmo neste Gltimo caso, um dos animais ndo manifestou
nenhuma diferenca significativa para as variaveis. Mais um fato que pode demonstrar a auséncia

da correlagéo barorreflexo-ventilacéo.



41

5.3 ENTENDIMENTOS QUANTO A AUSENCIA DA CORRELACAO

A auséncia da correlagéo barorreflexo-ventilagdo pode ser entendida de duas formas:

e (1) Baseado na alta conservacdo evolutiva das redes neurais que coordenam o sistema
cardiorrespiratorio dos vertebrados, a auséncia dessa regulacdo em til&pia-do-nilo pode
indicar que a mesma tenha surgido em grupos de vertebrados mais apicais do que se era
especulado. Possivelmente em grupos ancestrais de tetrapodes como os Sarcopteryqgii;

¢ (2) E possivel que essa regulacio estivesse presente em grupos de Actinopterygii mais basais
e tenha sido perdida ao longo de algumas geracgdes, permanecendo latente e, posteriormente,
reaparecendo em grupos mais derivados — fenbmeno conhecido como atavismo (HALL,
1984; DREHMER, C. J., 2006)

Estudos com Actinopterygii mais basais (esturjio — Acipenser transmontanus) estdo
sendo desenvolvidos pelo mesmo laboratério do presente estudo, para que se esclareca qual das
duas possibilidades é mais viavel. Também seria fundamental investigar essa possivel
correlagdo nos Dipnoi, pertencentes a subclasse Sarcopterygii, visto que as revisdes mais
recentes apontam os peixes pulmonados como o possivel grupo irmdao mais préximo dos
tetrapodes — distanciando assim os celacantos. Isso coloca os Dipnoi como um grupo chave

para estudos comparativos em vertebrados (NELSON et al. 2016).
5.4 VERIFICACAO DOS EFEITOS DA INJECAO

Pelos resultados obtidos com a aplicacdo de solucéo salina isotonica (tabela 4) é visivel
gue a mesma nao provocou nenhuma alteracdo. Como o volume da solu¢do salina foi similar
ao maior volume de farmaco aplicado nos animais, isso mostra que todas as modificacbes
observadas nas varidveis pelas figuras anteriores foram causadas realmente pelo efeito dos
agentes vasoconstritor e vasodilatador e ndo por algum estresse ou pelo veiculo do farmaco per

Se.
5.5 DUPLO BLOQUEIO AUTONOMICO

A atropina é um antagonista muscarinico que age nas terminacGes
nervosas parassimpaticas, inibindo-as, e o propranolol é um agente bloqueador de receptores
beta-adrenérgicos que inibe o ténus simpatico. Por isso, a aplicacdo de ambos é responsavel por
interromper a agdo do sistema nervoso autbnomo, suspendendo a acdo barorreflexa. Isso é

observado na tabela 5 onde as aplica¢fes dos farmacos provocam mudancas significativas na


https://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_muscar%C3%ADnico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_parassimp%C3%A1tico
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pressdo, mas ndo ocasionam alteracOes na frequéncia cardiaca — 0 que demonstra que a resposta
reflexa dos barorreceptores ndo foi desencadeada.

Ja em relacdo aos dados basais da ventilagdo, se comparados ao periodo anterior ao
estabelecimento do duplo bloqueio, é possivel ver que a amplitude ventilatoria e a ventilacdo
total se encontram aumentadas com a acdo do bloqueio autonémico. Isso pode ser explicado
devido ao propranolol bloguear receptores beta-adrenérgicos. Pelo trabalho de Nilsson e Sundin
(1998) € possivel ver que a branquia € inervada por fibras adrenérgicas. Estas agem ocasionando
uma vasodilatacdo, e tém acdo mediada por receptores beta-adrenérgicos.

Devido a isso, as infusdes de propranolol bloqueiam a acdo das fibras adrenérgicas na
artéria aferente, o que faz com que ocorra uma vasoconstri¢ao neste local. Essa vasoconstri¢do
tende a diminuir o fluxo de sangue para as arteriolas lamelares aferentes e, consequentemente,
para as lamelas secundarias (Fig. 14), podendo prejudicar as trocas gasosas - 0 que explicaria o

aumento das varidveis respiratrias como uma resposta compensatoria.

Figura 14. Localizag8o dos receptores beta-adrenérgicos nas artérias branquiais. ABE: Artéria branquial eferente;
ABA: Artéria branquial aferente; ALe: arteriola lamelar eferente; ALa: arteriola lamelar aferente; LS: Lamela
secundaria. Fonte: elaborada pela autora, modificada de NILSSON E SUNDIN, 1998.

ABA == F

Também é possivel ver que a infusdo dos agentes vasoconstritor e vasodilatador ndo
provocaram alteracdes significativa para nenhuma das variaveis ventilatorias obtidas. No
trabalho de Zena e colaboradores (2015), em que a correlacdo barorreflexo-ventilacdo foi
mostrada para Rhinella schneideri, os autores observaram que a agéo do nitroprussiato continua
produzindo efeitos significativos mesmo para 0s animais nos quais o duplo bloqueio

autondémico foi realizado. Como no presente estudo a infusdo desse farmaco ndo produz
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alteracdes, isso pode ser mais um fator que corrobora com os resultados obtidos que mostram
a auséncia da correlagdo em questéo.

Como os animais com o bloqueio autonémico ja apresentavam uma taxa de ventilacao
aumentada mesmao antes das infusdes dos farmacos, € possivel que 0s mesmos tenham atingido
um teto de regulacdo das varidveis respiratdrias e por isso nenhuma resposta significativa tenha

sido desencadeada nem mesmo pela a acdo do quimiorreflexo como visto anteriormente.
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6. CONCLUSOES

Assim como esperado, o barorreflexo estabelece uma relagdo inversamente
proporcional entre pressdo arterial e frequéncia cardiaca. Contudo, essa relagdo néo € observada
entre a pressao arterial e as variaveis respiratorias para a tilapia-do-nilo. As Unicas mudancas
observadas no padréo ventilatorio ocorreram provavelmente devido a agdo do quimiorreflexo.
Como existe uma consideravel conservacdo evolutiva das redes neurais que coordenam o
sistema cardiorrespiratorio nesses animais, o presente estudo mostra o primeiro indicio de que
essa correlacdo provavelmente tenha surgido em grupos de vertebrados mais apicais do que se
era especulado, ou que tenha existido em Actinopterygii mais basais mas tenha sido perdida em
algumas geracOes e possivelmente reaparecido em grupos mais derivados (atavismo). Levando
iSso em conta, a provavel auséncia dessa correlacdo em peixes pode ser um indicio de que estes
animais podem estar mais propicios a sofrer com o aumento da temperatura nos corpos d"agua,
visto que este aumento reduz a solubilidade do oxigénio neste meio e também provoca

vasodilatacéo sistémica, o que leva a hipotenséo.
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