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RESUMO

O barorreflexo é um dos mecanismos mais importantes de regulacdo da pressao arterial que
permite valores de pressdo de perfusdo estdveis e homeostasia cardiovascular nos
vertebrados. Existem amplas evidéncias de que a frequéncia cardiaca em peixes teledsteos
responde reciprocamente a alteracGes de pressdo sanguinea e, enquanto os barorreceptores
foram localizados nas branquias desses animais, permanece incerto se receptores em outros
locais estdo envolvidos. Além disso, ndo ha praticamente nenhuma informacdo sobre a
regulacdo da pressédo arterial em peixes que respiram ar. O presente estudo, portanto, teve
como objetivo investigar a localizacdo de barorreceptores em dois peixes estreitamente
relacionados pertencentes a familia Erythrinidae, onde Hoplias malabaricus é uma espécie
exclusivamente aquatica, enquanto Hoplerythrinus unitaeniatus € um respirador aéreo
facultativo. Como grupo externo foi escolhido Oncorhynchus mykiss, devido ao seu habitat
ser distinto dos demais, o que o torna um animal com um histérico de vida diferente,
submetido a pressdes evolutivas tambem distintas. Além disso, as respostas
cardiorrespiratorias da truta arco-iris também sdo bem definidas e descritas. Para caracterizar
a ocorréncia do reflexo barostatico, analisou-se a frequéncia cardiaca derivada do
eletrocardiograma antes e depois das infusdes intraperitoneais do agonista alfa-adrenérgico
fenilefrina (100 pg kg') para causar vasoconstricdo e do doador de Oxido nitrico
nitroprussiato de sodio (250 pg kg™*) para causar vasodilatagdo (grupo IN). Para localizar os
barorreceptores responsaveis por essas respostas, as manipulacées farmacolégicas da pressao
arterial foram repetidas apds a desnervacao (grupo G4) de todos os nervos branquiais. Os
resultados revelam que os reflexos barostaticos estavam ausentes no grupo G4 em H.
malabaricus, H. unitaeniatus e O. mykiss, 0 que demonstra que 0s barorreceptores estdo

localizados exclusivamente nos arcos branquiais nas trés espécies estudadas.

Palavras-chave: Barorrecepc¢do. Frequéncia cardiaca. Barorreflexo. Traira. Jeju. Truta arco-
iris.



ABSTRACT

The barostatic reflex is one of the most important blood pressure regulating mechanisms that
enables stable perfusion pressures and cardiovascular homeostasis in vertebrates. There is
ample evidence that heart rate in teleost fish responds reciprocally to blood pressure, and
while baroreceptors have been located in the gills, it remains uncertain whether receptors at
other locations are involved. Furthermore, there is virtually no information on blood pressure
regulation in air-breathing fishes. The present study, therefore, was designed to investigate
the localization of baroreceptors in two closely related fish belonging to the Erythrinidae
family, where Hoplias malabaricus is an exclusively water breathing species, while
Hoplerythrinus unitaeniatus is a facultative air-breather that uses the swimbladder for gas
exchange. We chose Oncorhynchus mykiss as an outgroup due to the distribution / habitat
distinct from the other, thus presents a very different life history and consequently suffered
different evolutionary pressures, besides its cardiorespiratory responses are well-known. To
characterize the cardiac limb of the barostatic reflex, heart rate was derived from the
eletrocardiogram before and after intraperitoneal infusions of the alpha-adrenergic agonist
phenylephrine (100 ug kg™) to cause vasoconstriction and the vasodilating nitric oxide donor
sodium nitroprusside (250 pg kg™). Both drugs were infused through a cannula inserted into
the peritoneal cavity through a small cutaneous incision under anaesthesiaon the previous
day. To locate the baroreceptors responsible for these responses, the pharmacological
manipulations of blood pressure were repeated after denervation (G4 group) of all branchial
nerves. The results reveal that barostatic reflexes were absent in the G4 group in H.
malabaricus, H. unitaeniatus and O. mykiss which demonstrates that baroreceptors are

exclusively located in the gill arches in these three species.

Key words: Barorreception. Heart rate. Barorreflex. Trahira. Jeju. Raibow trout.
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Introducgéo

1- INTRODUCAO

1.1 Sistema cardiovascular e a pressao sanguinea

O sistema cardiovascular possui a importante funcdo de suprir as necessidades dos
tecidos corporais dos animais, sendo responsavel pelo transporte rapido de oxigénio, diéxido
de carbono, nutrientes, excedentes organicos, hormdénios, agentes do sistema imune, calor,
além de outras substancias através do corpo. Isto torna este sistema um dos principais
responsaveis pelo bom funcionamento de um organismo, pois mantém o ambiente adequado
em todos os liquidos teciduais para que as células possam sobreviver e realizar suas fungdes
adequadamente (GUYTON e HALL, 2011; HILL etal., 2012).

Nos vertebrados e em alguns invertebrados, o sangue, liquido pelo qual os diversos
elementos citados acima sdo transportados, € conduzido no interior de vasos e sua propulsao é
determinada por um gradiente de pressdo criado por um 6rgédo contratil que atua como uma
bomba, o coracdo (HILL et al., 2012). Esses vasos sanguineos podem possuir caracteristicas
morfofisioldgicas diferentes, apresentando, portanto, a seguinte classificacdo (GUYTON e
HALL, 2011):

e Artérias: Formam a primeira fase do transporte sanguineo, recebem sangue bombeado
pelo coracdo em altas pressdes e 0 conduzem para o restante do corpo. A pressao arterial
também estd envolvida em outros processos fisiologicos muito importantes, como a
movimentacdo de plasma do sangue para 0s espacos intersticiais, por meio do endotélio
capilar, manutencdo do fluxo linfatico e a filtracdo glomerular nos rins, entre outros. Neste
contexto a aorta é a principal artéria por funcionar como reservatério de pressao.

e Arteriolas e Metarteriolas: sdo 0os ramos terminais do sistema arterial, cujos didmetros
sdo continuamente controlados pelos tecidos adjacentes, variando de acordo com as
necessidades metabdlicas desses tecidos, regulando assim o fluxo sanguineo
disponibilizado para os capilares que os irrigam.

e Capilares: sdo vasos muito finos e altamente permeéveis, sendo sua principal funcdo
possibilitar a difusdo de liquidos, gases respiratorios, nutrientes, eletrolitos, hormonios e
outras substancias entre o sangue e os tecidos adjacentes. A regido dos capilares é a por¢ado
do sistema vascular que apresenta resisténcia mais elevada, sendo, portanto, a regido que

mais promove reducdo da pressdo sanguinea proveniente do sistema arterial. Essa
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resisténcia também e responsavel por fazer com que o fluxo sanguineo capilar seja lento, o
que promove uma difusdo maior dos fatores citados anteriormente.

e Veénulas: sdo vasos muito finos que coletam o sangue dos capilares e se agregam
progressivamente formando as veias.

e \Veias: transportam o sangue de volta ao coracdo, constituem a por¢do pos circulacdo
capilar e por essa razdo, as vénulas e veias apresentam pressao sanguinea baixa, porém
geralmente suficiente para promover o retorno venoso. Tanto as vénulas quanto as veias
possuem paredes delgadas e com camada reduzida de musculo liso.

Para uma perfusdo de 6rgaos e tecidos adequada, a pressdo arterial deve ser suficiente
para superar a resisténcia ao fluxo sanguineo oriunda de toda a vasculatura, assim como
exceder a forca da atracdo gravitacional nos vasos em que o fluxo sanguineo é ascendente
(LILLYWHITE, 1996; GUYTON; HALL, 2011). Porém, essa pressdao também nao pode ser
muito elevada, pois pressdes excessivamente altas provocam desequilibrio hidroeletrolitico,
edemas, rompimento de vasos sanguineos e danos graves a Orgdos mais sensiveis a
hipertensdo (como o cérebro e os rins) (GUYTON; HALL, 2011; KLABUNDE, 2011).

A relacéo entre a pressdo arterial e a perfusdo sanguinea tecidual é extremamente
importante. Sabe-se que a magnitude do fluxo sanguineo para os tecidos ndo € constante, pois
caso fosse, 0 mesmo teria de ser mantido alto o bastante para suprir as necessidades teciduais
ainda que em momentos de atividade metabdlica elevada — situacdo essa que poderia exigir
um fluxo de sangue maior do que o coracdo é capaz de bombear. Dessa forma, o fluxo
sanguineo para cada tecido é precisamente mantido no nivel minimo necessario para o
suprimento de suas necessidades, fazendo com que o trabalho do coracédo seja sempre 0 menor
possivel (GUYTON; HALL, 2011).

A regulacdo do fluxo sanguineo tecidual é realizada por meio de constricdes e
dilatacBes das metarteriolas, que podem ser induzidas por substancias vasoativas secretadas
pelos tecidos vizinhos e também por um déficit nutricional local. A primeira situacdo ocorre
quando o aumento metabdlico do tecido diminui a disponibilidade de nutrientes no local, o
que induz as células a liberarem substancias vasodilatadoras que se difundem até as
metarteriolas e promovem um aumento do fluxo sanguineo naquela regido. A segunda
situacdo, por sua vez, é caracterizada por uma vasodilatacdo causada apenas pela caréncia
nutricional local, que faz com que a musculatura lisa das metarteriolas perca tonificacdo até

que o maior fluxo sanguineo nutrifique esses tecidos novamente (GUYTON E HALL, 2011).
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Em algumas situagdes o controle de fluxo sanguineo tecidual local imp&e um trabalho
cardiaco muito intenso, como por exemplo durante atividade fisica e/ou digestdo. Durante
uma atividade fisica, a resisténcia vascular nos musculos esqueléticos diminui em
consequéncia da elevada atividade metabdlica desses tecidos, o que aumenta o fluxo
sanguineo para 0s mesmos e, consequentemente, exige um maior trabalho cardiaco — pois a
quantidade de vasos dilatados é muito grande (LAUGHLIN, 1999).

Do mesmo modo, durante a digestdo, a taxa metabdlica do sistema gastrointestinal
aumenta por conta das diversas alteracGes fisiologicas e mecanicas relacionadas ao processo
digestério (a chamada acdo dinamica especifica ou SDA), resultando em uma dilatagdo na
grande quantidade de vasos sanguineos que o sistema gastrointestinal apresenta (SECOR,
2009).

Ante os fatos apresentados, as vasodilatacdes e vasoconstrigdes locais ocasionadas
pelo controle do fluxo sanguineo tecidual podem modificar expressivamente a pressao
arterial, de acordo com a amplitude das alteracfes na resisténcia vascular. Considerando que
as demandas teciduais oscilam de forma ininterrupta, torna-se evidente que a preservacgao da
pressdo sanguinea em valores ideais trata-se de uma condigdo imprescindivel para a
homeostase de um individuo (GUYTON e HALL, 2011). Sendo assim, devido a essa
necessidade de valores pressdricos estaveis, importantes mecanismos reguladores da pressao
sanguinea foram selecionados durante a historia evolutiva dos animais, estando presentes em
todos os vertebrados atuais (HILL et al., 2012; BAGSHAW, 1985; ARMELIN et al., 2016;
WEST e VAN VLIET,1994; LILLYWHITE e DONALD, 1994; ZENA et al., 2016a;
ADAMS, 1962; HAGENSEN et al., 2010).

1.2 Regulacéo da presséo arterial

Como estabelecido no item anterior, 0s mecanismos reguladores da presséo arterial
visam manter a estabilidade pressérica frente as diversas situacGes que podem altera-la,
assegurando que as funcdes relacionadas a essa variavel ndo sejam prejudicadas. Tais ajustes
pressoricos podem ocorrer a curto, médio e longo prazo (GUYTON e HALL, 2011).

A regulagdo a curto prazo € modulada predominantemente pelo sistema nervoso
auténomo (SNA), enquanto as demais estdo muito relacionadas com hormadnios, mecanismos
renais de eliminacdo ou retencdo de agua e solutos, e com a base neural da sede e do apetite

por sal. Os ajustes de curto prazo sdo chamados de barorreflexos e acontecem em poucos
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segundos/minutos. Ja aqueles que possuem outra origem estdo mais associados a homeostasia
do volume de liquido corporal e podem ser verificados em horas e até mesmo dias
(KLABUNDE, 2011).

O reflexo barorreceptor € 0 mecanismo nervoso de controle da pressdo arterial mais
conhecido (BAGSHAW, 1985). Esse reflexo é desencadeado por receptores de estiramento,
0s chamados barorreceptores, 0s quais possuem conexdes neurais aferentes para o encéfalo,
ao qual enviam constantemente informacgdes sobre o estado da pressdo arterial (BAGSHAW,
1985; GUYTON e HALL, 2011).

Qualquer aumento ou reducédo da pressdo em relagdo a seu ponto de funcionamento
normal (set-point) promove inputs aferentes para o sistema nervoso central, onde a
informacdo é integrada e gera uma resposta extremamente rapida, caracterizada
principalmente por: (1) alteracdo da frequéncia cardiaca e da forca contratil do coragdo, de
forma a modular a quantidade de sangue que este 6rgdo envia para a circulagdo a cada minuto,
0 chamado débito cardiaco; (2) dilatacdo ou constricdo dos vasos sanguineos, que por
consequéncia tendem a retornar a pressdo arterial ao seu estado normal modificando a
resisténcia vascular (DAMPNEY, 1994; ALTIMIRAS et al., 1998; BIANCHI-DA-SILVA et
al., 2000; SANDBLOM e AXELSSON, 2005; SANDBLOM e AXELSSON, 2011,
KLABUNDE, 2011; ZENA et al., 2016b).

A bradicardia, a taquicardia e as regulacGes vasomotoras associadas aos barorreflexos
sdo respostas induzidas pelo SNA por meio de duas vias antagbnicas, a simpéatica e a
parassimpatica, que atuam respectivamente através da liberacdo de noradrenalina e
acetilcolina (BAGSHAW, 1985; RANDALL et al., 2000). O aumento reflexo da pressdo
arterial esta relacionado a ampliacdo do tdénus simpatico cardiaco e vascular e a reducdo do
tonus parassimpatico cardiaco, que resulta em vasoconstricdo sistémica, elevacdo da
frequéncia cardiaca e aumento da contratilidade miocardica. Por outro lado, a redugdo da
pressao arterial é consequéncia dos efeitos inversos (Figura 1) (PANG, 2001; KLABUNDE
2011).

E importante ressaltar que tais respostas sio desencadeadas pela interacdo dos
neurotransmissores autondmicos com receptores especificos, por exemplo 0s aj-adrenérgicos,
Bi-adrenérgicos e 0s muscarinicos-colinérgicos — sendo que os dois primeiros apresentam
afinidade pela noradrenalina e o ultimo pela acetilcolina (SMITH e GANNON, 1978; RANG
et al., 2007). Tais receptores podem estar localizados nos mais diversos tecidos de um

organismo. Os receptores az-adrenérgicos estao localizados na vasculatura sistémica e quando
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estimulados promovem vasoconstri¢do, ja os receptores Bi-adrenérgicos e muscarinicos-
colinérgicos sdo encontrados no cora¢do e modulam a frequéncia cardiaca, aumentando-a ou
diminuindo-a, respectivamente, quando estimulados. Os Bz-adrenérgicos por sua vez, estdo
localizados na vasculatura, principalmente do musculo esquelético, e promovem
vasodilatagdo quando ativados (RANG et al., 2007). Na tabela 1 podemos observar a relacéo
dos receptores conhecidos e suas principais funcfes em Vertebrados.

Figura 1. Esquema mostrando os mecanismos de retroalimentacdo do barorreflexo em situacfes de presséo

arterial reduzida (A) e aumentada (B). DC: débito cardiaco; RVS: resisténcia vascular sistémica; SNC: sistema
nervoso central.

A  Pressio Diminuicio B Pressso Ampliaggo
Artenal —— Taxa de Disparo Arterial ~——————— Taxa de Disparo
Reduzida Barorreceptor Aumentada Barorreceptor
% R Aferéncias /: \ Aferéncias
DC RVS | ) DC RVS
Simpatico | Simpatico
1+ +T . Parassimpatico SNC t- ——T ! Parassimpatico SNC
Eferéncias Eferéncias

Fonte: adaptada de Klabunde (2011) e Armelin (2015).

Tabela 1. Receptores dos neurotransmissores autondmicos e suas principais fungdes

Tipos de Receptores Ao serem estimulados promovem:

al-adrenérgicos Vasoconstricdo, Contragdo Uterina, Constricdo
Bronquica.

a2-adrenérgicos Reducéo na Liberagdo de Catecolaminas e de

Insulina (Feedback Negativo).

B1-adrenérgicos Taquicardia, Aumento do Débito Cardiaco e
Liberacdo de Renina.

B2-adrenérgicos Dilatacdo Bronquica, Vasodilatagcdo no Musculo
Esquelético, Lipdlise.

B3-adrenérgicos Estimulagdo da Lipolise.
Muscarinicos - Colinérgicos Bradicardia e Reduc¢do da For¢a de Contratilidade
Miocérdica.

Fonte: adaptado de RANG et al., (2007).

A atuacdo do barorreflexo é bastante rapida e eficiente, pois mesmo alteracGes
minimas na pressao arterial, derivadas de oscila¢gdes praticamente insignificantes na demanda
por fluxo sanguineo de algum 6rgédo ou tecido, induzem alteragdes cronotropicas que podem

acontecer no periodo compreendido entre um batimento do coracdo e outro (GUYTON e
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HALL, 2011). Portanto, como as demandas por fluxo sanguineo de 6rgaos e tecidos oscilam
de forma constante, 0 mesmo é observado com a frequéncia cardiaca por conta do
barorreflexo, constituindo diferencas no tempo de duragédo de cada ciclo cardiaco — a chamada
variabilidade de curto prazo (ou de alta frequéncia) da frequéncia cardiaca. Existem outros
fatores que tambeém podem exercer grande influéncia sobre essa variabilidade, como por
exemplo, a arritmia sinusal respiratdria e o quimiorreflexo, porém o barorreflexo constitui um
de seus componentes predominantes (ALTIMIRAS, 1999).

Por outro lado, os denominados ajustes de médio e longo prazo, como mencionado
anteriormente, apresentam potentes mecanismos para a regulacéo da presséo arterial ao longo
de semanas e até meses. Esses tipos de controle da pressdo arterial, estdo mais relacionados a
homeostasia do volume de liquido corporal, determinado pelo balango entre a ingestdo e a
eliminacéo de liquido. Para que haja esse controle a longo prazo, a ingestdo e a eliminacéo de
liqguido precisam ser rigorosamente balanceadas. Tal funcdo € realizada por mdaltiplos
controles nervosos e hormonais, além de sistemas de controle local nos rins, que regulam a
excrecdo de sal e agua (GUYTON e HALL, 2011).

Os trés principais mecanismos de controle de pressdo a médio prazo, ou seja, que
agem ap0s varios minutos sdo: (1) o mecanismo vasoconstritor da renina-angiotensina, (2) o
relaxamento por estresse da vasculatura e (3) o deslocamento de liquido capilar, através das
paredes capilares para dentro ou fora da circulacdo, reajustando o volume de sangue, de
acordo com a necessidade (GUYTON e HALL, 2011).

O mecanismo vasoconstritor da renina-angiotensina tem como principal funcéo
permitir que o individuo consuma quantidades muito pequenas ou grandes de sal, sem
ocasionar grandes variacBes na pressdo arterial ou no volume de liquido extracelular
(GUYTON, 1991; COWLEY, 1992; GUYTON e HALL, 2011). Essa funcdo é explicada pela
figura 2, que expressa o efeito primario do aumento da ingestdo de sal — que é elevar o
volume do liquido extracelular — que por sua vez eleva a pressdo arterial (GUYTON, 1991,
COWLEY, 1992; GUYTON e HALL, 2011). Logo, a pressdo arterial elevada aumenta o
fluxo sanguineo pelos rins, isso entdo diminui a secrecdo de renina para um nivel muito mais
baixo, e provoca sequencialmente a reducdo de retencdo de &gua e sal, o que tende a
normalizar o volume do liquido extracelular e, consequentemente, a pressdo arterial.
(GUYTON, 1991; COWLEY, 1992; GUYTON e HALL, 2011).
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Sendo assim, o sistema renina-angiotensina € um mecanismo de feedback automatico
que coopera para a manutengdo da pressdo arterial em niveis normais mesmo quando a
ingestdo de sal aumenta ou diminui em demasia (GUYTON e HALL, 2011).

Figura 2. Eventos sequenciais por meio dos quais a ingestdo de sal aumenta a pressao arterial

Aumento da ipgeslao de sal
Aumento do volL:Jme extracelular
Aumento da ;;}essao artenal
Reducao de reniaa e angiotensina
Redug¢ao da retengao renal de sal e agua

Retorno do volume extracelular praticamente ao normal

v

Retorno da pressao arterial praticamente ao normal

Fonte: GUYTON e HALL (2011).

O mecanismo do relaxamento por estresse, por sua vez, pode ser claramente entendido
pelo seguinte exemplo: quando a pressdo nos vasos sanguineos se eleva muito, esses vasos
sdo ininterruptamente estirados por minutos ou até horas; como resultado, a pressao nesses
vasos sanguineos retorna ao normal (GUYTON, 1991; COWLEY, 1992; GUYTON e HALL,
2011). Esse estiramento continuo dos vasos, chamado de relaxamento por estresse, pode atuar
como “tampao” da pressdo que age por periodos intermedidrios (GUYTON, 1991; COWLEY,
1992; GUYTON e HALL, 2011).

Ja 0 mecanismo do deslocamento de liquido capilar ocorre da seguinte forma: quando
a pressdo capilar diminui a niveis muito baixos, o liquido é reabsorvido pelas membranas
capilares dos tecidos para a circulacdo, aumentando o volume sanguineo e a pressdo na
circulagio (GUYTON e HALL, 2011). De maneira oposta, quando a pressdo capilar sobe
excessivamente, o liquido é perdido da circulacdo para os tecidos, diminuindo assim o volume

sanguineo, bem como a pressdo na circulacdo (GUYTON e HALL, 2011).

25



Introducgéo

Esses 3 mecanismos de médio prazo sdo ativados principalmente depois de 30 minutos
até varias horas. Durante esse periodo, 0s mecanismos nervosos (de curto prazo) em geral vdo
perdendo a eficacia, portanto essas medidas ndo nervosas de controle da pressdao nesses
periodos intermediarios sdo de extrema importancia (GUYTON e HALL, 2011).

Por fim, o mecanismo rim-volume sanguineo de controle da pressao, que leva algumas
horas para comecar a apresentar resposta significativa, é considerado o principal mecanismo
de regulacdo de pressdo a longo prazo (GUYTON, 1991; COWLEY, 1992; GUYTON e
HALL, 2011). Tal mecanismo também envolve a participacdo da angiotensina, porém de
maneira mais indireta. (GUYTON e HALL, 2011).

Quando o sistema renina-angiotensina é ativado, a intensidade da secrecdo de
aldosterona em geral se eleva; uma importante funcdo subsequente da aldosterona é ocasionar
um aumento acentuado da reabsorcdo de sodio pelos tabulos renais, elevando sua
concentracao no liquido extracelular (GUYTON, 1991; COWLEY, 1992; GUYTON e HALL,
2011). Essa elevacdo, por sua vez, causa retencdo de dgua, aumentando o volume do liquido
extracelular e provocando de forma secundaria uma elevagdo maior ainda da pressédo arterial a
longo prazo (GUYTON, 1991; COWLEY, 1992; GUYTON e HALL, 2011). Desse modo,
tanto o efeito direto da angiotensina sobre os rins quanto o efeito indireto por meio da
aldosterona sdo importantes no controle da pressdo arterial a longo prazo (GUYTON e
HALL, 2011).

Portanto, podemos concluir que o controle da presséo arterial comega a agir por meio
de medidas emergenciais pelos mecanismos nervosos (de curto prazo), continua com
caracteristicas de sustentacdo pelos mecanismos de médio prazo da pressdo e por fim é
estabilizado pelo mecanismo rim-liquidos corporais (de longo prazo) (COWLEY, 1992;
GUYTON e HALL, 2011).

1.3 Evolugéo do barorreflexo em vertebrados

E importante destacar que a regulacio a curto prazo da pressdo arterial parece ser
evolutivamente conservada nos vertebrados, atuando em uma grande quantidade de animais
dos taxons inclusos nesse subfilo, excetuando-se os ciclostomados (BAGSHAW, 1985;
WEST e VAN VLIET, 1994; NILSSON, 2011; TAYLOR et al., 2014). Ademais, a
organizacdo dos nervos cranianos também demonstra ser bastante semelhante nos diferentes
tdxons. Do ponto de vista filogenético, é pressuposto que 0s nervos cranianos tenham

evoluido a partir de nervos dorsais e ventrais de alguns nervos espinais anteriores, que se
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incorporaram a caixa craniana. Os nervos dorsais e ventrais se unem no tronco, mas ndo na
cabeca, e geram duas séries: nervos cranianos dorsais (V, VII, IX e X) e nervos cranianos
ventrais (111, 1V, VI e XII) (KARDONG, 2015).

Todos 0s nervos cranianos que suprem as bolsas branquiais formavam trés ramos por
bolsa: pre-tremético, pds-trematico e faringeo (figura 23). Nos amniotas, esses nervos tendem
a ser perdidos, ou suas homologias se tornam incertas. Tal como 0s nervos espinais, 0S nervos
cranianos inervam tecidos somaticos e viscerais e transmitem a informacéo sensorial e motora
geral. Alguns nervos cranianos consistem apenas em fibras sensitivas ou apenas em fibras
motoras. Outros nervos sdo mistos, contendo ambos os tipos (KARDONG, 2015).

Figura 3. Componentes de um nervo craniano em um peixe. O ramo faringeo, para o revestimento da faringe, e
0 pequeno ramo prétrematico, para a frente da fenda faringea, transportam fibras sensitivas viscerais. O ramo

dorsal da pele é composto de fibras sensitivas somaticas. O ramo pds-trematico que percorre a parte posterior da
fenda faringea inclui fibras sensitivas e motoras. A parte rostral esta a direita da figura.

Raiz e ganglio __
sensitivo i

7 __Raiz
o
motora

- Ramo

- : faringeo

“.‘w : Ramo pré-treméatico

Ramo pos-trematico
(sensitivo e motor)\\_ )
i (sensitivo visceral)

\\J Fenda
faringea
Fonte: KARDONG, 2015

O glossofaringeo (1X), por exemplo, € um nervo misto que inerva o terceiro arco
branquial. Contém fibras sensoriais das papilas gustativas, da primeira bolsa branquial e do
revestimento faringeo adjacente, enquanto as fibras motoras inervam musculos do terceiro
arco branquial. O vago (X), por sua vez, também é um nervo misto e acertadamente recebe
esse nome em latim que significa perambulacdo, visto que segue um trajeto bastante sinuoso,
inervando areas da boca, da faringe e da grande maioria das visceras. E formado pela uni&o de
varias raizes por meio de diversos segmentos da cabeca e, em certas situacdes, nervos

adicionais da linha lateral também se fundem com o nervo vago. (KARDONG, 2015).
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Quando associado ao arco branquial, cada nervo craniano exibe fidelidade com aquele
arco especifico e seus masculos. Em todos os vertebrados podemos observar que o primeiro
arco (arco mandibular) é sempre inervado pelo nervo trigémeo (V) ; 0 segundo (hidideo), pelo

nervo facial (VII); o terceiro, pelo nervo glossofaringeo (IX); e os arcos remanescentes, pelos

nervos vago (X) e acessorio espinal (XI) (figura 24) (KARDONG, 2015).

Figura 4. Derivagdo filogenética dos nervos cranianos. A. Condicéo ancestral hipotética. Cada fenda faringea
era inervada por um nervo. O primeiro nervo ou nervo terminal (T) inervava um arco anterior que foi perdido
precocemente na evolucdo dos vertebrados. B. Inervacdo para arcos branquiais associados. Os nervos cranianos
V, VII, IX e XXl inervam os seguintes: mandibular (1), hioide (2), terceiro (3) e quarto ao sétimo (4 a 7) arcos,
respectivamente. Essas associagdes entre 0s nervos cranianos e seus derivados permanecem estaveis em todos o0s
teledsteos e tetrdpodes. Fendas branquiais perdidas nos gnatostomados (0, 0°), fendas branquiais habitualmente
presentes nos gnatostomados (1 a 5), fenda espiracular (S).

X IX

A

/ v Nervos
Masculos | j ‘ D 7

/ , ~—.cranianos
\ : } \Qo

‘ by S \e o \ o S = - —j)
7 Avee
4-7 \ 3 \ 2 L

8 ‘ 5

Fonte: KARDONG, 2015

Em relagdo ao reflexo barostatico, embora o mesmo parega evolutivamente
conservado, a localizacdo dos barorreceptores envolvidos permanece elusiva em muitos
grupos de vertebrados ectotérmicos (BAGSHAW, 1985; WEST e VAN VLIET , 1994;
NILSSON, 2011; TAYLOR et al., 2014; JONES e MILSOM, 1982).

Em peixes, os primeiros indicios da existéncia de barorreflexo sdo oriundos de
estudos que verificaram ocorréncia de bradicardia em resposta a estimulag@es branquiais em
elasmobranquios e teledsteos. O pioneiro foi o trabalho de McWilliam (1885), que constatou
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que estimulagdes elétricas, mecanicas, quimicas e térmicas nas branquias de Anguilla anguilla
causavam bradicardia reflexa de origem autonémica, a qual podia ser eliminada por meio de
desnervagdes branquiais.

Algumas décadas depois, Lutz (1930) observou que estimulacdes elétricas e mecanicas
realizadas nas branquias e no coragdo também resultavam em bradicardia reflexa em um
elasmobranquio (Scyllium canicula), e que a mesma era estabelecida por um aumento no
tonus parassimpatico. Posteriormente, Lutz e Wyman (1932a), utilizando metodologias que
permitiam modificar a perfusdo sanguinea nas branquias, demonstraram a ocorréncia de
diminuicdo na frequéncia cardiaca relacionada ao aumento subito da pressdo de perfusdo
branquial em Squalus acanthias. Anos mais tarde, a pesquisa de McWilliam (1885) foi
retomada por Mott (1951), que comprovou que ndo sO a estimulacdo elétrica das inervagdes
branquiais ou do ramo cardiaco do vago causavam uma bradicardia reflexa, como também
diminuia a pressdo arterial em A. anguilla.

Embora esses estudos apresentem poucos indicios que relacionem os fendmenos
observados com o barorreflexo propriamente dito, eles demonstram a existéncia de um
controle rapido da frequéncia cardiaca em elasmobranquios e teledsteos, que é fundamental
para a ocorréncia de uma regulacdo a curto prazo da pressdo arterial, além da possivel
existéncia de barorreceptores nas branquias.

As evidéncias iniciais que sugeriram de fato a presenca de controle a curto prazo da
pressao arterial foram decorrentes de observacBes secundarias, durante pesquisas que
apresentavam outros objetivos centrais. Estes estudos verificaram, em diferentes espécies de
peixes, que uma administracdo de adrenalina produzia um aumento da pressao arterial seguido
de uma bradicardia transitoria de origem parassimpatica (HELGASON e NILSSON, 1973;
RANDALL e STEVENS, 1967; STEVENS et al., 1972). Fato que foi ratificado
posteriormente por Wood e Shelton (1980). Farrell (1986) também relatou a ocorréncia de
bradicardia reflexa em Hemitripterus americanus, quando estes eram submetidos a condi¢oes
que elevavam a presséo arterial.

Bagshaw (1985) sugeriu entdo que o controle reflexo da pressdo arterial em teledsteos
parece ser baseado essencialmente em ajustes da frequéncia cardiaca, e que esta regulacéo
passou a envolver atividades vasomotoras apenas nos vertebrados mais derivados.
Posteriormente, Conklin et al. (1997), Olson et al. (1997) e Zhang et al. (1998) demonstraram
que peixes possuem sim mecanismo para modular a capacitancia venosa, apesar de ndo

relacionar esta ocorréncia com barorreflexos. Sandblom e Axelsson (2005, 2011), por sua vez,
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constataram que ambos 0s mecanismos podem ser desencadeados por barorreflexos na truta,
Oncorhynchus mykiss, e atestaram a importancia destes para a homeostase cardiovascular dos
peixes.

Os resultados de Mott (1951), Ristori (1970), Ristori e Dessaux (1970), Sandblom e
Axelsson (2005, 2011), e a revisdo de Sundin e Nilsson (2002) trouxeram evidéncias
fundamentais de que as branquias s@o a principal regido de barossensibilidade em teledsteos,
pois revelaram que alteracBes na pressdo sanguinea intrabranquial, geradas por oclusdes
temporarias nas aortas ventral e dorsal, acarretaram uma bradicardia ou taquicardia reflexa.

Por fim, recentemente o estudo de Armelin e colaboradores (2016) demonstrou que no
teledsteo Colossoma macropomum, o0s barorreceptores sdo de fato exclusivamente
intrabranquiais e encontram-se dispersos por todos os arcos branquiais. Além disso, nessa
especie, as aferéncias barorreceptoras sao constituidas pelos nervos glossofaringeo e vago
(cranianos I1X e X), similarmente a maioria dos vertebrados.

Embora os barorreceptores tenham sido localizados na regido das branquias nos
animais dos estudos supracitados, ainda permanece incerto se ha o envolvimento de
receptores alocados fora desta regido (OLSON et al., 1997, SUNDIN e NILSON, 2002;
SANDBLOM et al., 2016). Atrelado a isso, as informacgdes acerca das regulacdes pressoricas
em peixes com respiracdo aérea sdo quase inexistentes

Porém, nenhum desses trabalhos tinha como objetivo localizar os barorreceptores e,
portanto, nao apresentavam metodologias que permitissem tais conclusdes. Apenas
recentemente, com o trabalho de Armelin e colaboradores (2016), cujo objetivo do trabalho
foi determinar a localizacdo dos barorreceptores em uma espécie de teledsteo (tambaqui),
essas suspeitas foram ratificadas. Entretanto, apesar do estudo apresentar uma metodologia
adequada para localizar e entender o funcionamento dos barorreceptores, 0 estudo abrangeu
apenas uma espécie de teledsteo, sendo, portanto, necessario mais estudos investigando esse
assunto em peixes, ainda mais por se tratar de um grupo tdo antigo e tdo diverso (NELSON et
al., 2016).

JA& em relacdo aos anfibios, existem muitas evidéncias indicando que o0s
barorreceptores também estdo localizados na vasculatura central, mais especificamente nos
arcos aorticos, arcos pulmocutaneos e artérias carétidas, em anuros (WEST e VAN DE
VLIET, 1994). Nos urodelos, as poucas evidéncias existentes apontam para as branquias e
para a Vvasculatura pulmonar como sitios barossensiveis (LUTZ e WYMAN, 1932b;
JOHANSEN, 1963). Ja gimnofidnios, até o presente momento ndo existem estudos que
apresentem evidéncias sobre a localizacdo dos barorreceptores.
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Por sua vez, em répteis, tanto Chelonia quanto Squamata (Lacertilia e Ophidia)
parecem apresentar o truncus arteriosus como sitio barorreceptor principal (FEDELE, 1937;
ADAMS 1962; BAGSHAW, 1985; LILLYWHITE e DONALD, 1994, SEYMOUR e
ARNDT, 2004). Nos crocodilianos, ndo foi encontrada nenhuma evidéncia sobre a
localizagdo dos barorreceptores na literatura cientifica.

Em relagdo as aves e mamiferos, existe um grande volume de trabalhos acerca da
localizacdo dos barorreceptores e da resposta barorreflexa. Esses estudos indicam que nesses
dois grupos de vertebrados a localizacdo dos barorreceptores € muito similar. Nos dois taxons
os barorreceptores se encontram nas artérias carétidas e nos arcos aorticos e na raiz de
grandes vasos (GREEN, 1953; AUMONIER, 1972; KIRCHHEIM,1976; ABDEL-MAGIED
etal., 1982; JONES, 1973; TAHA et al., 1983; BAGSHAW, 1985).

1.4 Acerca dos modelos experimentais

Nesse trabalho foram estudadas 3 espécies de peixes teledsteos, duas delas de clima
neotropical e uma espécie de clima temperado. Essa diferenca de distribuicdo/habitat indica
que essas espécies tenham evolutivas muito distintas, e consequentemente sofreram pressoes
evolutivas diferentes. Além disso, as trés especies também apresentam diferencas anatdmicas
e fisiologicas em relacdo ao sistema respiratério, o que amplia ainda mais a robustez do
estudo. (KOTTELAT e FREYHOF, 2007; GRAHAM, 1997).

As duas espécies neotropicais Hoplias malabaricus Bloch, 1794 e Hoplerythrinus
unitaeniatus Spix & Agassiz, 1829 pertencem a familia Erythrinidae (OY AKAWA, 2003). H.
malabaricus apresenta respiracdo exclusivamente aquatica enquanto que H. unitaeniatus
possui respiracdo aérea facultativa, sendo, portanto, um respirador bimodal (GRAHAM,
1997). Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792 por sua vez, pertence a familia Salmonidae,
também apresenta respiracdo exclusivamente aquética, e diferentemente das outras duas
espécies, possui pseudobranquias (KOTTELAT e FREYHOF, 2007; LAURENT e
ROUZEAU, 1972).

O. mykiss, foi utilizada como um grupo externo nesse estudo. Além das razfes
supracitadas, essa espécie foi escolhida pelo fato de ser um modelo experimental muito
utilizado em estudos sobre fisiologia animal, portanto suas respostas cardiorrespiratérias sao
amplamente descritas (LAURENT e ROZEAU, 1972; PERRY et al., 1999; REID e PERRY.
2003; SANDBLOM et al., 2005; GOLD et al. 2015).
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A espécie é popularmente conhecida como truta arco-iris, sendo nativa do América do
Norte, desde o norte do México (Rio Santa Domingo) até rios do sul do Alasca e do Canada
(Kuskokwim River, Mackenzie River e rios dos estados de Alberta e British Columbia)
(PAGE e BURR, 1991). Porém, a espécie foi introduzida em diversas outras regides de clima
temperado, principalmente na Europa (PAGE a BURR, 1991; KOTTELAT e FREYHOF,
2007).

O habitat natural da truta arco-iris é a 4gua doce a uma temperatura de cerca de 12°C,
sendo tolerante a temperaturas de 0 a 25°C (GALL e CRANDELL, 1992). Porém, a espécie
sobrevive em agua do mar ap0s atingir um tamanho minimo, mas essa tolerancia parece
depender de varios fatores e diferir de individuo para individuo (GALL e CRANDELL,
1992). Esses peixes apresentam corpo alongado e a coloracgdo varia de acordo com o habitat,
sendo de coloracdo mais escura em agua doce, e mais prateada em agua salgada, alem de
poder variar de acordo com o tamanho e fase do ciclo reprodutivo (SPILLMAN, 1961). Além
disso, o nome popular “truta arco-iris” se deve a presenca de uma faixa larga bastante
caracteristica, de tonalidade que oscila de rosa a vermelho, da cabega a base da cauda (Figura
3) (SPILLMAN, 1961; KOTTELAT e FREYHOF, 2007).

Tanto as formas anddromas quanto as de agua doce podem migrar longas distancias
para 0s realizar a desova (KOTTELAT e FREYHOF, 2007). A espécie realiza
comportamento de corte e os ovos ficam depositados em ninhos construidos pela fémea
(GALL e CRANDELL, 1992). E uma espécie carnivora que se alimenta de invertebrados,
principalmente cefalépodes quando estdo em agua salgada, e/ou peixes de menor tamanho
(KOTTELAT e FREYHOF, 2007).

Ja a espécie neotropical H. malabaricus, popularmente conhecida como traira, ocorre
principalmente em ambientes Iénticos de agua doce desde a Argentina até a Costa Rica
(PAIVA, 1974; BUCKUP et al., 2007). No Brasil, apresenta ampla distribuicéo, pois pode ser
encontrada nas Bacias do Amazonas, Sdo Francisco, Doce, Parana, Paraiba e Paranaiba
(LEITAO, 1947; PAIVA, 1974).
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Figura 5. Fotografia de um exemplar de O. mykiss.

Fonte: KOTTELAT e FREYHOF (2007).

A traira possui um leve prognatismo na boca e o corpo com coloragdo variando de
parda a marrom (Figura 4) (BRITSKI et al., 1988). As nadadeiras dorsais, anais e caudais
possuem listras escuras alternadas com claras, as nadadeiras peitorais s&0 manchadas e nédo
apresenta nadadeira adiposa (BRITSKI et al., 1988). Em relagdo ao comportamento
reprodutivo, a espécie realiza fecundacdo externa com desova parcelada e apresenta cuidado
parental (PRADO e FROEHLICH, 2006). Quanto a alimentagdo, na fase larval se alimenta de
plancton, é insetivora na fase juvenil; e piscivora na fase adulta (AZEVEDO e GOMES,
1943; PAIVA, 1974).

A espécie ndo apresenta habitos migratorios na fase adulta e é bem adaptada a viver
em populacBes pequenas e isoladas, sendo muito resistente a condi¢des adversas, como por
exemplo, suporta longos periodos de jejum além de sobreviver em ambientes de 4guas rasas e
com pouco oxigénio dissolvido (PAIVA, 1974; SANTOS et al., 2009).

Figura 6. Fotografia de um exemplar de H. malabaricus

Fonte: AMAZON WATERS (2018).
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Por sua vez, a espécie H. unitaeniatus, conhecida vulgarmente como jeju, também
ocorre em ambientes de agua doce por quase toda a America do Sul, com uma distribuicdo
que abrange Peru, Bolivia, Venezuela, Guianas, Brasil e Paraguai (FOWLER, 1950; GODOQY,
1987) No Brasil, o jeju pode ser encontradado nas bacias dos rios S&o Francisco, Amazonas e
Parana-Paraguai (GRACA e PAVANELLI, 2007).

Possui corpo alongado com uma faixa longitudinal escura sobre a linha lateral (do
opérculo até o pedunculo caudal), e uma mancha escura arredondada no opérculo (Figura 5)
(OYAKAWA, 2003; GRACA e PAVANELLI, 2007). E uma espécie de habitos sedentarios e
se alimenta de invertebrados aquéaticos e peixes de menor tamanho (SANTOS, 1981;
NOMURA, 1984, GODOY, 1987; HAHN et al., 2004). Em relacdo ao comportamento
reprodutivo, também é uma espécie que realiza fecundagdo externa e apresenta cuidado
parental (SATO et al., 2003).

A espécie utiliza a bexiga natatoria como Orgdo de respiracdo aérea (ORA)
(WEIBEZAHN, 1967). Estudos mais detalhados mostraram que essa bexiga natatoria é do
tipo esponjosa e composta por uma camara anterior e uma posterior (KRAMER, 1978). A
porcdo posterior € ricamente vascularizada e apresenta uma organizacdo epitelial
caracteristica de superficies de trocas gasosas (KRAMER, 1978; HOFLING et al., 1980).

Em normoxia o jeju extrai cerca de 30% de O, por meio da bexiga natatoria, enquanto
que em situacOes de hipoxia aquatica o animal passa a respirar quase que exclusivamente ar
atmosférico. (STEVENS e HOLETON; 1978). Sendo assim, torna-se evidente a importancia
do ORA, pois a espécie normalmente ocorre e corpos d’agua rasos e com pouca corrente que
com freqliéncia apresentam periodos de hipoxia aquatica (GRAHAM, 1997; PLANQUETTE
etal., 1996).

Ao subir a superficie para capturar o ar atmosférico, parte do ar engolido
imediatamente escapa pelos opérculos, passando pelas branquias (KRAMER, 1978). Além
disso, nos intervalos entre uma respiracéo aérea e outra, o animal solta o excedente de ar pela
boca e opérculos (expiracdo) (CARTER e BEADLE, 1931; KRAMER, 1978). Desta forma,
considerando 0s estudos que apontam para as branquias como o principal sitio de
barorrecepcao dos teledsteos, 0 processo de respiracdo aérea, a0 promover a passagem de ar
pelas branquias (o qual é menos denso que a agua), possivelmente interfere na barorrecepcéo
— podendo inclusive ter alterado a importancia das branquias na barorrecep¢do ao longo da

historia evolutiva dos peixes de respiracdo aérea.
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Além disso, estudos de Zaccone e colaboradores (2003) utilizando técnicas
imunohistoquimicas observaram a presenga de inervacdo nitrérgica na bexiga natatoria de
Heteropneustes fossilis. Porém, com essa metodologia ndo foi possivel confirmar se essas
inervacdes eram relacionadas a mecano, quimio ou barorrecepcdo. Ainda assim, trata-se de
um forte indicio de presenca de barorreceptores em um 6rgéo de respiragao aérea.

Um dltimo motivo para a escolha do jeju é o fato de pertencer & mesma familia da
traira, 0 que torna as observacdes e as discussdes acerca do funcionamento e localizagdo dos

barorreceptores muito mais completa e pertinente.

Figura 7. Fotografia de um exemplar de H. unitaeniatus

Fonte: LEAL, M.E. et al. (2010).

Por fim, a escolha das 3 espécies se sustenta no fato de que o recente aumento da
temperatura global pode infligir sérios danos aos corpos d’dgua em que essas especies
habitam, principalmente as 2 espécies de regido subtropical. Esta condi¢do eleva a atividade e
a abundancia de uma grande variedade de microrganismos, 0 que pode alterar a
disponibilidade de oxigénio e a quantidade de matéria organica na agua, assim como ampliar
a sintese bacteriana de compostos organicos téxicos como o sulfeto de hidrogénio
(AFFONSO et al., 2002; ANTTILA et al., 2013; STEAD, 2013).

Somado a tudo isso, o calor também promove um aumento no metabolismo dos
peixes, 0 que juntamente a possiveis contamina¢des ambientais com xenobioticos pode
resultar em significantes desbalanceamentos na homeostase destes animais (KENNEDY e
WALSH, 1997; REID et al., 1997; SANDBLOM et al., 2016). Sendo assim, o melhor

entendimento da fisiologia dessas espécies torna-se muito importante para a fundamentacéao
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de futuros estudos que sejam relacionados a tolerancia destes peixes as mudangas ambientais
e a sua conservagao.

Em vista disso, o presente estudo visou investigar se a localizacdo e o funcionamento
dos barorreceptores € pariforme em teledsteos, com e sem respira¢do bimodal, que além de

possuirem estratégias respiratorias diferentes, apresentam historias de vida bastante distintas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente estudo teve como objetivo investigar se a localizagdo dos barorreceptores é
estritamente branquial, extrabranquial ou mista e se essa localizacdo é semelhante nessas 3
espécies de teledsteos. E também analisar as respostas barorreflexas quando estes animais sao

submetidos a aumento ou reducdo da pressao arterial.

2.2 Objetivos especificos

a) averiguar se os barorreflexos ocorrem em peixes com as aferéncias branquiais intactas e
seccionadas, de forma a evidenciar a localizacdo dos barorreceptores.

b) verificar quais os reflexos induzidos pela administragdo de um vasoconstritor e um
vasodilatador em animais “intactos” e desnervados, assim como suas intensidades.

c) verificar se existem diferencas na localizacdo dos barorreceptores e nas respostas
barorreflexas entre H. malabaricus (respiracdo aquética), H. unitaeniatus (respiracdo

bimodal), O. mykiss (respiragdo aquatica, grupo externo).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

A primeira etapa do estudo foi realizada no Brasil, no Laboratorio de Zoofisiologia
Comparativa dos Vertebrados da UNESP de Sdo José do Rio Preto com autorizacdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais da mesma institui¢do (Protocolo CEUA n°® 111/2015).

Foram utilizados 18 espécimes de H. malabaricus (massa entre 100 e 310 gramas) e
14 espécimes de H. unitaeniatus (massa entre 50 e 110 gramas) de ambos 0s sexos, obtidos
em pisciculturas. Depois de transportados para a Universidade, os animais foram mantidos em
caixas d’agua de polietileno de 500 litros abastecidas com &gua normoxica, sem cloro,
constantemente aerada, termostatizada a 25 + 1°C. Os individuos ficaram expostos a um
fotoperiodo natural e a alimentacdo foi realizada 3 vezes por semana com carne bovina e
racdo comercial para peixes. Um periodo de aclimatacdo minimo de 30 dias foi realizado
previamente a qualquer procedimento experimental.

A segunda etapa foi realizada na Dinamarca, no Departamento de Zoofisiologia da
Aarhus University, na cidade de Aarhus, de acordo com as normas do Danish Ministry of
Food, Agriculture and Fisheries.

Nessa etapa foram utilizados 18 espécimes de O. mykiss de ambos 0s sexos, com
massa entre 210 e 860 g obtidos em pisciculturas do pais. Apos serem transferidos para a
Universidade, 0s animais foram mantidos em caixas d’agua de fibra de vidro de 5000 litros
abastecidas com agua normdxica, sem cloro, constantemente aerada, termostatizada a 19 *
1°C. Os individuos ficaram expostos a um fotoperiodo artificial (12 h de claro/ 12 h de
escuro) e a alimentacdo foi realizada com racdo comercial para peixes diariamente. Os
experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes dinamarquesas de experimentacao
e bem-estar animal.

Todos o0s animais passaram por um periodo de jejum de dois dias antes dos
experimentos, para evitar a eliminacdo de fezes nas camaras experimentais, assim como

possiveis influéncias da digestdo nos parametros fisiologicos que foram coletados.

3.2 Procedimentos cirargicos

Para a inducdo da anestesia, os peixes foram colocados em um recipiente abastecido
com solucéo aquosa de benzocaina (0,1 g.L™) até apresentarem perda de equilibrio e auséncia
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de movimentos operculares. Em seguida, foram transferidos para uma mesa cirurgica onde
foram ventilados artificialmente com uma solucdo aquosa aerada menos concentrada de
benzocaina (0,059.L) com o intuito de se manter a anestesia. Tais procedimentos anestésicos
foram adotados por Sundin et al. (1999) e Lopes et al. (2010).

Foram implantados dois eletrodos de eletrocardiograma (ECG) de acordo com o
modelo descrito por Rantin et al. (1992). O eletrodo principal (+) foi introduzido na regido
ventral, proxima a regido cardiaca, sem atingir o corac¢do. O segundo eletrodo — eletrodo de
referéncia (-) — foi implantado lateralmente alguns centimetros proximo a nadadeira pélvica.
Os eletrodos foram fixados a pele por pontos cirdrgicos. Esses eletrodos e mais um terceiro
colocado na agua da cimara experimental (eletrodo “terra”) foram utilizados para aferir a
frequéncia cardiaca (fn).

Para a administracdo de farmacos, uma canula de polietileno (PE 50) preenchida com
solucdo salina (0,9% de NaCl) foi introduzida na cavidade peritoneal, por meio de uma
puncdo por agulha realizada préximo ao segundo eletrodo, de acordo com os procedimentos
descritos por McKenzie et al. (2007). Assim como os eletrodos, a canula foi sutura a pele por

um ponto cirargico (Figuras 6, 7 e 8)

Figura 8. Fotografia de um exemplar de H. malabaricus logo apds o término da inser¢do dos eletrodos de ECG
e cénula intraperitoneal. O eletrodo de eletrocardiograma principal (+) estd conectado ao cabo vermelho,
enquanto o eletrodo de referéncia (-) esta conectado ao cabo branco. A canula intraperitoneal esta indicada pela
seta.

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 9. Fotografia de um exemplar de H. unitaeniatus logo ap6s o término da insercdo dos eletrodos de ECG e
canula intraperitoneal. O eletrodo de eletrocardiograma principal (+) esta indicado pela letra A, enquanto o
eletrodo de referéncia (-) esta indicado pela letra B. A canula intraperitoneal esta indicada pela seta branca.

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 10. Fotografia de um exemplar de O. mykiss logo ap6s o término da insercdo dos eletrodos de ECG e
canula intraperitoneal. O eletrodo de eletrocardiograma principal (+) esta conectado ao cabo vermelho, enquanto
0 eletrodo de referéncia (-) esta conectado ao cabo branco. A cénula intraperitoneal esta indicada pela seta.

Fonte: elaborada pela autora.

Posteriormente, o opérculo dos animais foi mantido aberto e uma pequena incisdo foi
realizada no epitélio do teto opercular logo acima do primeiro e segundo arcos branquiais —
permitindo acesso ao nervo craniano 1X (glossofaringeo) e aos ramos branquiais do nervo

craniano X (vago). Para a desnervacao branquial completa (Grupo G4) as inervagdes de todos
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0s arcos branquiais foram expostas e seccionadas (nervo craniano IX e ramo pré e pos-
trematico do nervo craniano X que inerva os quatro arcos branquiais) (Figura 9). No Grupo
Intacto (Grupo IN) a cavidade opercular ndo passou por nenhum procedimento. E importante
salientar que o ramo cardiaco e visceral do nervo vago foi mantido intacto em todos 0s casos.
Todas as desnervacGes foram confirmadas post-mortem por autdpsia e fotografadas (Figura
10,11 e 12).

Depois da cirurgia, os animais foram ventilados com agua aerada até apresentarem
sinais do término da inducdo anestésica, e transferidos para uma camara de contencdo
individual feita de PVC, com dimensfes levemente superiores a dos animais, a qual foi
colocada em uma camara experimental maior (aproximadamente 20 litros). A cadmara de
contencdo apresentava inameros orificios que permitiam a passagem de &gua e da canula. No
momento da transferéncia dos peixes, a cAmara maior foi abastecida com agua em condigdes
semelhantes a utilizada na aclimatacdo, ademais, houve um ciclo constante de agua durante a
permanéncia dos animais na mesma, atraveés de um influxo de dgua nova no sistema e um
efluxo do excedente (0 que a manteve livre de metabolitos e com pH estavel).

Assim como nos protocolos de desnervacdo utilizados por Milsom et al. (2002),
Florindo et al. (2004), Florindo et al. (2006), Lopes et al. (2010) todos os procedimentos
supracitados foram completados em aproximadamente 40 minutos e um periodo de
recuperacdo pos-operatério de 24 horas foi dado aos animais antes dos experimentos. Esse
periodo de recuperacdo foi reduzido para 12 horas para os experimentos com O. mykiss e H.
unitaeniatus, devido ao fato de que os individuos dessas espécies submetidos a desnervacao
ndo sobreviviam mais do que 30 horas, portanto foi necessario reduzir o protocolo
experimental. Tal reducdo ndo comprometeu os resultados visto que diversos estudos
utilizando metodologias semelhantes obtiveram valores de fy proximos ao obtidos nesse
estudo (levando em consideracdo a massa dos animais e temperatura em que o protocolo
experimental foi conduzido) (VERA e PRIEDE 1991; REID e PERRY. 2003; MCKENZIE et
al., 2007).
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Figura 11. Esquema do encéfalo e nervos cranianos de um teledsteo (A), com os nervos glossofaringeo (I1X) e
vago (X) em detalhe, as linhas vermelhas indicam onde foram realizadas as sec¢Bes (B). Fotografias das
autopsias de O. mykiss mostrando que no grupo G4 o nervo glossofaringeo e todos os ramos branquiais do nervo
vago foram seccionados bilateralmente (C) (D).

B
Ramos do X
para a linha lateral

Rostral
Ramo do IX

para o primeiro
arco branquial

- Caudal Rostral —_—

Fonte: A e B adaptado de MILSOM et al. (2002) e ARMELIN (2015); C e D elaborada pela autora.
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Figura 12. Fotografias das cavidades operculares esquerda (E) e direita (D) realizadas post-mortem em um
exemplar de H. malabaricus do grupo G4, confirmando a transec¢éo correta dos nervos.

E Eﬁf.;"

&

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 13. Fotografias das cavidades operculares esquerda (E) e direita (D) realizadas post-mortem em um
exemplar de H. unitaeniatus do grupo G4, confirmando a transeccéo correta dos nervos.

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 14. Fotografias das cavidades operculares esquerda (E) e direita (D) realizadas post-mortem em um
exemplar de O. mykiss do grupo G4, confirmando a transecg¢ao correta dos nervos.

Fonte: elaborada pela autora.
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3.3 FArmacos

Todos os farmacos utilizados (SNP, fenilefrina e benzocaina) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para produzir as solucGes anestésicas (0, 05g.L* e 0,
1g.L1), a benzocaina foi pré-dissolvida em 3 ml de alcool 100% e posteriormente diluida em
volume conhecido de &4gua. O SNP e a fenilefrina foram dissolvidos em solucéo salina
isotonica (0,9%). As doses de benzocaina utilizada para inducdo e manutencao da anestesia ja
foram amplamente utilizadas em outros estudos com peixes (SUNDIN et al., 1999; REID et
al.2003; LOPES et al., 2010). Por sua vez, as doses de fenilefrina e SNP foram baseadas em
estudos prévios com anuros (ZENA et al., 2016b) e nos trabalhos de Sandblom e
colaboradores (2016) e Armelin e colaboradores (2016) que utilizaram teledsteos como

modelos experimentais.

3.4 Protocolo Experimental

Os eletrodos de ECG foram conectados a um sistema de aquisi¢do de dados (BIOPAC
MP36 — BIOPAC Systems Inc.) que realizou um registro continuo da fu dos animais (taxa de
amostragem de 1000 Hz) em um computador. A fy foi acessada por meio da contagem dos
complexos QRS, em batimentos por minuto (bpm) (Figura 13). Apds a recuperacdo da
cirurgia, a fu dos animais foi coletada por 15 minutos anteriormente a qualquer intervencédo
farmacoldgica. Em seguida, agonista as-adrenérgico cloridrato de fenilefrina (100 pg kg?) foi
administrado por meio da canula intraperitoneal seguido de um flush de solucdo salina
isotbnica (0,4 ml), e a fy foi monitorada por mais 15 minutos. Depois disso, 0s peixes
passaram por outro periodo de recuperacdo de 24h (12h para H. unitaeniatus e O. mykiss) para
que os efeitos da fenilefrina cessassem. Entdo, o protocolo foi repetido, porém ao invés de
fenilefrina houve a administracdo do vasodilatador SNP (250 ug kg?') também seguido de um
flush de solucédo salina isoténica (0,4 ml). As solucgdes de fenilefrina e SNP foram preparadas
momentos antes da administracdo. As administracdes desses compostos tiveram a finalidade
de induzir desbalancos na pressdo arterial dos animais (aumenta-la e reduzi-la,

respectivamente) para que a via cronotrépica do barorreflexo pudesse ser observada.
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Figura 15. Eletrocardiograma de um exemplar intacto e sob efeito de nenhum farmaco de H. malabaricus (A),
H. unitaeniatus (B) e O. mykiss (C)
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Fonte: elaborada pela autora.
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3.5 Confirmacao dos resultados: Teste Salina e Grupo SH

Para confirmar se os resultados obtidos ndo foram induzidos pelo veiculo dos
farmacos ou pelo estresse derivado da administracdo farmacoldgica, 4 animais do grupo IN
foram submetidos ao teste salina (Grupo SA). Esses animais foram previamente submetidos a
um protocolo experimental praticamente idéntico ao descrito no item 3.4, porém substituindo-
se a infusdo de fenilefrina e SNP pelos seus veiculos puros (solucdo salina isoténica). Logo
apo6s a infusdo da solucdo salina a fy foi monitorada por 15 minutos e entdo depois de 1 hora
iniciou-se o protocolo experimental exatamente como descrito no item 3.4.

Por fim, um outro grupo de peixes passou por um procedimento de falsa operacao, ou
sham-operated (Grupo SH, n=4), na qual as inervag¢des branquiais foram expostas, mas ndo
transeccionadas, a fim de se observar se a exposicdo dos nervos ao ambiente externo ja era

suficiente para alterar os parametros coletados e/ou as respostas fisioldgicas aos farmacos.

3.6 Resumo do delineamento experimental

E importante ressaltar que os protocolos descritos nos itens 3.3 e 3.4 foram realizados
nas 3 espécies (H. malabaricus, H. unitaeniatus e O. mykiss). Para facilitar o entendimento da
metodologia proposta, 0s grupos experimentais e a ordem do protocolo experimental estdo
representados no fluxograma a seguir (Figura 14). Além disso, tanto na etapa realizada no
Brasil quanto na realizada na Dinamarca, ao final de cada experimento os animais de todos 0s
grupos foram eutanasiados. E como ja mencionado, nos animais do grupo G4 foram

realizadas autopsias para a confirmacédo das desenervacdes.
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Figura 16. Representacdo esquematica demonstrando 0s grupos experimentais, 0 ndmero de individuos para
cada grupo, a ordem do protocolo experimental e 0s tempos de recuperagéo.

H. malabaricus
IN (n=7)
G4 (n=7) 24 h Controlg e | oun Controle e Autépsia
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G4 (n=7 e 5) 12h| Controlee |12h | Controle e Autépsia
SH (n=4) Instrumentacdo [ | Fenilefrina > SNP grupo G4
Teste Salina 24/ o4/
(n=4 de cada 12h1 solugso | 1M | Controlee | 12h | Controle e
espécie) Instrumentacdo —»|  ggjina > Fenilefina —»|  gNp

Fonte: elaborada pela autora.

3.7 Analise das respostas barorreflexas

As respostas barorreflexas induzidas pelas infusbes farmacoldgicas foram analisadas,
em todos 0s grupos experimentais, de diversas maneiras. Primeiramente, a fy dos animais foi
derivada do ECG e os dados foram plotados em graficos descritivos, possibilitando uma
observacdo completa dos resultados durante todo o protocolo experimental. Apés, a média
dos cinco minutos que antecederam as administragdes farmacoldgicas e o valor de maior
modificacdo na fy contido nos 10 minutos posteriores a tais administracdes (menor fy para o
experimento com fenilefrina e maior fy para o experimento com SNP) foram plotados em
graficos comparativos e utilizados na realizacdo dos métodos estatisticos inferenciais.

Ainda levando em consideracdo esses dados, o valor da fy pds-administracdo
farmacologica em relacdo a fy pré-administracdo foi calculado para cada farmaco e grupo
experimental, em porcentagem, por meio da equacdo abaixo — 0 que permitiu a analise das
respostas barorreflexas sem a interferéncia das influéncias que as desnervagdes possuem na
fH.
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fu pOs administracgao farmacolégica

. : — X 100 (%
fu pré administracao farmacologica (%)

A fim de observar a eficiéncia do reflexo barostatico, também foi analisado o tempo
necessario para que as respostas cronotrépicas induzidas pelos desbalangos pressoricos
atingissem 0 seu maximo, observando-se o tempo compreendido entre as infusGes
farmacologicas e a maior modificagdo na fu contida nos 10 minutos apds as infusdes (menor
fu para o experimento com fenilefrina e maior fy para o experimento com SNP).

Por fim, considerando a relagdo existente entre o barorreflexo e a variabilidade da fw,
foi calculado a variabilidade total contida nos cinco minutos que antecederam as
manipulagdes farmacoldgicas e nos 10 minutos que as sucederam, como método para se
mensurar o quanto a fy variou (batimento-a-batimento) nesses momentos.

Para isso, foram selecionados trechos de eletrocardiograma que estivessem livres de
artefatos e ruidos. Estes trechos foram escolhidos dentro do intervalo de agdo farmacoldgica
mencionado acima. Dessa forma, foram utilizados trechos contendo 256 batimentos cardiacos
para os grupos IN, G4, SH e SA de todas as espécies do estudo, assegurando assim uma
quantidade suficiente de ciclos de variagdes necessarias para a analise espectral (CAMPBELL
2004).

A partir desses trechos selecionados, foram gerados tacogramas - graficos nos quais
sdo plotados os intervalos batimento-a-batimento ao longo do tempo no software BIOPAC
Student Lab Pro v3.7 (BIOPAC Systems Incorporated, Goleta, CA, EUA). Entdo, por meio da
raiz quadrada da média do quadrado das diferencas (RMSSD - Root Mean Square of the
Successive Differences) entre os intervalos R-R no eletrocardiograma obtidos nos tacogramas
foi possivel calcular a variabilidade da fu em milissegundos (ms).

E importante notar que os dados contidos além dos 10 minutos que prosseguem as
infusdes farmacoldgicas ndo foram utilizados em nenhuma andlise, essa padronizacdo foi
estabelecida para garantir que mecanismos de controle a longo prazo da presséo arterial nao

exercessem influéncia nas variaveis estudadas.
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3.8 Analise estatistica

Todas as variaveis estudadas foram submetidas ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov (p > 0,1) e foram definidas como paramétricas, além disso, assumiu-se
que tais dados sdo homocedasticos. Sendo assim, 0s outros procedimentos estatisticos
adotados no presente estudo foram:

e A analise de variancia one-way, seguida pelo teste de comparaces multiplas de Tukey-
Kramer, que foi utilizada para se comparar as variaveis observadas nos grupos IN, SH e
SA (uma analise para cada variavel).

e A andlise de variancia one-way, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Student-
Newman-Keuls, que foi utilizada para se comparar as variaveis observadas nos grupos IN e
G4 (uma analise para cada variavel). Alem disso, na analise da fy pds-administracdo
farmacologica em porcentagem relativa a fq pré-administracdo farmacologica (fu pos-
administracdo / fu pré-administracdo x 100) os dados também foram comparados a uma
linha de base de 100% — referente a auséncia de modificacdo na fy derivada da intervencéo
farmacologica. Um p de 0,05 foi empregado em todas as analises de variancia. As analises
estatisticas e os graficos foram plotados com auxilio do software Prism 5.0 (GraphPad

Inc.). Todos os dados foram expressos como média + EPM.
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4- RES

ULTADOS

4.1 Grupos INe G4

Resultados

As figuras 17, 18 e 19 apresentam os valores da fy antes e depois das infusdes

farmacoldgicas nos grupos IN e G4 nas 3 espécies estudadas. A infusdo de fenilefrina

promoveu uma bradicardia reflexa, enquanto a de SNP induziu uma taquicardia nos

individuos dos grupos IN. Por outro lado, nos grupos G4, tanto a infusdo de fenilefrina quanto

a de SNP nédo provocaram alteragdes na fy em nenhuma das espécies. Além disso, é possivel

notar que nas 3 espécies a fu dos grupos G4 encontram-se mais elevadas em relacdo a fy do

respecti

vo grupo IN.

Figura 17. Graficos descritivos mostrando a f, de H. malabaricus (A, B), H. unitaeniatus (C, D) e O. mykiss (E,
F) antes e depois da administracdo de fenilefrina em animais intactos (IN) e com os quatro pares de arcos
branquiais desnervados (G4). Dados expressos em média + EPM (N=7 em H. malabaricus e O. mykiss; N=5 em
H. unitaeniatus).

Fenilefrina
M =4
A B
e 85 - L B85
3 'WHHHHHHPW
% _ T~ - T0
E E Tl I 55
[ T - 40
E i
I- 254 - 25
Pri-infusda Eré-inf

10 ré-infushe 1a

T0 C D TO
w
5 _ % - 55
- E
L g a0 ]
'E Wik
3 25 25
T Pré- Eré-inf

0 é-infusho é-infushe 10

E F

125 125
B E o5 - 45
¥ 5 i
E‘ LI 80 L &0
o Ba— i - 65

Pré-infusao Pra-infusac
50 I ] 1 1 T T | | 1 1 5[:'
o 5 10 15 20 25 0 0 5 10 15 20 25 30
Tempa () Tempe (min)

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 18. Gréficos descritivos mostrando a fy de H. malabaricus (A, B), H. unitaeniatus (C, D) e O. mykiss (E,
F) antes e depois da administracdo de SNP em animais intactos (IN) e com os quatro pares de arcos branquiais
desnervados (G4). Dados expressos em média £ EPM (N=7 em H. malabaricus e O. mykiss; N=5 em H.
unitaeniatus).
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Fonte: elaborada pela autora.

Em H. malabaricus, no grupo IN a fy basal foi 39,43 + 4,10 bpm, a qual reduziu para
19,86 * 2,77 bpm posteriormente a infusdo de fenilefrina. Apds 24 horas, a fy basal foi 37,26
+ 4,42 bpm, e aumentou para 66,57 = 4,03 bpm com a administracdo de SNP. Ja os animais
do grupo G4 mostraram uma fy significativamente mais alta que aquela dos demais
tratamentos (79,60 = 4,22 bpm), a qual se manteve constante independentemente da infusdo
de fenilefrina (78,86 £ 4,66 bpm), do periodo de 24 horas entre experimentos (74,89 + 3,69
bpm) e da administracdo de SNP (72,43 = 7,33 bpm).

Enquanto em H. unitaeniatus, a f4 basal do grupo IN foi 35,52 + 2,31 bpm, e reduziu
para 18,60 + 3,98 bpm ap6s a administracdo de fenilefrina. Depois de 12 horas a fy basal foi
35,44 + 2,34 bpm, e subiu para 56,00 + 4,88 bpm com a infusdo de SNP. No grupo G4 a fy foi
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ligeiramente mais elevada que aquela dos demais tratamentos (46,52 + 3,86 bpm), a qual se
manteve constante independentemente da infusdo de fenilefrina (41,00 £ 5,85 bpm), do
periodo de 12 horas entre experimentos (46,12 + 5,76 bpm) e da infusdo de SNP (52,00 * 4,85
bpm).

Finalmente, em O. mykiss o grupo IN apresentou uma fy de 86,13 + 2,68 bpm, a qual
reduziu para 63,71 + 1,53 bpm apos a infusdo de fenilefrina. Depois de 12 horas, a fy foi
79,71 £ 2,81 bpm, e aumentou para 98,57 = 2,33 bpm com a administracdo de SNP. Os
animais do grupo G4 apresentaram uma fy significativamente mais elevada que a apresentada
pelos dos demais tratamentos (115,10 £ 5,56 bpm), que se manteve constante mesmo apds a
infusdo de fenilefrina (114,70 £ 6,25 bpm), do periodo de 12 horas entre experimentos
(111,50 + 4,04 bpm) e da administracdo de SNP (108, 00 £ 4,15 bpm).

A figura 20 expressa os resultados referentes a analise das mudancas na fy frente as
manipulagdes farmacoldgicas em porcentagem. Nas 3 espécies estudadas, observou-se que as
infusGes de fenilefrina e SNP reduziram e aumentaram a fy, respectivamente, nos animais
intactos (IN). Porém, essas respostas ndo foram observadas nos animais dos grupos G4, em
que a fy posterior as administracdes farmacologicas foi semelhante a linha de base de 100%
(referente a fy anterior as administragoes).

Na traira, a infusdo de fenilefrina reduziu a fq do grupo IN para 50,70 + 5,44% do
valor observado anteriormente a administracdo do farmaco. Por outro lado, a infusdo de SNP
aumentou essa variavel para 187,19 + 13,13% do valor observado antes dessa infusdo. J& no
grupo G4 a fyq permaneceu inalterada frente as infusdes dos farmacos (99,02 + 2,40% pds-
fenilefrina e 95,46 + 6,27% pds-SNP).

No jeju, a administracéo de fenilefrina diminuiu a fy do grupo IN para 50,85 + 8,00 %
do valor observado antes da administragdo da mesma. Enquanto a infusdo de SNP elevou essa
variavel para 157,50 + 7,54 % em relacdo ao observado previamente a essa administracéo.
Novamente, a fu dos animais do grupo G4 permaneceu sem modifica¢Oes significativas
perante as administracGes dos farmacos (86,42 + 5,70 % pos fenilefrina e 115,00 £ 6,86 %
pés SNP).

Por fim, na truta arco-iris a administracdo de fenilefrina diminuiu a fy dos animais do
grupo IN para 74,36 £ 2,72 % do valor observado previamente a infusdo do farmaco. Ja a
infusdo de SNP elevou a fu para 124,20 * 3,58 % do valor observado anteriormente a infuséo.
Assim como nas demais espécies, a fq dos animais do grupo G4 permaneceu inalterada

perante as infusdes dos farmacos (99,00 + 2,18% pos fenilefrina e 96,46 + 2,26 % pos SNP).
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Figura 19. fyy antes e depois das administragdes farmacologicas de animais intactos (IN) e com os quatro pares
de arcos branquiais desnervados (G4) em H. malabaricus (A, B) H. unitaeniatus (C, D) e O. mykiss (E, F).
Valores que ndo compartilham uma letra superscrita sdo significativamente diferentes considerando uma mesma
espécie (p < 0,05). Dados expressos em média + EPM (N=7 em H. malabaricus e O. mykiss; N=5 em H.
unitaeniatus).
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Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 20. fy pés-infusdo farmacoldgica em porcentagem relativa a fu-pré infuséo farmacoldgica (fu pos / fy pré
X 100) em animais intactos (IN), e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4) de H.
malabaricus, (A,B), H. unitaeniatus (C,D) e O. mykiss (E,F) Valores que ndo compartilham uma letra
superscrita sao significativamente diferentes considerando uma mesma espécie (p < 0,05); Um asterisco indica
diferenca significativa em relacdo a uma linha de base de 100%. Dados expressos em média £ EPM (N=7 em H.
malabaricus e O. mykiss; N=5 em H. unitaeniatus).
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Por fim, os dados acerca da variabilidade total do intervalo R-R (RMSSD) estéo
organizados na figura 21. A magnitude da variabilidade total em animais intactos (IN) diferiu
bastante entre as 3 espécies, porém em todas elas pode-se observar uma reducdo muito
acentuada na variabilidade total nos animais desnervados (G4), a qual ndo se alterou frente a
nenhuma manipulacdo farmacologica.

Em H. malabaricus, os individuos do grupo IN demonstraram uma variabilidade total
basal de 499,2 + 73,31 ms, e esse valor aumentou para 561,7 + 46,75 ms apds a infusdo de
fenilefrina. Depois das 24 horas de recuperacdo entre experimentos, esses animais
apresentaram uma variabilidade total basal de 603,7 + 66,51 ms, que decresceu para 403,1
79,3 ms apo6s a infusdo de SNP. Previamente as manipulagfes farmacoldgicas, 0os animais
com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4) demonstraram uma variabilidade
total basal extremamente baixa (17,39 + 3,86 ms), a qual ndo se alterou significativamente sob
nenhuma circunstancia. Os valores apresentados foram de 21,74 + 7,01 ms apés infusdo de
fenilefrina, de 24,99 + 28,2 ms apds 24 horas e anteriormente a infusdo de SNP e de 39,46 +
19,57 ms posteriormente a infusdo de SNP.

Em H. unitaeniatus, a variabilidade total basal do grupo IN foi 390,2 + 59,39 ms e
esse valor aumentou para 1044 + 110,5 ms posteriormente a administracdo de fenilefrina.
Apo0s 12 horas de recuperacdo entre experimentos, 0s animais apresentaram uma variabilidade
total basal de 386,0 + 92,33 ms, que decresceu para 294,0 £ 42,46 ms apds a infusdo de SNP.
Os animais do grupo G4 apresentaram uma variabilidade total basal muito reduzida (35,84 +
7,944 ms) anteriormente as manipulacdes farmacologicas, a qual permaneceu praticamente
inalterada durante todo o protocolo. Os valores demonstrados foram de 47,46 + 12,27 ms apds
infusdo de fenilefrina, 41,78 + 9,27 ms ap06s 12 horas e anteriormente a infusdo de SNP e de
31,93 £ 7,929 ms posteriormente a infuséo de SNP.

Em O. mykiss, no grupo IN os animais apresentaram uma variabilidade total basal de
72,09 + 11,99 ms, e esse valor aumentou para 107,0 + 15,34 ms posteriormente a infusdo de
fenilefrina. Apds as 12 horas de recuperacgdo entre experimentos, esses animais demonstraram
uma variabilidade total basal de 82,24 + 11,15 ms, que permaneceu praticamente inalterada
apos a infusdo de SNP (94,74 + 15,29 ms). Anteriormente as manipulagdes farmacologicas, 0s
animais do grupo G4 demonstraram uma variabilidade total basal bastante reduzida (17,96 +
12,02 ms), que se alterou significativamente sob nenhuma circunstancia. Os valores

observados foram de 21,97 + 15,92 ms apds infusdo de fenilefrina, de 14,23 + 6,46 ms apés
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12 horas e anteriormente a infusdo de SNP e de 15,54 + 5,68 ms posteriormente a infuséo de
SNP.

Figura 21. Variabilidade total do intervalo R-R (RMSSD) de H. malabaricus (A, B), H. unitaeniatus (C, D) e O.
mykiss (E, F) intactos (IN) e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4). Valores que néao
compartilham uma letra superscrita séo significativamente diferentes considerando uma mesma espécie (p <
0,05). Dados expressos em média + EPM (N=7 em H. malabaricus e O. mykiss; N=5 em H. unitaeniatus).
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Fonte: elaborada pela autora
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4.2 Grupo SH e Teste Salina

Na tabela 2 encontram-se os dados referentes a fy de animais intactos (IN), sham-
operated (SH) e teste salina (SA). E possivel observar que nas 3 espécies analisadas 0s
resultados referentes ao grupo SH sédo muito semelhantes aos do grupo IN, em ambos ocorre
uma bradicardia posterior a infusdo de fenilefrina e uma taquicardia posterior ao SNP.
Também é possivel notar que no teste salina (SA) a substituicdo dos farmacos pelo veiculo
que os dissolviam (solucdo salina) ndo causou mudancas significativas na fu em nenhuma das

espécies estudadas.

Tabela 2. Frequéncia cardiaca de H. malabaricus, H. unitaeniatus e O. mykiss intactos (IN), falso-operados
(SH) e tratados com solucdo salina isoténica (SA). Valores expressos em média £ EPM. Nenhuma diferenca
significativa foi detectada entre os grupos IN, SH e SA nas trés espécies estudadas, assim como anteriormente e
posteriormente o tratamento com solucdo salina isoténica (ANOVA de via Unica complementada pelo teste de
comparagBes miltiplas de Tukey-Kramer; P <0,05).

Grupo Pré-Fenilefrina Pds-Fenilefrina Pré-SNP Pds-SNP

ou Salina ou Salina

IN(N=7) 394+41 19,8 +2,7 372+4,4 66,5+4,0

H. malabaricus SH(N=4) 50,3+5,6 30,2+4,6 46,0 £3,7 715+98
SA(N=14) 432+48 380+14

IN (N =5) 355+23 18,6 £3,9 354+23 56,0 +4,8

H. unitaeniatus SH(N=4) 36,4+6,6 215+6,5 39,1+5.2 62,7+5,7
SA(N=14) 35,1+4,0 25,7+13

IN(N=7) 86,1+2,6 63,7+15 79,7+28 98,5+2,3

O. mykiss SH(N=4) 87,3+4,5 67,2+5,9 87,8+2,7 111,3+3,1
SA(N=4) 725143 785+6,1

Fonte: elaborada pela autora.

Ademais, nas tabelas 3 e 4 podemos observar que 0s métodos estatisticos inferenciais
também mostraram que os dados referentes ao grupo SH sdo muito similares aos do grupo IN
nas analises da fu em porcentagem e da variabilidade total do intervalo R-R (RMSSD). Em
relacdo ao teste salina, mais uma vez ficou demonstrado que a substituicdo dos farmacos pelo
veiculo que os dissolviam (solucdo salina) ndo causou mudancas significativas na fy nas 3

espécies do estudo.
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Tabela 3. fy pos-administracdo farmacoldgica em porcentagem relativa a fy pré-administracdo farmacolégica
(fu pos-administragdo / fy pré-administracdo x 100) H. malabaricus, H. unitaeniatus e O. mykiss em animais
intactos (IN), sham-operated (SH) e teste salina (SA). Valores expressos em média + EPM. Nenhuma
diferenca significativa foi detectada entre os grupos IN, SH e SA nas trés espécies estudadas, um asterisco
indica diferenca estatisticamente significativa para com uma linha de base de 100% (p < 0,05).

Grupo Fenilefrina ou Salina SNP

IN(N=7) 50,70 £ 5,44 * 187,2+ 13,13 *

H. malabaricus SH(N=14) 61,06 +£7,58 155,1 + 16,66 *
SA(N=14) 91,35+ 11,34 -

IN(N=5) 50,85 + 8,00 * 1575+754*

H. unitaeniatus SH(N=4) 54,85 + 8,96 * 166,3 +12,17 *
SA(N=14) 74,71 + 4,66 -

IN(N=7) 74,36 +2,72 * 124,20 £ 3,58 *

O. mykiss SH(N=14) 76,80 + 3,72 * 126,70 £ 1,67 *
SA(N=4) 108,00 £ 2,29 -

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 4. Variabilidade total do intervalo RR (RMSSD) de H. malabaricus, H. unitaeniatus e O. mykiss
intactos (IN), falso-operados (SH) e tratados com solucdo salina isotdnica (SA). Valores expressos em média
+ EPM. Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os grupos IN, SH e SA nas trés espécies
estudadas, assim como anteriormente e posteriormente o tratamento com solucéo salina isoténica (ANOVA de
via Uinica complementada pelo teste de comparacdes miltiplas de Tukey-Kramer; P <0,05).

Grupo Pré-Fenilefrinaou  Pos-Fenilefrina Pré-SNP Pds-SNP
Salina ou Salina

IN(N=7) 499,2 +73,3 561,7 + 46,7 603,7 + 66,5 403,1+£79,3

H. malabaricus  SH (N = 4) 366,8 + 138,7 451,7 +£164,9 438,8 £ 135,6 204,8+43,1
SA(N=14) 394,9+30,4 382,0+47,6

IN (N =5) 390,2 +59,3 1044,0 + 110,5 386,0 £92,3 294,0+42,4

H. unitaeniatus SH (N = 4) 422,0 £107,4 614,4 +161,6 523,5+219,5 225,7+99,4
SA(N=14) 531,2+57,1 665,5+ 97,5

IN(N=7) 72,0+119 107,0 £ 15,34 822+111 94,7+ 15,2

O. mykiss SH(N=4) 76,2 30,8 83,0+ 15,7 79,7 £27,7 92,1+224
SA(N=4) 103,4 £ 25,3 103,6 £ 11,3

Fonte: elaborada pela autora.

Os resultados relativos ao tempo decorrido até a resposta cronotropica barorreflexa

maxima estdo plotados em minutos (min) no grafico abaixo (figura 22). Novamente, podemos

observar uma resposta similar entre os grupos IN e SH frente as infusdes farmacoldgicas.

Em traira, apés a administracdo de fenilefrina, os individuos do grupo IN levaram

6,57 £ 1,08 min para atingir o vale da mudanca na fy, enquanto que os individuos do grupo

SH levaram 10,50 + 1,84 min. Em relacdo a administracdo de SNP, o grupo IN atingiu o pico

da resposta em 7,14 £ 1,62 min e o grupo SH em 6,50 + 1,65 min.

No jeju, posteriormente a administracdo de fenilefrina, os individuos do grupo IN

levaram 1,80 £ 0,58 min para atingir o vale da resposta na fu, enquanto que os individuos do
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grupo SH levaram 2,25 + 0,75 min. No que concerne a infusdo de SNP, o grupo IN atingiu o
pico da resposta em 4,80 = 0,20 min e o grupo SH em 4,75 + 1,25 min.

Finalmente, em truta arco-iris, os individuos do grupo IN frente a infusdo de
fenilefrina levaram 5,85,1 + 0,88 min para atingir o vale da resposta na fu, enquanto que os
individuos do grupo SH levaram 8,25 + 3,35 min. Ja ap6s a infusdo de SNP, o grupo IN

atingiu o pico da resposta em 5,42 + 1,32 min e o grupo SH em 6,75 £+ 2,17 min.
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Figura 22. Tempo decorrido até a resposta cronotropica barorreflexa maxima de H. malabaricus (A), H.
unitaeniatus (B) e O. mykiss (C), em animais intactos (IN) e sham-operated (SH). Valores que ndo compartilham
uma letra superscrita sdo significativamente diferentes considerando uma mesma espécie (p < 0.05). Ndo ha
dados acerca dos individuos submetidos a desnervacdo dos quatro pares de arcos branquiais (G4) e ao teste
salina (SA) porque esses ndo apresentaram reflexo barostatico. Dados expressos em média £ EPM (N=7 em H.
malabaricus e O. mykiss; N=5 em H. unitaeniatus).
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5. DISCUSSAO

5.1 — Critica ao método

Nesse trabalho é evidente a auséncia de dados sobre a pressdo arterial dos animais,
porém essa auséncia € justificavel por diversos fatores. Em geral, a metodologia usada para se
aferir pressdo arterial em peixes consiste em um transdutor de pressdo conectado a uma
canula de polietileno inserida em uma artéria, em um sentido contrario ao do fluxo sanguineo.
Para tal, é necessaria uma artéria de acesso relativamente facil, e na qual os valores de pressédo
retratem os valores encontrados em vasos da circulacdo central, pois a circulacdo central é a
responsavel por estabelecer o gradiente pressérico que mantém a circulacdo do sangue pelo
corpo. Existem 2 principais artérias utilizadas na maioria dos estudos envolvendo analise de
pressdao arterial em peixes, a artéria caudal e a artéria branquial aferente (Figura 21)
(AXELSSON e FRITSCHE, 1994).

O procedimento de canulacdo da artéria branquial aferente trata-se de um
procedimento bastante rapido e eficaz, que ja foi executado anteriormente em H. malabaricus
e O. mykiss utilizadas no presente estudo (SUNDIN et al., 1999; AXELSSON e FRITSCHE,
1994). Porém, ndo existe nenhum trabalho que tenha realizado essa técnica em H.
unitaeniatus, e devido a quantidade muito reduzida de exemplares disponiveis para esse
estudo, ndo seria viavel, pois muitos animais seriam perdidos durante o estabelecimento da
técnica e ndo seria adequado usar um tipo de técnica em uma espécie e outro tipo de técnica
nas demais.

Para a canulacdo da artéria caudal é necessario a exposicao lateral do arco hemal da
cauda dos animais e a inser¢do da canula praticamente as cegas, uma vez que a artéria caudal
se localiza muito proxima de sua respectiva veia. (AXELSSON e FRITSCHE, 1994;
GILMOUR et al., 2005). Tal técnica também se tornou pouco viavel para esse estudo, visto
que envolve grande risco de ocorréncia de hemorragia, o que modifica rapidamente a volemia
em individuos pequenos. Além disso, o tamanho corporal desses animais também dificulta e
consequentemente estende drasticamente o tempo de duracdo dos procedimentos pré-
experimentais.

Por conta da quantidade de espécimes de H. unitaeniatus disponiveis para o projeto, o
ideal seria metodologias que envolvessem baixo risco de morte ou comprometimento da
satde. Além disso, nessa espécie o tempo de recuperacao precisou ser reduzido para 12 horas,

pois 0s animais do grupo G4 ndo sobreviviam mais do que 30 horas, 0 que tornou ainda mais
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necessario uma cirurgia menos invasiva (que ndo envolvesse perda de sangue excessiva) e de

recuperacao mais rapida.

Figura 23. Localizacdo da artéria branquial aferente (A) e do sistema arteriovenoso caudal (B) em teleosteos.
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Fonte: (A) Imagem modificada de Armelin, 2015; Sandblom e Axelsson (2005); (B) Esquema adaptado de
<http://people.eku.edu/ritchisong/342notes2.htm> Acesso em maio de 2018.

Em razdo dos fatores mencionados acima, optou-se pela ndo aquisicdo da pressao
arterial nesse trabalho, como uma forma de garantir uma maior taxa de sucesso durante
experimentos e, consequentemente, maior confiabilidade nos resultados obtidos. Porém, ainda
é possivel argumentar que sem a aquisicdo da pressao arterial, ndo é possivel ter certeza se as
respostas vasomotoras esperadas com a infusdo da fenilefrina e do SNP ocorrem.

No entanto, todas as respostas observadas na fu apOs as infusdes farmacoldgicas
condizem com as respostas padrGes do barorreflexo, que sdo extremamente bem definidas:
ocorréncia de bradicardia apds administracdo de um vasoconstritor (fenilefrina) e de

taquicardia apos infusdo de um vasodilatador (SNP).

5.2 — Localizacéo dos barorreceptores e respostas barorreflexas

Nos graficos descritivos e inferenciais podemos observar que os animais intactos (IN)
das 3 espécies estudadas apresentaram resposta cronotropica significativa as manipulacoes
farmacoldgicas (figuras 17,18,19, 20 e 21). Embora em O. mykiss e H. unitaeniatus o tempo
de recuperacdo tenha sido reduzido para 12 horas, os individuos do grupo IN apresentaram
uma fy basal (previamente a infusdo dos farmacos) semelhante & encontrada em outros
estudos realizados com essas espécies com tempo de recuperacdo de 24 horas (VERA e
PRIEDE, 1991; REID e PERRY, 2003; MCKENZIE et al. 2007).
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Vera e Priede (1991) observaram uma fx em torno de 70 bpm em trutas instrumentadas
com eletrodos de ECG, com massa entre 200-350 g e a 15 °C. Como também, no estudo de
Reid e Perry (2003), trutas com massa entre 200-250 g, instrumentadas com uma canula na
aorta dorsal e uma canula na cavidade bucal e/ou uma canula na veia caudal, exibiram uma fy
em torno 75 bpm a 12 °C. Levando em consideracdo a massa dos animais e a temperatura em
que os protocolos experimentais foram conduzidos tais valores podem ser considerados
semelhantes aos encontrados nessa espécie no presente estudo onde a fy basal ficou em torno
de 80 bpm (86, 13 + 2,68 previamente a infusdo de fenilefrina e 79,71 + 2,81 previamente a
infusdo de SNP) a 19 °C.

Em relacdo a H. unitaeniatus, Mckenzie e colaboradores (2007) observaram uma fy de
32,10 £ 1,80 bpm em animais com massa em torno de 250 g, instrumentados da mesma forma
que no presente estudo (com eletrodos de ECG e uma canula intraperitoneal) e também
aclimatados a 25 °C. Por outro lado, Lopes e colaboradores (2010) e Boijink e colaboradores
(2010) verificaram uma fy um pouco mais elevada (43,00 £ 4,50 bpm e 54,6 + 3/4,
respectivamente) entretanto a instrumentacéo utilizada foi relativamente diferente, visto que
além de introduzir canula na artéria caudal para coletar a f4 e a pressao arterial, uma canula foi
inserida na veia caudal e outras duas canulas foram colocadas na cavidade bucal.

Tais estudos envolveram procedimentos pré-experimentais mais longos, o que
provavelmente justifica essa fu levemente mais elevada, mesmo em individuos de massa
maior que os do presente estudo (184 e 200-250 g respectivamente). Novamente, se levarmos
em consideracdo as diferencas entre as massas corporeas, a fy basal em torno de 35 bpm
observada no presente estudo estd em consonancia com alguns estudos encontrados na
literatura.

Por fim, em relagdo a fy basal de H. malabaricus, Monteiro e colaboradores (2013)
observaram essa variavel entre 55-49 bpm, a 25°C em animais com massa semelhante a do
presente trabalho. Contudo, como também foram avaliadas as varidveis respiratorias, 0s
animais passaram por uma instrumentagdo envolvendo cénulas nos opérculos e na cavidade
bucal, além dos eletrodos de ECG. Ademais, tempo de recuperacdo foi 12 h. Tais diferencas
na metodologia possivelmente explicam o valor ligeiramente mais elevado que a fy basal do
presente estudo.

Sundin e colaboradores (1999) utilizaram o mesmo tempo de recuperagdo, a mesma
temperatura e animais de massas similares, mas optaram pela canulacdo da artéria branquial

aferente, obtendo uma fy basal de 46,0 +- 5,4 bpm. Mais uma vez, a fy basal encontrada no
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presente estudo, para essa espécie, pode ser considerada de acordo com a literatura cientifica,
visto que utilizou metodologias menos invasivas, o que explica as ligeiras mudangas
encontradas para o padrdo desta variavel.

Nas 3 espécies, no grupo IN, a administracdo de fenilefrina promoveu rapidamente
uma bradicardia, enquanto a administracdo de SNP promoveu taquicardia (figuras 17A, C, E e
18A, C, E). Tais respostas evidenciam a ocorréncia de um aumento e de uma reducgdo na
pressao arterial, respectivamente. J& os individuos do grupo G4, por sua vez, ndo
demonstraram resposta cronotrdpica reflexa aos efeitos dos farmacos, o que denota auséncia
de reflexo barostatico (figuras 17B, D, F, e 18B, D, F).

O fato da f do grupo G4 ter sido mais elevada que a do grupo IN nas 3 espécies indica
que os barorreceptores, quimiorreceptores e mecanorreceptores branquiais provavelmente
participam da manutenc¢do de um tonus colinérgico basal nessas espécies, o qual foi retirado
com a desnervacao total das branquias. Essa possivel relagdo ja foi observada em estudos
envolvendo desnervacfes branquiais tanto em traira, jeju e truta quanto em outras espécies
(SUNDIN, et al., 1999; REID et al., 2000; LEITE et al., 2007; FLORINDO et al., 2006;
BOIWJINK etal., 2010; FLORINDO et al., 2018).

Em relacdo a analise de porcentagem de mudancas na fy ap6s as infusbes
farmacoldgicas, também foi possivel observar que a administracdo de fenilefrina e SNP no
grupo IN reduziu e aumentou a fu, respectivamente (figura 20A, C, E). Novamente, nas 3
espécies ndo foram observadas respostas nos animais do grupo G4, onde a fu posterior as
administracBes farmacoldgicas foi praticamente idéntica a linha de base de 100% (relativa a fu
anterior as administrac6es) (figura 20B, D, F). Sendo assim, conjuntamente com a analise da
fu bruta, esses dados confirmam a ocorréncia de barorreflexo no grupo IN, mas ndo no grupo
G4, tanto nas 2 espécies de respiracdo exclusivamente aquatica quanto na espécie que
apresenta respiracdo bimodal.

Ademais podemos observar nas duas espécies de eritrinideos uma resposta mais
pronunciada frente a administracdo de SNP (187,19 e 157,50 %, respectivamente) em relacédo
a de fenilefrina (50,70 e 50,85%, respectivamente). Esse fato pode indicar uma maior
sensibilidade a hipotensdo do que a hipertensdo nessas espécies. Sandblom e colaboradores
(2016) tambem observaram uma resposta semelhante no teledsteo Perca fluviatilis. No
estudo, comparou-se a resposta barorreflexa em 2 temperaturas de aclimatacao diferentes, e
nos 2 grupos experimentais 0s animais apresentaram a taquicardia p6s-SNP mais intensa que

a bradicardia pds-fenilefrina. Os autores argumentam que essa resposta fortalece a hipétese do
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papel do barorreflexo em peixes ndo ser apenas prevenir sobrecargas de pressdo, como
também evitar a ocorréncia de episodios hipotensos e assim manter a pressdo de perfusao
tecidual adequada.

Essa taquicardia mais pronunciada nao foi observada na truta arco-iris. Uma possivel
explicagdo seria a temperatura na qual o experimento foi realizado. A espécie apresenta uma
faixa de tolerdncia térmica entre 0 a 25°C e o experimento foi executado dentro dessa faixa,
porém proximo ao limite maximo, o que provavelmente aumentou a fy basal dos animais,
reduzindo sua capacidade regulatéria para a taquicardia barorreflexa (FARREL et al., 1996).
Uma maior sensibilidade a hipotensdo também ja foi observada em anfibios anuros por
Hedrick e colaboradores (2015) e Zena e colaboradores (2015).

Acerca da variabilidade da fu, € possivel observar nos graficos da figura 21 que os
animais do grupo G4 demonstraram uma variabilidade basal extremamente reduzida, que nao
se alterou sob nenhuma circunstancia (infusdo de fenilefrina e SNP), condi¢do que aponta
para a quase auséncia de controle a curto prazo da fu. Um resultado semelhante foi observado
no tambaqui por Armelin e colaboradores (2016), onde 0s animais com 0s quatro pares de
arcos branquiais desnervados apresentaram uma reducdo drastica na variabilidade da fy em
relacdo aos animais intactos. Enquanto os animais intactos apresentaram uma variabilidade
basal de 531,2 £ 61,7 ms, 0s animais com 0s 4 arcos desnervados exibiram uma variabilidade
basal de 64,6 = 14,4 ms, que assim como no presente estudo, ndo se alterou frente as
manipulagdes farmacoldgicas do protocolo utilizado por esses autores (fenilefrina e
prazosina).

Tais resultados, juntamente aqueles da fy bruta e em porcentagem, atestam a auséncia
de reflexo barostatico nos individuos dos grupos G4 e, consequentemente, confirmam a
localizagdo estritamente branquial dos barorreceptores nas espécies do estudo. Esses dados
indicam também que a regulacdo do barorreflexo cardiaco nessas espécies € mediada
exclusivamente pelos nervos cranianos 1X (glossofaringeo) e o X (vago).

Um outro ponto a evidenciar é que a truta arco-iris € a Unica espécie do presente
estudo que apresenta pseudobrénquias, e tais estruturas s@o inervadas por um ramo do nervo
craniano IX e, em alguns casos, também podem receber inervacdo extra de um ramo do nervo
craniano VII (Figura 22) (LAURENT e DUNEL, 1966; DUNEL, 1968; LAURENT e
ROUZEAU, 1972; LAURENT e DUNEL, 1984; NILSSON, 1984; JONZ e NURSE, 2008).

Esses ramos ndo foram seccionados no grupo G4 e ainda assim ndao houve nenhuma resposta

65



Discussao

barorreflexa. Isso demonstra que na truta arco-iris as pseudobranquias nao apresentam

barorreceptores.

Figura 24. Representacdo esquematica dos arcos branquiais, pseudobranquias e sua inervacdo. Visdo lateral
esquerda do suprimento nervoso para os arcos branquiais e pseudobranquias dos nervos cranianos (VII, IX e X).
PB = Pseudobranquias em teledsteos; VA = aorta ventral; DA = aorta dorsal. Estruturas branquiais sdo inervadas
por divisdes pés-ganglionares (vermelhas) de ramos pré-trematicos (pr) e pés-trematicos (po).

Fonte: adaptado de JONZ e NURSE (2008).

Ademais, trabalhos mais recentes concluiram que € improvavel que as
pseudobranquias desempenhem um papel significativo na detec¢do de O, em truta arco-iris e
em algumas outras espécies estudadas (RANDALL e JONES, 1973; DAXBOECK e
HOLETON, 1978; REID e PERRY, 2003; JONZ e NURSE, 2008; MILSOM, 2012). Outra
evidéncia recente, em uma espécie do mesmo género que a truta arco-iris (Oncorhynchus
tshawytscha) sugeriu que o papel desta estrutura na osmorregulacdo, se houver, é limitado
(JONZ e NURSE, 2008; QUINN et al., 2003). No presente trabalho ficou demonstrado que
esse Orgdo também ndo constitui um sitio barossensivel, posto que ndo apresenta
barorreceptores.

Quanto aos experimentos com 0s grupos sham-operated (SH), observa-se que as
respostas nesses animais foram estatisticamente semelhantes aquelas apresentadas pelos
grupos IN das respectivas espécies, confirmando assim que a exposicdo das inervacoes
branquiais ao meio externo nédo interferiu nos resultados do presente estudo (tabelas 2-4).
Ademais, a analise do tempo decorrido até a resposta barorreflexa maxima mostrou que a

reacdo do grupo IN a fenilefrina e ao SNP foi semelhante a reacdo do grupo SH. Com base
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nesses resultados é possivel inferir que a exposicdo dos nervos branquiais ao meio externo
ndo prejudicou o reflexo barostatico.

Ainda em relacdo ao tempo decorrido até a resposta baroreflexa, é possivel observar
que os animais do grupo IN de H. unitaeniatus responderam mais rapido as infusGes de
fenilefrina e SNP em comparacdo com o grupo IN das demais espécies. Possivelmente isso se
deve ao fato dessa espécie apresentar locomocao terrestre, 0 que permite a esses animais
sobreviverem em ambiente terrestre por longos periodos, podendo sair dos corpos d’agua que
ocupam para forragear e/ou evitar situacdes desfavoraveis (e.g. competicdo, predacado, hipoxia
aquética) (KRAMER et al., 1978; PACE E GIBB, 2014).

Em ambientes terrestres a dinamica circulatéria dos animais € mais sensivel a acao
gravitacional do que em ambientes aquaticos. 1sso acontece porque no ambiente aquatico as
densidades da agua e dos fluidos corporais sdo semelhantes entre si, e assim os gradientes de
pressao hidrostatica existentes em colunas verticais de sangue sdo contrabalanceados pela
pressao imposta pela agua que envolve o individuo. Ja em terra, a densidade do ar é mais
baixa que a dos fluidos corporais, ndo havendo tal contrabalanceamento (LILLYWHITE,
1996). Dessa forma, espécies que apresentam algum grau de terrestrialidade, como o jeju,
estiveram expostos as influéncias da gravidade na hemodindmica durante sua historia
evolutiva, a qual pode ter exercido importantes pressoes seletivas na eficiéncia barorreflexa da
mesma.

Uma observacdo semelhante sobre a influéncia da gravidade na hemodindmica dos
organismos terrestres foi realizada por Lillywhite (1996). No estudo, foram comparadas as
adaptacdes morfologicas e fisiologicas de serpentes aquaticas e terrestres a acao gravitacional.
O autor constatou que as serpentes terrestres sdo mais aptas a lidar com as interferéncias da
gravidade na hemodindmica, pois apresentam maior tonus muscular basal, pele mais aderida
ao corpo e pressao arterial mais alta quando comparadas as serpentes aquaticas, diferencas
essas que previnem a ocorréncia de acumulos sanguineos e auxiliam na manutencdo da
circulacdo sanguinea. Sendo, portanto, mais uma forte evidéncia de que os obstaculos gerados
pela acéo gravitacional selecionaram os individuos mais aptos a lidar com tais exigéncias,
refletindo nas adaptagdes presentes nas espécies atuais.

Em relacdo ao teste salina (grupo SA), nas 3 espécies ficou demonstrado que o
veiculo que dilui os farmacos (solucdo salina isotbnica) ndo produz alteracdes em nenhuma

das variaveis analisadas no estudo, sendo de fato inerte (tabelas 2-4).
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A vista do exposto, o presente estudo corrobora os resultados obtidos em estudos
prévios que apontam para as branquias como sitio barossensivel em peixes, e também fornece
fortes indicios de que seja de fato o Unico, independente da estratégia respiratoria (bimodal ou
exclusivamente aquatica) (ARMELIN et al. 2016; SANDBLOM e AXELSSON, 2005).

5.3 — Evolucéo do barorreflexo em vertebrados

A figura 25 sintetiza os principais sitios barossensiveis nos grupos de vertebrados
estudados até o momento. O presente estudo trouxe informagbes que corroboram a
localizacdo dos barorreceptores em peixes teledsteos de respiracdo exclusivamente aquatica.
Pois além do estudo prévio de Armelin e colaboradores (2016) demonstrando as branquias
como regido barossenssivel no teleésteo C. macropomum (tambaqui), o presente estudo
observou mais duas espécies (H. malabaricus e O. mykiss) com a mesma localizacdo. E
interessante ressaltar que mesmo se tratando de espécies com historias de vida bastante
distintas, ou seja, que provavelmente sofreram pressdes evolutivas diferentes, a localizagdo
dos barorreceptores se manteve conservada.

O presente estudo também foi o primeiro a trazer informacdes acerca da localizacdo
dos barorreceptores em peixes que apresentam respiracdo bimodal, demonstrando a

localizacdo dos barorreceptores em H. unitaeniatus.

Figura 25. Esquema mostrando a localizacdo dos barorreceptores nos grandes grupos de vertebrados estudados
até o presente estudo, em fase adulta. Os circulos vermelhos representam os barorreceptores ja mencionados na
literatura, circulos amarelos representam os barorreceptores localizados no presente estudo.

Peixes Peixes

S . Répteis
iraca Respiragao -
(F;Zsupéltriiga?o ( bimpodagl) Anfibios (Anuros)  (Exceto Crocodilianos) Aves Mamiferos
10 .10
-2 - 2°
- 3 - 3°
— 40 — 4 \

Fonte: adaptada de BAGSHAW (1985) e ARMELIN (2015).
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Um fator importante a se destacar & que, assim como foi observado no presente
trabalho, as aferéncias de praticamente todas as regides de barorrecepcdo supracitadas sao
constituidas pelos 1X e X nervos cranianos (glossofaringeo e vago, respectivamente).
Ressalta-se também que os sitios barossensiveis dos tetrapodes sdo todos homdlogos aos
arcos branquiais dos peixes, como pode ser constatado na tabela 5 (MILSOM e BURLESON
e 2007; KARDONG, 2015).

Tabela 5. Regides barossensiveis em vertebrados, suas origens embriondrias e inervacdes. * Exceto nos anfibios
urodelos

Estrutura Embrionaria Origina em peixes Origina em tetrapodes Inervacao
3° Arco Faringeo 1° Arco Branquial Artéria Carotida Cranianos IX e X
4° Arco Faringeo 2° Arco Branquial Aorta e Truncus arteriosus Craniano X
5° Arco Faringeo 3° Arco Branquial Obliteragcdo Embrionaria* Craniano X
6° Arco Faringeo 4° Arco Branquial Artéria Pulmocutanea Craniano X

Fonte: KARDONG, 2015.

A vista do exposto, é possivel tragar um panorama sobre a evolugao da barorrecepcéo
nos vertebrados, como demonstrado na figura 26. Primeiramente, apenas peixes e anfibios
urodelos apresentam o sitio barorreceptor originado pelo 5° arco faringeo do embrido-base de
vertebrados, pois essa estrutura é suprimida durante o desenvolvimento embrionario dos
demais grupos (KARDONG, 2015).

Figura 26. Esquema ilustrando a distribuicdo dos barorreceptores nos principais grupos de vertebrados, suas
inervacgdes e suas origens embriondrias, com base na literatura cientifica e 0 nos dados do presente estudo
Circulos vermelhos: derivagédo do 3° arco faringeo embrionario; Circulos amarelos: derivacédo do 4° arco faringeo
embrionério; Circulos verdes: derivacdo do 5° arco faringeo embrionério; Circulos azuis: derivacdo do 6° arco
faringeo embrionario; AF: arco faringeo embrionério; SRA: superficie de respiracao aérea.

Peixes respiragao aquatica Peixes respiracdo bimodal ~ Anfibios Anuros Répteis Aves e mamiferos
(Tambaqui (Jeju)
Traira

Truta arco-iris)

Fonte: adaptada de MILSOM e BURLESON (2007).
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Ainda é possivel observar que os répteis, as aves e 0s mamiferos ndo apresentam a
zona barossensivel originada pelo 6° arco faringeo no embrido-base, revelando uma provavel
perda desse carater em um ancestral comum a esses grupos (MILSOM e BURLESON, 2007;
KARDONG, 2015). Destaca-se ainda que os répteis sdo 0s Unicos vertebrados que nao
exibem os sitios barossensiveis originarios do 3° arco faringeo embrionario, e que os demais
tdxons apresentam regides barorreceptoras que derivam do 4° arco faringeo (MILSOM e
BURLESON, 2007; KARDONG, 2015).

Existem duas explicacbes diferentes que poderiam justificar a ndo existéncia de
barorreceptores nas regifes derivadas do 3° arco faringeo embriondrio em répteis: (1)
originalmente esses animais possuiam essa area barossensivel, que foi entdo herdada pelas
aves e mamiferos, e posteriormente foi perdida nos tdxons mais recentes de répteis; (2) esses
receptores foram perdidos durante o periodo de transicdo anfibios-répteis, e depois surgiram
novamente em aves e mamiferos, sendo no caso dessa Ultima opcdo, uma homoplasia
(ARMELIN, 2015).

Finalmente, vale ressaltar novamente a escassez de trabalhos sobre a localizacdo dos
barorreceptores em vertebrados ndo-mamiferos, o que dificulta bastante realizar inferéncias
mais robustas sobre a historia evolutiva da barorrecepcao desse grupo, principalmente porque
pouquissimas espécies, em poucos taxons, foram estudadas até o presente momento.

Pesquisas em crocodilianos, por exemplo, contribuiriam muito para o avanco da
reconstrucdo desse historico evolutivo, auxiliando a verificar se de fato nenhuma espécie
réptil apresenta barorreceptores nas regides derivadas do 3° arco faringeo embrionario e quais
pressdes seletivas poderiam induzir possiveis migracdes ou desaparecimento dessas areas
barossensiveis.

Os peixes constituem um grupo muito antigo e diverso, sendo assim, além da bexiga
natatéria, existe uma vasta gama de Orgdos utilizados como ORA, e.g. 6rgdo arboreo,
estdmago, esdfago, intestino, cavidade bucal, faringe (GRAHAM, 1997). Em vista disso, seria
interessante mais estudos utilizando espécies que apresentem ORA’s diferentes do jeju. Uma
vez que, muitos desses animais além de possuir ORA’s diferentes, podem pertencer a grupos
filogeneticamente distantes. Sendo assim, apresentam historias de vidas relativamente
distintas e consequentemente podem ter sofrido pressdes seletivas diferentes. 1sso permitiria
maiores compara¢@es e uma analise mais robusta de como € a localizacdo dos barorreceptores
em peixes de respiragdo bimodal.

Particularmente, um grupo de peixes que seria fundamental investigar sdo 0s peixes

pulmonados (Dipnoi), pertencentes a subclasse Sarcopterygii, que abrange o0s peixes de
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nadadeiras lobadas e os tetrdpodes (Figura 27) (NELSON et al., 2016). Pois, todos 0s peixes
inclusos nesse tdxon sdo mais proximos dos tetrapodes do que os demais grupos de peixes.
Além disso as revisdes mais recentes indicam que o grupo irmdo mais proximo dos
tetrdpodes, entre 0s peixes sarcopterigeos vivos, sdo 0s peixes pulmonados (e ndo 0s
celacantos), configurando assim um grupo chave para estudos comparativos em vertebrados
(NELSON et al. 2016). Em Dipnoi, existem atualmente 6 espécies distribuidas em 3 familias:
Neoceratodontidae, Lepidosirenidae e Protopteridae (NELSON et al.,, 2016). Portanto,
descobrir a localizacdo dos barorreceptores em alguma dessas espécies, por exemplo na
piramboia (Lepidosiren paradoxa) que é a Unica espécie da familia Lepidosirenidae e nativa
do Brasil, adicionaria informacgdes valiosas na construcdo do histérico evolutivo do

baroreflexo e dos sitios barossensiveis em Vertebrados.

Figura 27. Filogenia dos principais grupos de Sarcopterygii. As 3 familias viventes de Dipnoi estdo inclusas na
Ordem Ceratodontiformes.
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Fonte: NELSON et al., 2016
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram as seguintes conclusdes:

a. Nas 3 espécies (H. malabaricus, H. unitaeniatus e O. mykiss) a administracdo de um
vasoconstritor e de um vasodilatador em animais com as branquias intactas ocasionou
uma bradicardia e uma taquicardia reflexas, respectivamente. Tais respostas foram
abolidas em animais desnervados, portanto os barorreceptores sdo exclusivamente

branquiais nessas 3 espécies.
b. As pseudobranquias de O. mykiss ndo apresentam barorreceptores.

c. Similarmente a maioria dos vertebrados, as aferéncias barorreceptoras sao constituidas

pelos nervos glossofaringeo e vago (cranianos 1X e X) nas espécies em questao.

d. N&o existe diferenca na localizacdo dos barorreceptores e nas respostas barorreflexas

entre as especies de teledsteos estudadas.
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