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RESUMO

A importancia do sistema circulatério na homeostase dos diferentes animais é
incontestavel. Sabendo-se que um dos fatores basicos que determina o fluxo sanguineo é a
pressao arterial (Pa), a regulagdo a curto e longo prazo desta variavel é imprescindivel para que
as diversas funcbes da circulacdo sejam desempenhadas adequadamente. O reflexo
barorreceptor € um dos mais bem conhecidos mecanismos de controle rapido da Pa, fazendo
com que qualquer mudanca nessa variavel resulte em uma alteracéo inversamente proporcional
na frequéncia cardiaca (fn) e na resisténcia vascular sistémica, visando a normalizacéo
pressorica. Porém, outro fator que pode causar mudancas reflexas na fu € a concentracdo
ambiental de oxigénio, sendo a hipoxia relativamente comum em diversos ambientes aquéticos.
A resposta bésica a hipoxia, em teledsteos, é a diminuicdo da fy por quimiorreflexo; sendo
atribuida a esta bradicardia possiveis papéis fisioldgicos, como: melhorar a captacdo de
oxigénio e protecdo do miocardio. Assim, sabendo-se que tanto o baro quanto o quimiorreflexo
sdo fisiologicamente importantes para o animal e, em determinadas situacGes, podem
desencadear respostas antagonicas na fn, 0 presente trabalho teve como objetivo investigar se a
condicdo de hipoxia severa possui influéncia sobre a sensibilidade barorreflexa de tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus). Para isso, foram realizadas administracbes de fenilefrina e
nitroprussiato de sddio em animais na condigdo de normoxia e hipdxia severa; sendo a fq e a pressdo
arterial média na aorta ventral (Pva) continuamente registradas. A funcéo barorreflexa de todos os
animais foi, entdo, investigada por meio da anélise da curva sigmoide do reflexo barostatico e
0 ganho barorreflexo foi calculado por meio de equagdes propostas na literatura. O presente
estudo, o qual foi o primeiro a analisar o reflexo barostatico por meio da curva sigmoidal em
peixes, revelou que a hipoxia severa aumenta a sensibilidade barorreflexa de Tilapia-do-Nilo
(Oreochromis nilaticus), o que ocorre devido a um aumento da capacidade regulatéria do animal frente
a hipotensdo.

Palavras-chave: Barorreflexo; Bradicardia hipoxica; Teledsteo; Tilapia, Sistema Nervoso
Auténomo.



ABSTRACT

The importance of the circulatory system in homeostasis of different animals is
unquestionable. Given that one of the basic factors that determine blood flow is blood pressure,
the short- and long-term regulation of this variable is essential for the various functions of the
circulation to be performed adequately. The baroreceptor reflex is one of the most known
mechanisms of rapid control of blood pressure, causing any change in this variable to result in
an inversely proportional change in heart rate and in systemic vascular resistance, aiming at
pressure normalization. However, another factor that can cause reflex changes in heart rate is
the oxygen environmental concentration, with hypoxia being relatively common in several
aquatic environments. The basic response to hypoxia in teleosts is the reduction of heart rate by
chemoreflex; being attributed to this bradycardia possible physiological roles, such as
improving oxygen uptake and protection of the myocardium. Thus, with the knowledge that
both baro and chemoreflex are physiologically important for the animal and, in certain
situations, may trigger antagonistic responses in heart rate, the present study aimed to
investigate whether the condition of severe hypoxia has an influence on baroreflex sensitivity
of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Therefore, administrations of phenylephrine and
sodium nitroprusside were carried out in animals in the condition of normoxia and severe
hypoxia; being heart rate and mean arterial pressure in the ventral aorta continuously recorded.
Then, the baroreflex function of all animals was investigated by analysis of the sigmoid curve
of the barostatic reflex and the baroreflex gain was calculated by equations proposed in
literature. The present study was the first to analyze the barostatic reflex by means of the
sigmoidal curve in fish and revealed that severe hypoxia increases the baroreflex sensitivity of
Nile Tilapia (Oreochromis niloticus), which occurs due to an increase in the animal's regulatory
capacity against hypotension.

Key words: Baroreflex; Hypoxic bradycardia; Teleost; Tilapia; Autonomic nervous system.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - SISTEMA CIRCULATORIO, FLUXO SANGUINEO E PRESSAO ARTERIAL

O sistema circulatorio é fundamental para manutencdo da homeostase nos diferentes
animais, considerando que o mesmo tem a funcdo de suprir as necessidades dos tecidos
corporais. Ele é utilizado para transportar nutrientes, horménios, gases (como 0 oxigénio e o
dioxido de carbono) e agentes do sistema imune; bem como promover a remo¢do de produtos
metabolicos prejudiciais. O aporte sanguineo para cada um dos diferentes tecidos do organismo
é controlado, sobretudo, visando suas respectivas necessidades nutricionais. Porém, em alguns
6rgdos, a funcao do sistema circulatério estad além da manutencdo do suprimento nutricional.
Nos rins, por exemplo, ele é responséavel por fazer com que grandes volumes de sangue
percorram as unidades funcionais deste 6rgao e que a excrecdo de metabdlitos seja mantida
(HILL et al., 2012).

Os componentes basicos da circulacdo sdo (1) as artérias, as quais apresentam uma forte
parede vascular, visto que recebem o sangue bombeado pelo coragdo sob alta pressao; (2) as
arteriolas e metarteriolas, as quais possuem, também, forte parede vascular (sdo os ramos finais
do sistema arterial) e que, com sua capacidade de contracdo e relaxamento podem controlar o
fluxo sanguineo tecidual de acordo com suas necessidades; (3) os capilares, cujas paredes sdo
finas e bastante permeéaveis, visto que sdo neles que ocorrem as trocas de nutrientes e
metabdlitos entre o sangue, o intersticio e, consequentemente, o tecido; (4) as vénulas, as quais
recebem o sangue proveniente dos capilares e, progressivamente, juntam-se para formarem o
préximo e Gltimo componente do sistema: (5) as veias, que possuem paredes vasculares finas
e, além de conduzirem de volta para o coracao todo o sangue, atuam como um reservatério do
mesmo (RANDALL et al., 2000).

O fluxo sanguineo, o qual é a quantidade de sangue que circula em um determinado
ponto da circulacdo durante um intervalo de tempo, é determinado pela resisténcia vascular e
pelo gradiente de pressao entre as extremidades do vaso. Tal gradiente de presséo, responsavel
por impulsionar o sangue no interior dos diferentes vasos sanguineos, € gerado por um 6rgdo
contrdtil, o coracdo. J& a resisténcia vascular representa um impedimento ao fluxo sanguineo e
ocorre devido ao atrito entre a parede do vaso e o sangue circulante. Assim, a diminui¢do do
didametro do vaso aumenta a resisténcia ao fluxo sanguineo; sendo este, portanto, inversamente
proporcional a resisténcia do vaso, porém diretamente proporcional ao gradiente de presséo
presente no mesmo. A pressdo € alta na aorta, artéria que recebe diretamente o sangue

bombeado pelo coragdo, e cai progressivamente ao passar por toda circulagdo sistémica, até
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chegar proxima de zero ao final do sistema venoso (Fig. 1); dessa maneira, o fluxo sanguineo
consegue ser mantido (GUYTON; HALL, 2011).

Artérias pulmonares
Veias pulmonares

Capilares
Vénulas
Pequenas veias
Grandes veias
Veias cavas
Arteriolas
Capilares
Vénulas

Aorta

Grandes artérias
Pequenas artérias
Arteriolas

Wl

Sistémica Pulmonar

Figura 1. PressGes sanguineas normais nas diferentes partes do sistema circulatério de humanos na posi¢édo
horizontal. Fonte: adaptada de Guyton e Hill (2011).

Dada a importancia do gradiente de pressdo na determinacdo do fluxo sanguineo, é
necessaria a manutencado da pressdo arterial (Pa) em niveis adequados para que todas as fungoes
da circulacdo, incluindo a perfuséo adequada dos diferentes tecidos, sejam desempenhadas de
maneira apropriada. Tal Pa deve, portanto, ser suficiente para superar a resisténcia vascular
sem, contudo, se elevar demasiadamente, 0 que provocaria edemas, rompimento de vasos
sanguineos e outros danos ao organismo (LILLYWHITE, 1988; LILLYWHITE, 1996;
MAGDER, 2018).

Um dos principais fatores que influenciam a Pa é a resisténcia periférica total (RPT)
que, por sua vez, é determinada pelas vasoconstricdes e vasodilatacdes locais dos diferentes
tecidos e, em menor grau, pela viscosidade do sangue. Como ja mencionado, um dos principios
basicos do sistema circulatorio é a capacidade que cada tecido tem de controlar seu préprio
fluxo sanguineo de acordo com suas necessidades - o chamado controle local do fluxo
sanguineo. Tal controle pode ser agudo (caracterizado por vasoconstri¢cbes ou vasodilatacdes
das arteriolas, metarteriolas e esfincteres pré-capilares e ocorrendo dentro de segundos ou
minutos) ou de longo prazo (angiogénese; ocorrendo dentro de dias, semanas ou meses)
(RANDALL, 2000).

As alteragdes no didmetro e consequentemente na resisténcia dos vasos sanguineos
teciduais, caracteristicas do controle agudo do fluxo sanguineo, podem ser ocasionadas: (1) pelo
proprio metabolismo tecidual, (2) por substancias vasoativas derivadas das células endoteliais

gue revestem 0s vasos sanguineos, (3) por substéncias circulantes secretadas ou absorvidas
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pelos liquidos corporais, como horménios, e (4) pelo sistema nervoso autbnomo (SNA). Seja
qual for o fator envolvido, tais alteragdes podem influenciar diretamente a Pa do individuo
(MAGDER, 2018).

A influéncia do metabolismo local no fluxo sanguineo tecidual pode ser explicada por
duas teorias principais: a da vasodilatagéo e a da falta de oxigénio. Na primeira, quanto maior
a intensidade do metabolismo dos tecidos, maior a formacdo de substancias vasodilatadoras
(diéxido de carbono, adenosina, histamina e outras) pelas células dos mesmos. Ja na segunda,
a falta de oxigénio per se causaria vasodilatacao, visto que este é necessario para a manutengédo
da contracdo do masculo liso vascular (MAGDER, 2018; GUYTON; HALL, 2011).

As proprias celulas endoteliais também produzem diversas substancias que, em
respostas a estimulos quimicos e/ou fisicos, sao liberadas e afetam o didmetro vascular. O éxido
nitrico e a endotelina sdo exemplos importantes de um vasodilatador e um vasoconstritor,
respectivamente, sintetizados pelas células endoteliais (PALMER et al., 1987; IGNARRO et
al., 1987; YANAGISAWA et al., 1988).

Além das substancias produzidas pelas células teciduais, fatores humorais podem causar
alteracdes na resisténcia vascular, controlando o fluxo sanguineo tecidual e, dependendo da
magnitude, levando a alterag0es na Pa. A noradrenalina e a adrenalina (circulantes ou derivadas
das terminacGes do SNA simpatico), a angiotensina Il e a vasopressina sdo exemplos de
substancias circulantes vasoconstritoras; enquanto a bradicinina e a histamina, liberadas em
processos inflamatdrios, alérgicos ou de danos teciduais, sdo importantes vasodilatadores
(GUYTON; HALL, 2011).

Outro fator, além da RPT, influencia diretamente a Pa de um individuo: o débito
cardiaco (DC). O DC é o produto da frequéncia cardiaca (fu) pelo volume sistolico (VS), sendo
este ultimo a quantidade de sangue que deixa o coracdo a cada batimento cardiaco. Podemos
dizer, portanto, que o DC é a quantidade de sangue bombeada pelo coracdo a cada minuto
(HILL, 2012). Sabe-se que a soma das regulagdes locais do fluxo sanguineo de todos os tecidos
compdem o retorno venoso (quantidade de sangue que flui das veias para o coracdo a cada
minuto) e que este influencia diretamente o DC (MAGDER, 2016).

Assim, a Pa é uma variavel influenciada por diversos fatores, 0s quais encontram-se
sintetizados na Figura 2. Aumentos da volemia (e consequentemente do retorno venoso e VS),
da RPT e da fn resultam em uma elevacéo inicial da Pa, enquanto uma diminuicdo nesses fatores
tem resultado contrario. Dessa maneira, mecanismos finos de controle dessa variavel - atuando
em cada um dos fatores que a influenciam - devem existir para que o fluxo sanguineo e,

consequentemente, o equilibrio interno do organismo sejam mantidos (MAGDER, 2018).
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1.2 - CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL E O BARORREFLEXO

Dada a importancia da manutencdo da Pa em niveis adequados para que as inimeras
funcBes do sistema circulatério sejam mantidas, existem mecanismos de controle de curto e
longo prazo dessa variavel, os quais atuam de diferentes maneiras. Estes visam a estabilidade

da Pa frente a possiveis adversidades enfrentadas pelo individuo (RANDALL et al., 2000).
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Figura 2. Os diversos fatores que influenciam a pressdo arterial média, elevando-a (+) ou reduzindo-a (-). Fonte:
Adaptado de Moyes, 2010.

Os mecanismos de controle a longo prazo da Pa estdo intimamente relacionados com a
volemia, visto que para a sobrevida a longo prazo, é necessario que a ingestdo e a eliminacéo
de liquidos e de sais pelos organismos sejam balanceadas. Esta tarefa é desempenhada por
controles nervosos (como o da sede e apetite por sal), hormonais e pelos rins (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2004; GUYTON; HALL, 2011).

O aumento da Pa per se ja aumenta o débito urinario de 4gua e de sédio pelo rim (o que
é chamado de diurese e natriurese de pressdo, respectivamente). Além disso, existe outro
potente mecanismo pelo qual esse 6rgdo consegue regular a Pa: o sistema renina-angiotensina-
aldosterona. A renina € uma enzima proteolitica sintetizada pelas células justaglomerulares
renais em resposta a trés estimulos principais: elevagdo da atividade simpética, hipotensdo e
hiponatremia (VANDER, 1967; WEINBERGER et al., 1975). Por sua vez, ela € liberada na
corrente sanguinea e age sobre um substrato plasmatico — o angiotensinogénio —, levando a
formacéo de angiotensina I. Esta, porém, ndo é considerada um peptideo biologicamente ativo
e rapidamente é convertida em angiotensina Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA)
(GRIENDLING et al., 1993).
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Além de vasoconstricdo, a angiotensina Il tem importante influéncia nos rins
(estimulando diretamente a reabsor¢do de sddio nos tabulos renais), nas células da zona
glomerulosa da glandula adrenal (fazendo com as mesmas secretem aldosterona) e no sistema
nervoso central (SNC) (estimulando a sede e apetite ao sodio e a liberacdo de vasopressina pela
hipofise posterior). A aldosterona aumenta a reabsorcéo de sodio, nos tubulos distais e ductos
coletores renais; j& a vasopressina possui, basicamente, a fungcdo de aumentar a reabsorcao de
agua nessas mesmas regides. Dessa maneira, a acdo geral do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, em uma situacdo de hipotensdo, € fazer com que os rins retenham sédio e agua
(PEACH, 1977; GUYTON & HALL, 2011); elevando-se, assim, a Pa novamente até seus
valores fisiologicos. Em uma situacdo de aumento dessa variavel, a liberacdo de renina torna-
se reduzida, reduzindo a acdo de toda a cascata acima mencionada (GUYTON & HALL, 2011).

Enquanto os rins sdo 0s principais responsaveis pelo controle a longo prazo da Pa, o
controle rapido dessa varidvel é desempenhado majoritariamente pelo SNA, sendo o
barorreflexo um dos mecanismos mais bem conhecidos (RANDALL et al., 2000). Tal reflexo
é desencadeado por receptores de estiramento - 0s barorreceptores -, localizados, no caso de
Colossoma macropomum, e muito provavelmente nos demais teledsteos, nos arcos branquiais
(SANDBLOM; AXELSSON, 2005; ARMELIN et al., 2016). Estes respondem com rapidez as
alteracdes da Pa, aumentando ou diminuindo sua frequéncia de disparo (em casos de elevagéo
ou queda, respectivamente, dessa variavel) e enviando constantemente tais informacdes ao
SNC. Assim, quaisquer alteracdes na Pa produzem respostas extremamente rapidas visando a
normalizacdo dessa variavel. Tais respostas incluem: alteracdes da frequéncia e forca de
contracdo cardiacas e vasodilatagdo ou vasoconstricdo sistémica; alterando-se,
respectivamente, o DC e a RPT (BAGSHAW, 1985; SANDBLOM; AXELSSON, 2005;
ARMELIN et al., 2014; ARMELIN et al., 2016).

Todas as alteracdes supramencionadas produzidas pelo barorreflexo sdo desencadeadas
pelas duas vias antagdnicas do SNA: a simpética e a parassimpatica. A primeira opera
principalmente com a liberagéo de noradrenalina pelas suas terminagdes nervosas e interagéo
desta catecolamina com receptores adrenérgicos do tipo o ou f3; j& a atuacdo da segunda esta
associada a liberacdo de acetilcolina e interacdo desta com receptores muscarinicos. Os
receptores ar-adrenérgicos estdo presentes nos vasos sanguineos e sua ativacdo resulta em
vasoconstri¢do sistémica. Ja os receptores Pi-adrenérgicos e 0s receptores muscarinicos
colinérgicos localizam-se no coracdo e quando estimulados promovem aumento e diminuicao
da fn, respectivamente (LANDS et al., 1967; RUFFOLO et al., 1991; CAULFIELD, 1993).
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Tanto a via simpética quanto a parassimpatica possuem uma atividade basal, estando
continuamente ativas para a manutengdo das diversas funcdes fisiologicas do individuo. A
intensidade desta atividade basal é conhecida como ténus simpatico e tdnus parassimpatico,
respectivamente. Sendo assim, um aumento do toénus simpatico e/ou uma queda do tonus
parassimpatico acarretard em elevacdo da atividade cardiaca e vasoconstricdo periférica,
elevando-se a Pa; ja a queda desta variavel resulta dos efeitos contrarios (GUYTON; HALL,
2011).

1.3 -~ A CONCENTRACAO AMBIENTAL DE OXIGENIO E O QUIMIORREFLEXO

Outro fator capaz de causar alteracfes na fq de diversos animais é a concentracao
ambiental de oxigénio, sendo a solubilidade desse gas na agua inversamente proporcional a
temperatura (Fig. 3) (TRUESDALE et al, 1955; KRAMER et al., 1978; DIAZ; BREITBURG,
2009); sendo assim, determinados ambientes estdo sujeitos a variacbes sazonais na
concentragdo de oxigénio. Tal situagdo ¢ bem representada em corpos d’agua localizados em
regides tropicais do globo; visto que, nesses locais, a temperatura ambiental é bastante elevada

durante algumas estacdes do ano, especialmente durante o dia (HUTCHINS, 1947).
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Figura 3. Solubilidade do oxigénio (O2) na agua em diferentes temperaturas. Fonte: Imagem adaptada de
Truesdale (1955).

Além das alteragdes climéticas supracitadas, acdes antrdpicas tém contribuido para o
desenvolvimento de ambientes aquaticos hipdxicos. A entrada exacerbada de nutrientes —
provenientes da agricultura, por exemplo — e a eutrofizacao tém se tornado um problema, tanto
para ambientes marinhos quanto para os de 4gua-doce (DIAZ, 2001). A eutrofizagdo — causada
devido ao aumento, principalmente, de suprimentos de fosforo e nitrogénio em corpos d’agua

— @ caracterizada por um crescimento exacerbado de algas e plantas aquaticas; fazendo com que


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1546509808000010
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maiores quantidades de oxigénio sejam consumidas, tanto no desenvolvimento quanto na
decomposicdo destes individuos e, consequentemente, menor quantidade desse gas fique
disponivel para animais aquaticos, como os peixes (CORRELL, 1998; DIAZ, 2001). Assim, a
degradacédo de ambientes aquaticos causada pela eutrofizacéo pode resultar em grandes perdas
de espécies componentes, bem como no comprometimento de diversos servi¢cos ambientais e
recreativos que esses ecossistemas promovem (CARPENTER et al., 1998).

Em teledsteos, a resposta inicial a hipdxia é, basicamente, a diminuicdo da fu
(RANDALL; SHELTON, 1963; RANDALL, 1982; SUNDIN et al.,, 2000). A baixa
concentracdo de oxigénio estimula quimiorreceptores, localizados predominantemente nos
arcos branquiais, o que resulta em bradicardia reflexa (SUNDIN et al., 2000). O nivel de
diminuigdo da f+ varia de acordo com o grau de hipoxia que o ambiente apresenta, a temperatura
do mesmo e entre as espécies (TAYLOR et al., 1977; WOOD et al., 1979). Acredita-se que esta
bradicardia reflexa exerca importantes funcdes fisiologicas para o animal em situacdo de
hipoxia. A primeira delas seria a de melhorar a captacdo de oxigénio, devido a diminuicéo da
velocidade com que o fluxo sanguineo passaria pelas branquias, resultando em um longo
periodo de difusdo para que as trocas gasosas pudessem ocorrer (SATCHELL, 1960); ou,
segundo Randall (1982), devido ao aumento da pressdo de pulso que ocorre durante a
bradicardia hipdxica. Tal aumento, o qual ocorre por meio do mecanismo de Frank-Starling no
coragdo, elevaria o nimero de lamelas branquiais perfundidas (recrutamento lamelar),
aumentando assim a area para as trocas gasosas (FARREL, 2007).

Recentemente, outra funcdo fisioldgica tem sido atribuida para a bradicardia hipdxica:
a protecdo do miocardio; visto que a manutencdo de uma fy elevada requisitaria um maior
consumo de oxigénio pelo mesmo. Além disso, com a fw reduzida, o periodo em que o sangue
permanece no limen do coragdo — durante a diastole — é maior, 0 que aumentaria o tempo para

que a difusdo do oxigénio para o miocardio ocorresse (FARRELL, 2007).
1.4 — RELEVANCIA DO TEMA E MODELO EXPERIMENTAL ESCOLHIDO

Considerando que tanto o barorreflexo quanto o quimiorreflexo apresentam fungées
fisiologicas importantes para o animal e que em determinadas condigdes tais reflexos podem
levar a respostas antagbnicas — visto que se em uma situacdo de hipotensao arterial o animal
também for exposto a hipdxia ambiental, o reflexo barostatico podera gerar uma taquicardia
barorreflexa em oposicdo a bradicardia quimiorreflexa (Fig. 4) - o presente trabalho visa
investigar se a condi¢do de hipoxia ambiental possui influéncia sobre a sensibilidade

barorreflexa de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Fig. 5).



21

O presente estudo torna-se especialmente importante quando consideramos que 0 aumento
da temperatura global e dos corpos d’4gua geram, além da hipoxia aquatica, uma vasodilatagdo nos
animais (BURTON; TAYLOR, 1940; SMITH et al., 1978) — a qual pode gerar uma hipotensao
arterial que, por sua vez, desencadeia a ocorréncia das respostas barorreflexas e quimiorreflexas
antagobnicas supramencionadas (Fig. 4). Portanto, os resultados provenientes desta proposta de
pesquisa podem auxiliar na compreenséao de mecanismaos fisioldgicos fundamentais para entender a
suscetibilidade de animais aquaticos ao aquecimento global, devido a hipoxia que pode ser gerada
em consequéncia do mesmo. Além disso, existem poucos estudos acerca da sensibilidade
barorreflexa em peixes; 0 que torna os resultados provenientes deste estudo importantes para um

maior conhecimento acerca da fisiologia cardiovascular desse grupo.
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Figura 4. Esquema demonstrando as respostas barorreflexas frente as alteracfes da pressdo arterial (A), a resposta
quimiorreflexa frente a hipdxia em peixes (B) e possiveis respostas antagénicas (indicadas pelo asterisco) em caso
de hipoxia somada a situacéo de hipotensdo. Nota: FC, frequéncia cardiaca; VS, volume sistélico; RPT, resisténcia
periférica total. Os sinais de “+” indicam estimulo e os sinais de “-” indicam inibi¢ao da referida via.

As espécies do género Oreochromis sdo tolerantes a variagbes de diversos fatores
ambientais. A tilapia-do-Nilo, em especial, consegue viver em ambientes cuja temperatura é elevada
(FERNANDES; RANTIN, 1989) e a solubilidade de oxigénio reduzida (FERNANDES; RANTIN,
1989; VERHEYEN et al., 1994). Estas caracteristicas, juntamente com o fato de O. niloticus possuir
grande importancia comercial, torna-o um excelente modelo experimental, especialmente em

estudos que avaliem a fisiologia destes animais quando submetidos a hipdxia severa.
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Figura 5. Exemplar adulto de Oreochromis niloticus. Fonte: <http://fishbase.org/search.php>. Acesso em Janeiro de
2017.


http://fishbase.org/search.php
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2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar se a condicdo de hipdxia severa tem influéncia sobre a sensibilidade barorreflexa em

tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as altera¢fes da f frente a modificagfes pressoricas induzidas por farmacos
vasoconstritor e vasodilatador.

e Analisar se o barorreflexo, em Oreochromis niloticus, tem origem autonémica colinérgica.

e Determinar a sensibilidade barorreflexa de Oreochromis niloticus, nas condi¢des de normoxia

e hipdxia severa, e compara-las.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - 0OS ANIMAIS

Foram utilizados vinte espécimes de Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758), ambos
0S sexos, com massa de aproximadamente 231 + 9,04 gramas (Média + EPM). Os animais
foram mantidos em tanques de 500 litros sob fotoperiodo natural e abastecidos com agua sem
cloro, normoxica e temperatura que oscilava entre 20°C e 30°C. A &gua dos tanques era
substituida a cada 72 horas e a densidade populacional maxima por tanque de criacao foi de 10
individuos. Os mesmos eram alimentados em dias alternados até a saciedade, com ragédo
comercial para peixes (30% de proteina), exceto nas 72 horas que precediam a realizacdo dos
experimentos — evitando, assim, possiveis alteracdes metabdlicas induzidas pelo processo de
digestdo, bem como o acimulo de fezes nas cdmaras experimentais.

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Zoofisiologia Comparativa dos
Vertebrados, localizado na UNESP de Séo José do Rio Preto - SP, o qual possuia toda
infraestrutura necessaria; e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais dessa mesma
instituicdo (Protocolo 168/2017).

3.2 - PROCEDIMENTOS PRE-EXPERIMENTAIS

Para inducdo anestésica, os animais foram mantidos em solucdo aquosa de benzocaina
(100 mg.IY) até apresentarem perda de equilibrio e auséncia dos movimentos operculares. Apds,
os mesmos foram transferidos para uma mesa cirargica contendo um sistema de recirculagéo
de solugdo de benzocaina (50 mg.I"t) aerada; mantendo, assim, a constante irrigacdo das
branquias e manutencdo da anestesia, sem prejuizo das trocas gasosas dos individuos. Uma
canula de polietileno (PE20) foi inserida na artéria aferente do terceiro arco branquial dos
mesmos (Fig. 6) e avancada até a aorta ventral, conforme descrito por Sundin et al. (2000). Tal
canula encontrava-se preenchida com solugdo salina isoténica heparinizada (100 1U.ml™?) e foi
suturada a pele dos individuos para evitar sua possivel remoc¢do. Tal instrumentalizacdo
possibilitou tanto a realizacdo de administracdes farmacoldgicas quanto a aquisicdo da pressao
arterial média na aorta ventral (Pva) dos animais.

Ap0s a realizacdo dos procedimentos supracitados, houve irrigacdo das branquias dos
animais utilizando-se agua livre de anestésico até que os reflexos operculares reaparecessem.
Os mesmos foram, entdo, transferidos para camaras experimentais individuais com volume de

aproximadamente 25 litros (20 cm x 50 cm x 20 cm), as quais continham &dgua normoxica com
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temperatura de 25°C £ 0,125 e ndo possibilitavam o0 acesso dos peixes a superficie aquatica, a

qual é mais oxigenada.
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Figura 6. Esquema simplificado dos principais componentes vasculares das branquias de teledsteos (A) e
fotografia das branquias de um exemplar de Oreochromis niloticus evidenciando a canula de polietileno (PE20)
inserida na artéria aferente do terceiro arco branquial do mesmo (B). Nota: AB, arco branquial; ABA, artéria
branquial aferente; AFA, artéria filamental aferente; ABE, artéria branquial eferente; AFE, artéria filamental
eferente; VB, veia branquial; FIL, filamentos branquiais; LAM, lamela branquial. As setas indicam a direc¢do do
fluxo sanguineo. Fonte: (A) adaptado de Nilsson, 1986; (B) elaborada pelo autor.

Em seguida, a canula arterial inserida nos peixes foi conectada a um transdutor de
pressdo (PX600, Baxter Edwards, Irvine, CA, EUA), o qual era calibrado anteriormente a coleta
dos dados e ligado ao sistema de aquisicdo de dados BIOPAC MP100 (BIOPAC Systems,
Goleta, CA, EUA), permitindo assim registro continuo da Pva dos mesmos. A partir do sinal
pulsatil de tal Pva, houve também aquisicdo da fu. Ao findar dos procedimentos pré-
experimentais, os quais foram realizados em aproximadamente 30 minutos, foi aguardado um

periodo de 24 horas (recuperacao pos-cirurgica) anterior ao inicio dos experimentos.
3.3—PROTOCOLO EXPERIMENTAL: METODO DE OXFORD

Posteriormente & recuperagao cirlrgica, os dados (Pva e fw) de 08 animais (Grupo Normoxia)
foram monitorados até que permanecessem estaveis por 30 minutos, afim de se estabelecer os valores
controle de Pva e fu para determinacéo da sensibilidade barorreflexa pelo metodo farmacologico de
Oxford. Nesse periodo, os animais ndo foram perturbados por barulhos, vibragdes, contato
visual com o experimentador ou qualquer outro fator que resulte em estresse; além disso, ndo
houve alteracdo nas caracteristicas da agua ou da camara experimental.

Apos a aquisicéo dos dados controle, foram realizadas administracdes seriadas de cloridrato de
fenilefrina (10, 20, 40, 80 pg.kg™), o qual é um agonista az-adrenérgico, e de nitroprussiato de sodio (20,

40, 80, 160 ug kg™), o qual é um doador de dxido nitrico, via canula arterial, seguidas de um “flush” de
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0,2 ml de solucgdo salina isotonica para que os farmacos ndo ficassem retidos no interior da canula. Os
farmacos eram preparados pouco antes da infusdo a uma diluicio de 100 pg.ml? de solugdo
salina isotonica. Antes de cada nova administracdo, tempo suficiente era aguardado para que a
Pva € a fu dos animais retornem aos valores dos dados controle. E importante ressaltar que a
aquisicdo dos parametros considerados néo foi interrompida em nenhum momento.

Por ultimo, outro grupo de O. niloticus (N=8; Grupo Hipdxia) foi instrumentalizado,
como descrito nos procedimentos pré-experimentais, e submetido ao mesmo periodo de 24
horas de recuperacdo poés-cirdrgica. Porém, anteriormente a estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares, coleta dos dados controle e realizacdo das administracdes farmacoldgicas, 0s
animais foram submetidos a hipdxia severa (com pressdo parcial de oxigénio de
aproximadamente 30 mmHg) — o que foi alcancado borbulhando-se N2 por meio do sistema de
aeracdo. Tal pressdo parcial de oxigénio é baixa suficiente para as respostas desencadeadas pelo
quimiorreflexo ser observadas, porém ndo desencadeia prejuizos metab6licos aos animais, visto que a
pressdo critica de oxigénio encontrada para Oreochromis niloticus € de 18 mmHg (FERNANDES;
RANTIN, 1989). A pressdo parcial de O foi continuamente monitorada por meio de um analisador
(FAC 001-O2; FAC Instruments, Sao Carlos, Séo Paulo, Brazil).

Outro grupo de animais (N=4) teve seu SNA parassimpéatico bloqueado antes das
variaveis barorreflexas serem coletadas. Dessa maneira, ap0s a recuperacdo pés-cirurgica
destes animais, houve infusio de 1,5 mg.kg™ de atropina, o qual € um antagonista dos receptores
muscarinicos colinérgicos, e 40 minutos foram aguardados para que o fArmaco exercesse seus
efeitos. Houve, entdo, coleta dos dados por 20 minutos a fim de se estabelecer os valores
controle para os animais atropinizados e, apds, infusdo de fenilefrina (40 pgkg?) e de
nitroprussiato de sodio (80 pgkg?); sendo que este Gltimo s6 foi administrado apds as variaveis
cardiovasculares retornarem aos valores controle.

Teste para a verificacdo dos efeitos do veiculo dos farmacos (solugdo salina isotdnica)
foi realizado em 04 animais do grupo Normdxia e em 04 animais do grupo Hipoxia, escolhidos
de maneira aleatdria, cerca de dez minutos antes da aplicacdo do cloridrato de fenilefrina e do
nitroprussiato de sodio. Neste teste, ap0s a recuperacdo pos-cirurgica e coleta dos dados
controle por 30 minutos, houve infusdo de 1,6 ml.kg? de solugio salina isotdnica — maior
volume utilizado para aplicacdo de um dos farmacos — também seguida de um “saline flush” de
0,2 ml. Este teste teve como objetivo comprovar que as alteracbes nos parametros
cardiovasculares obtidas durante a aquisicdo dos dados ndo foram desencadeadas pelo veiculo

de infusdo dos farmacos, nem pelo estresse causado durante a administracdo dos mesmos.
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Ap0s coleta dos dados, a funcdo barorreflexa dos animais do grupo Norméxia (N=8) e
dos animais do grupo Hipdxia (N=8) foi investigada por meio da analise da curva sigmoide do
reflexo barostatico (Fig. 7) — como realizado por Hedrick et al. (2015). Com o uso do software
GraphPad Prism v6.0, foi construido um grafico, onde a Pva (contida no eixo das abscissas) foi
representada em relacéo a sua respectiva fy (contida no eixo das ordenadas) — utilizando-se 0s
valores controle e as respostas méximas de cada administragdo farmacoldgica. Estes dados
foram ajustados a uma fungéo logistica sigmoide de quatro variaveis, de acordo com a equacgéo
abaixo (KENT et al., 1972; REID, 1996).

_ (MAX - MIN) MiN
e = a ¥ trvajory *

fu — Frequéncia cardiaca representada no eixo das ordenadas.

MAX — fy maxima alcancada pelo barorreflexo.

MIN — fy minima alcancada pelo barorreflexo.

Pva — Presséo arterial média na aorta ventral representada no eixo das abscissas.
C — Pva quando a fn esta no ponto intermediario na curva.

B — Coeficiente de inclinacdo da porcéo linear da curva.
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Figura 7. Curva sigmoide do reflexo barostatico e principais informacgdes para sua andlise. Nota; A soma da
capacidade regulatoria frente a hipotenséo e da capacidade regulatoria frente a hipertensdo constituem a capacidade
regulatoria total do animal (alcance do barorreflexo ou “range”). Nota: fy, frequéncia cardiaca em batimentos por
minuto; Pva, pressdo arterial média na aorta ventral em kPa; MAX, fy maxima alcangada pelo barorreflexo; MiN,
fu minima alcancada pelo barorreflexo; C, Pva quando a fy esta no ponto intermediario na curva.
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O valor absoluto do ganho barorreflexo (Gso), quando a Pva € igual a C, foi calculado, para cada
animal, por meio da seguinte equacéo:
—B (MAX — MIN)

4C

Ganhogy =

Tal ganho foi, entéo, normalizado, possibilitando comparacdes entre os tratamentos, de acordo
com as equacdes abaixo. A primeira (1), proposta por Crossley I et al. (2003), onde foram utilizadas a
fn e Pva basais dos animais; e a segunda (2), proposta por Altimiras et al. (1998).
Pva

B
1) Ganho = Ganhozy — 2) Ganho =100——
(1) 50N 50 fu (2) 50N MIN

3.4 — ANALISE ESTATISTICA

As varidveis associadas a funcdo barorreflexa adquiridas no presente estudo (fu méxima, fu
minima, Pva quando a fy estd no ponto intermediario na curva, fy basal, Pva basal, coeficiente de
inclinacdo da porcao linear da curva, Gso € ganho barorreflexo normalizado) foram submetidas ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk para verificar se as mesmas apresentavam distribuicdo gaussiana.
Diferencas significativas existentes entre essas variaveis adquiridas nos animais em condigBes de
normoxia (N=8) e nos animais em condicdes de hipoxia (N=8) severa foram identificadas por meio de
um Teste t Ndo-pareado Bicaudal.

Os animais atropinizados (N=4) foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(resultando em dados paramétricos) e, apds, diferencas significativas na fy € na Pva destes animais foram
verificadas por meio de um ANOVA one-way para medidas repetidas seguido de um post-hoc de
Dunnet.

Para verificar possiveis influéncias do veiculo dos farmacos (solugdo salina isotonica) nas
varidveis fisiologicas estudadas, a f e a Pva dos animais submetidos & infuséo intra-arterial de solucéo
salina isotonica (N=4, Normdxia; N=4, Hipdxia), anteriormente e posteriormente a administracdo desta
solucdo, também tiveram sua parametricidade verificada por um teste de Shapiro-Wilk, e foram

comparadas por meio de um Teste t Pareado Bicaudal.
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4 — RESULTADOS

Como observado na figura 8, ap6s a infusdo de fenilefrina houve aumento na Pva, no
animal em normoxia (Fig. 8A) e no animal em hipdxia (Fig. 8B). Ja a infusdo do nitroprussiato

de sodio fez com que a Pva dos animais diminuisse, tanto em normoxia (Fig. 8C) quanto em

hipdxia (Fig. 8D).
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Figura 8. Registros originais da pressdo arterial média na aorta ventral (Pva) de dois Oreochromis niloticus
representativos: um em norméxia (A e C) e o0 outro em hipoxia (B e D). As setas indicam 0 momento da infusédo
dos farmacos fenilefrina (FE) a 20 pg.kg? (A e B) e nitroprussiato de sodio (NPS) a 40 ugkg™ (C e D).

Os efeitos da fenilefrina nas varidveis cardiovasculares dos Oreochromis niloticus estéo
expressos na Figura 9. A Pva dos animais ndo tratados foi de 3,66 + 0,21 em normoxia (Fig.
9A) e de 3,56 £ 0,22 em hipdxia (Fig. 9B). Apos infusdo de fenilefrina nos animais em
normoxia, tal variavel elevou-se para 5,15 + 0,27, 5,66 + 0,31, 6,05 + 0,42 e 6,45 + 0,41; na
primeira, segunda, terceira e quarta doses, respectivamente (Fig. 9A); enquanto nos animais
submetidos a hipoxia tais aumentos levaram a Pva para 4,13 £ 0,29, 4,67 £ 0,34, 5,27 £ 0,42 e
5,78 £ 0,45 (Fig. 9B). Todas as infusdes de fenilefrina desencadearam aumentos significativos
na Pva dos animais em relacdo a condicdo de ndo tratados, tanto em normdxia quanto em
hipoxia (Fig. 9A, B).

A fy dos animais ndo tratados foi de 44,17 £ 6,10 em normoxia (Fig. 9C) e de 25,09 £

1,50 em hipoxia (Fig. 9D). Apos infusdo de fenilefrina nos animais em normoxia, tal variavel
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reduziu-se para 25,33 + 3,78, 27,95 + 4,20, 27,43 + 3,41 e 31,09 * 3,42; na primeira, segunda,
terceira e quarta doses, respectivamente (Fig. 9C); enquanto nos animais submetidos a hipdxia
tais quedas levaram a fy para 19,88 + 1,94, 21,48 + 2,59, 20,28 £ 2,70 e 24,87 + 2,28 (Fig. 9D).
Todas as infusdes de fenilefrina desencadearam quedas significativas na fy dos animais em
normoxia em relagdo a condigdo de ndo tratados (Fig. 9C). Contudo, tais quedas ndo foram
significativas nos animais submetidos a hipéxia (Fig. 9D).
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Figura 9. Efeitos da fenilefrina nas varidveis cardiovasculares de Oreochromis niloticus, tanto em normoxia (A e
C; N=8) quanto em hipéxia (B e D; N=8), na situacdo de ndo tratados e durante as respostas maximas de cada
infusdo farmacolégica (fenilefrina a 10, 20, 40, 80 pg kg). Nota: Pya, pressdo arterial média na aorta ventral; fy,
frequéncia cardiaca em bpm. Os valores estdo expressos em Média + EPM. Um asterisco indica diferenca
significativa em relagdo a mesma variavel observada nos animais ndo tratados.

Ja os efeitos do nitroprussiato de sodio estdo expressos na Figura 10. A aplicacdo deste
farmaco causou reducdes na Pva para 3,12 + 0,25, 3,01 + 0,26, 2,89 + 0,21 e 2,75 + 0,25 nos
animais em normoxia (Fig. 10A) e 2,75 + 0,13, 2,47 + 0,14, 2,20 + 0,08 e 2,01 + 0,08 nos
animais submetidos a hipdxia (Fig. 10B); na primeira, segunda, terceira e quarta doses,
respectivamente. Todas as infusGes de nitroprussiato de sodio desencadearam quedas
significativas na Pva dos animais em relagdo a condi¢do de ndo tratados, com excecdo da
primeira dose em animais submetidos a normoxia (Fig. 10A, B).

Apbs infusdo de nitroprussiato de so6dio nos animais em normdxia, a fu dos animais
elevou-se para 64,47 £ 5,54, 67,31 + 5,14, 70,55 + 5,18 e 71,45 £ 5,05; na primeira, segunda,
terceira e quarta doses, respectivamente (Fig. 10C); enquanto nos animais submetidos a hipdxia
tais aumentos levaram a fy para 59,65 + 6,51, 67,84 £ 5,53, 70,85 + 5,91 e 64,65 + 6,18 (Fig.
10D). Todas as infus@es de nitroprussiato de sodio desencadearam aumento significativo na fx
dos animais, tanto em normoxia quanto em hipoxia, em relacdo a condicao de ndo tratados (Fig.
10C, D).
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Figura 10. Efeitos do nitroprussiato de s6dio nas varidveis cardiovasculares de Oreochromis niloticus, tanto em
normdxia (A e C; N=8) quanto em hipdxia (B e D; N=8), na situacdo de néo tratados e durante as respostas maximas
de cada infusdo farmacolégica (nitroprussiato de sddio a 20, 40, 80, 160 pg kg™?). Nota: Pyva, pressdo arterial média
na aorta ventral; fu, frequéncia cardiaca em batimentos por minuto. Os valores estdo expressos em Média £ EPM.
Um asterisco indica diferenca significativa em relaco & mesma variavel observada nos animais ndo tratados.

As curvas sigmoidais do reflexo barostético estdo expressas na Figura 11. Nota-se que,
além da curva sigmoidal média dos animais em hipoxia possuir inclinacdo maior, a mesma
apresenta fy basal reduzida. Os valores de cada variavel barorreflexa obtida a partir das curvas
sigmoidais geradas encontram-se na Tabela 1.

As variaveis adquiridas nos animais atropinizados estdo expressas na tabela 2. Nota-se que
apenas a Pva apos infusdo de fenilefrina apresentou diferenca significativa em relacdo aos dados
controle; ndo houve alterac@es significativas da fn frente as modificacdes pressoricas ocasionadas
pelos farmacos apo6s a infusao de atropina. Ja os resultados dos testes para verificacdo dos efeitos
do veiculo dos farmacos (solucdo salina isotbnica) estdo expressos na Tabela 3. Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (controle e salina) tanto nos animais submetidos a

normaxia quanto nos animais submetidos a hipdxia.
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Figura 11. Curvas sigmoidais de todos os animais (A e B) e curvas sigmoidais medias do reflexo barostatico (C e
D) obtidas utilizando-se a frequéncia cardiaca (fu) e a pressdo arterial média na aorta ventral (Pva) dos animais,
em normoxia (A e C; N=8) e em hipoxia (B e D; N=8). Nas curvas sigmoidais médias, os circulos pretos
representam os valores basais (animais nao tratados) e os circulos cinzas representam as respostas cardiovasculares
maximas aos tratamentos com fenilefrina e nitroprussiato de sédio. Os valores estdo expressos em Média = EPM.

Tabela 1. Variaveis cardiovasculares barorreflexas dos animais em normoxia (N=8) e hipoxia (N=8). Estes dados
foram obtidos a partir de curvas sigmoidais do reflexo barostatico, apds administracdes intra-arteriais seriadas de
fenilefrina e nitroprussiato de sddio.

Normoxia Hipdxia
Pva (kPa) controle 3,66 + 0,21 3,565 +0,22
fu (bpm) controle 44,25 + 6,17 25,09 £ 1,50*
fu méxima (bpm) (MAX) 81,04 £ 8,26 69,79 + 5,39
fu minima (bpm) (MIN) 26,88 + 3,32 21,14 +£1,95
Alcance do barorreflexo (bpm) 54,16 + 8,08 48,65 + 4,31
R? 0,97 £ 0,01 0,96 £ 0,01
Coeficiente de inclinagéo (bpm kPa?) (B) 15,17+ 2,81 24,96 + 4,95
Pva-so (kPa) (C) 3,64 +0,25 3,09+0,13
Gso (bpm kPa?) 57,35+ 12,90 100,80 + 24,23
Gn (Crossley I et al., 2003) 5,76 + 1,45 13,62 + 3,14*
Gn (Altimiras et al., 1998) 59,29 + 10,44 125,30 + 26,83*

Nota: Pva, pressdo arterial média na aorta ventral; fy, frequéncia cardiaca; R?, Coeficiente de correlagdo; Pya-so,
pressdo arterial quando a frequéncia cardiaca esta no ponto intermedidario da curva; Gso, ganho barorreflexo bruto;
Gn, ganho barorreflexo normalizado. Os valores estdo expressos em Média = EPM. Um asterisco indica diferenca
significativa em relacdo a mesma variavel observada nos animais em normaxia.
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Tabela 2. Efeito da fenilefrina (40 pg.kg™) e do nitroprussiato de sédio (80 pg.kg?) na frequéncia cardiaca (fu) e
na pressdo arterial média na aorta ventral (Pva) dos animais (N=4) antes e ap6s bloqueio autonémico
parassimpatico (colinérgico) com atropina.

Controle Pdés Fenilefrina Pés Nitroprussiato de Sédio
fn (bpm) 70,30 £ 4,07 70,19 +£4,23 73,54 + 3,82
Pva (kPa) 3,83+0,21 5,49 +0,33" 3,41+0,21

Nota: Os valores estdo expressos em Média + EPM. Um asterisco indica diferenca significativa em relacdo a
mesma varidvel observada nos animais ndo tratados.

Tabela 3. Frequéncia cardiaca (fu) e pressdo arterial média na aorta ventral (Pya) dos animais submetidos a
normoxia (N=4) e hipdxia (N=4), antes e apds administracéo de solugdo salina isotdnica.

Pré Salina Pés Salina

fu (bpm) (Norméxia) 43,83 £ 6,04 41,22 + 6,68
Pva (kPa) (Norméxia) 3,58 + 0,45 3,91+0,47
fu (bpm) (Hipo6xia) 24,26 + 2,65 27,61+2,29
Pva (kPa) (Hipdxia) 3,79+0,32 3,98+0,24

Nota: Os valores estdo expressos em Média £+ EPM. N&o houve diferenca significativa entre os valores antes e
apos administracdo de solucdo salina isotonica, tanto em animais em normoxia quanto naqueles submetidos a
hipoxia.
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5— DISCUSSAO
5.1 — CRITICA AOS METODOS

Em diversos estudos com peixes envolvendo mensuracfes pressoricas costuma-se aferir
a pressdo arterial média na aorta dorsal (Ppa) ou a Pva dos mesmos, como demonstrado no
trabalho de Axelsson e Fritsche (1994). No presente estudo optou-se pela aquisicdo da Pva (Fig.
12), pois para obtencéo da Ppa realiza-se uma perfuragdo no palato mole dos animais e, visto
que a tilapia-do-Nilo possui um corpo achatado lateralmente, o acesso a esta regido e posterior
insercdo de uma cénula ndo foi possivel. Além disso, a escolha sobre qual aorta ter sua Pa

aferida ndo influenciou os objetivos do presente trabalho, como explicado adiante.
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Figura 12. Localizacdo da aorta dorsal, aorta ventral e artéria branquial aferente em teledsteos. Nota-se que a
canula de polietileno foi inserida na artéria branquial aferente e avancada até a aorta ventral, para aquisicdo da
Pva. Nota: As setas indicam a dire¢do do fluxo sanguineo. Imagem modificada de Sandblom e Axelsson (2005).

Em truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) demonstrou-se que a Pva é cerca de 25%
maior que a Ppa (OLSON et al., 1997); o que é compreensivel, pois além de receber diretamente
0 sangue bombeado pelo coracdo do animal, o fluxo sanguineo na aorta ventral enfrenta
posterior resisténcia branquial, o que ndo ocorre com o fluxo sanguineo na aorta dorsal (Fig.
12). Sendo assim, poderia se especular que a infusdo de nitroprussiato de sédio causaria uma
reducdo menor na Pva em relagdo a Ppa (SANDBLOM, 2016); ja a fenilefrina causaria um
aumento de pressdo maior na primeira. Se isso ocorresse, haveria apenas um deslocamento da
curva sigmoidal referente a Ppa para a esquerda (Fig. 13), sem alteracdo da sensibilidade
barorreflexa; visto que, para a determinacao desta ultima, o relevante ndo € a mensuracdo da Pa
absoluta, mas sim sua variacéo e a influéncia desta sobre a fv. Além disso, trabalho realizado
Olson et al. (1997) demonstrou que apesar da Ppa ser maior que a Pva, a infusdo de
nitroprussiato de sédio desencadeou quedas de mesma proporgdo na pressdo sanguinea em

ambas as aortas.
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Figura 13. Curvas sigmoidais barorreflexas ilustrativas, demonstrando possivel deslocamento da curva sigmoidal
referente a afericdo da Ppa para a esquerda (linhas pontilhadas), caso os farmacos fenilefrina e nitroprussiato de
sodio tivessem diferentes efeitos na Pa da aorta ventral e da aorta dorsal.

5.2 — EFEITO DA HIPOXIA SOBRE O BARORREFLEXO EM TILAPIA-DO-NILO

O aumento e diminuicdo da Pva, causados pela administragdo de fenilefrina e
nitroprussiato de sddio (Fig. 8), respectivamente, ja eram esperados e ocorreram devido a acao
fisiologica destes farmacos: a fenilefrina € um agonista ai-adrenérgico que, ao interagir com
estes receptores nos vasos sanguineos, leva a uma vasoconstricdo sistémica e consequente
aumento da Pva (DOCHERTY; STARKE, 1981; RUFFOLO et al., 1991). Ja o nitroprussiato
de sddio € um doador de 6xido nitrico (potente vasodilatador), explicando-se a queda da Pva
apos infusdo do mesmo (KOWALUK et al., 1992). Tais modificacBes na Pva induzidas pelos
farmacos foram significativas (Figs. 9A; B e 10A; B), com exce¢do da primeira infusdo de
nitroprussiato de sodio (20 pg kg™) no grupo Norméxia (Fig. 10A). Como o nitroprussiato de
sodio desencadeia alteracdes menos intensas na Pa, € justificavel que a menor concentracédo
desse farmaco ndo tenha causado alteracdo significativa na Pva destes animais. Entretanto, a
taquicardia ocasionada por tal infuséo foi significativa (Fig. 10C), ndo comprometendo, assim,
a investigacao acerca da sensibilidade barorreflexa dos mesmos.

A fu do grupo Normoxia, de aproximadamente 45 bpm (Tabela 1), & semelhante a
encontrada em trabalho desenvolvido por Zeraik et al. (2013), também com O. niloticus.
Contudo, neste ultimo estudo, quando os animais foram submetidos a hipoxia severa, ndo houve
bradicardia significativa; o que pode ter ocorrido devido & instrumentalizagdo dos mesmos, a
qual foi mais extensa (insercdo de canulas bucal, venosa e operculares; e eletrodos de
eletrocardiograma), o que pode ter interferido no nivel de estresse, e consequentemente na fu,
dos mesmos.

As alteracbes pressoricas ocasionadas pelo farmacos desencadearam respostas

barorreflexas, havendo bradicardia ap6s a hipertensdo induzida pela fenilefrina e taquicardia
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apos hipotensdo induzida pelo nitroprussiato de sodio (Figs. 9 e 10). Tais modificagdes na fy
foram significativas, com excecéo da bradicardia barorreflexa apos a infusdo de fenilefrina no
grupo Hipoxia (Fig. 9D), o que é justificado pela baixa fn observada nos animais deste grupo
mesmo na condigéo de néo tratados. Esta fu basal reduzida nos animais submetidos a hipoxia esta
de acordo com outros diversos estudos realizados em teledsteos, onde a diminui¢do da concentra¢do
de O. leva a uma bradicardia quimiorreflexa, a qual ocorre devido a uma reducdo do tobnus
parassimpéatico (FARREL, 2007; LEITE et al., 2009; ZERAIK et al., 2013). E importante ressaltar
que ndo houve alteracdo significativa dos parametros cardiovasculares (fu e Pva) apos infusao de
solucdo salina isotonica (Tabela 3), comprovando que estas ndo foram desencadeadas pelo veiculo
de infusdo dos farmacos, nem pelo estresse causado durante a administracdo dos mesmos.

As alteragdes da fu observadas apos infusdo dos farmacos vasoconstritor (fenilefrina) e
vasodilatador (nitroprussiato de sodio) foram completamente abolidas com a administracéo de
atropina (Tabela 2), demonstrando que as respostas barorreflexas em O. niloticus s&o
desempenhadas exclusivamente pelo SNA parassimpatico. Tais resultados também podem ser
observados em trabalho realizado por Sandblom et al. (2016) com perca (Perca fluviatilis). Além
disso, estudos envolvendo outros teledsteos ja haviam demonstrado que a administracdo de
adrenalina causa aumento da Pa dos mesmos e bradicardia reflexa, a qual é inibida em animais
atropinizados (STEVENS et al., 1972; HELGASON; NILSSON, 1973). Estudo de Sandblom e
Axelsson (2005) em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) demonstrou que alteracdes pressoricas
induzidas pela oclusdo da aorta dorsal e da aorta ventral, separadamente, resultavam em alteracdes
reflexas da fy, as quais ndo ocorriam com a administracdo de atropina. Até mesmo no
elasmobranquio Squalus acanthias observou-se que o aumento da pressdo nos vasos branquiais
teve efeito cardioinibitorio, o qual desapareceu apds estes animais serem vagotomizados (LUTZ;
WYMAN, 1932).

No presente estudo, é possivel observar que a hipotensdo arterial engatilha alterac6es na
fu mais intensas que a hipertensao arterial (Fig. 11C, D). Essa maior sensibilidade barorreflexa
frente & hipotensdo foi também encontrada no trabalho de Sandblom et al. (2016) com o
teledsteo Perca fluviatilis, bem como em estudos envolvendo o anuro Rhinella schneideri
(ZENA et al., 2015), o jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) (HAGENSEN et al., 2010)
e a tartaruga-da-orelha-vermelha (Trachemys scripta) (CROSSLEY Il et al, 2015). Tais estudos
mencionados demonstraram também que 0 aumento da temperatura fez com que a sensibilidade
barorreflexa aumentasse nestes animais. Com excecdo do trabalho de Sandblom (2016), os

demais obtiveram os valores do Gso dos animais, normalizados (Gn) ou ndo (Tabela 4).
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Percebe-se que os valores dos ganhos barorreflexos, mesmo que normalizados, diferem
demasiadamente entre os animais estudados (Tabela 4). Isso ocorre devido a distancia
filogenética entre os mesmos, ja que pertencem a diferentes classes, e dificulta uma comparacgéo
fisiolégica e comportamental acerca da sensibilidade barorreflexa entre essas espécies.
Contudo, o elevado Gso em O. niloticus pode ser explicado devido a uma possivel
predominancia do controle cardiaco do reflexo barostatico em peixes. Embora o barorreflexo
atue na fy e na vasculatura periférica, em peixes as respostas vasomotoras parecem ser menos
eficientes. Estudos demonstraram que inclinagdes de 60° da serpente Notechis scutatus causam
queda inicial da Pa seguida de taquicardia e vasoconstri¢cdo periférica; esta Gltima atua na
elevacdo reflexa da Pa até os valores pré-inclinatérios (LILLYWHITE; SEYMOUR, 1978)
mesmo apods estabilizacdo da fu; ja quando o teledsteo Pomatomus saltatrix é submetido a
mesma inclinacdo, a Pa ndo é restaurada completamente (OGILVY; DUBOIS, 1982). Dessa
maneira, se um tele6steo é submetido a uma situacdo que cause modificacdes da Pa,
provavelmente o barorreflexo atuard de maneira mais intensa desencadeando alteracGes

inversamente proporcionais na fy, ao invés de ajustes vasomotores.

Tabela 4. Comparacdo entre 0s ganhos barorreflexos, normalizados ou ndo, de espécies pertencentes a diferentes
classes de vertebrados na condi¢do de normoxia.

Espécie T (°C) Gso Gn (1) Gn(2) Fonte

O. niloticus 25 57,35+ 12,90 576 +1,45 59,29 + 10,44 Presente trabalho
R. schneideri 15 7.27+1.44 1.33+0.30 - Zena et al. (2015)
R. schneideri 25 19.6 + 3.27 2.90+0.58 - Zena et al. (2015)
R. schneideri 30 244+ 415 345+0.84 - Zena et al. (2015)

T. scripta 3 14.99 £ 2.33 - 226.86 £ 35.90  Crossley et al. (2015)

T. scripta 13 19.47 £5.19 - 279.67 £ 60.1A  Crossley et al. (2015)
C. latirostris 15 -0.11 - - Hagensen et al. (2010)
C. latirostris 30 -0.19 - - Hagensen et al. (2010)

Nota: T, temperatura em graus Celsius; Gso, ganho barorreflexo; Gy, ganho barorreflexo normalizado - por equagdes
propostas por Crossley et al. 2003 (1) e Altimiras et al, 1998 (2).

Embora comparacédo da sensibilidade barorreflexa entre as diferentes espécies ndo seja
possivel, é importante notar a influéncia da temperatura nessa variavel. Em R. schneideri, T.
scripta e C. latirostris, 0 Gsoe 0 Gn aumentaram com a elevacao da temperatura (HAGENSEN
etal., 2010; CROSSLEY Il et al, 2015; ZENA et al., 2015); o que é compreensivel, visto que a
elevacdo da temperatura causa um aumento do metabolismo dos animais e uma perfusdao
adequada dos tecidos torna-se especialmente importante nessa situa¢éo, onde o consumo de O
encontra-se elevado (GOLLOCK et al., 2006; CLARK et al., 2008; FARREL et al., 2009).

No presente trabalho, o Gn, tanto por equagéo proposta por Altimiras et al. (1998) quanto
por Crossley Il et al. (2003), mostrou-se significativamente elevado nos animais submetidos a

hipoxia. Como visto anteriormente, a bradicardia quimiorreflexa € controlada pelo SNA
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parassimpatico e, assim, pelo tonus vagal (colinérgico). Ao ser submetido a hipdxia, o tonus
colinérgico do animal aumenta, o que causa uma diminuicdo da fu (RANDALL; SMITH, 1967;
LEITE et al., 2009; TAYLOR et al., 2014). Quando ocorre a infusdo de um vasoconstritor (nesse
caso, fenilefrina), a Pva deste mesmo animal aumenta e, por barorreflexo, o tonus colinérgico
aumenta ainda mais, o que causa reducdo da fu (GUYTON; HALL, 2011). Portanto, neste
momento, h4 uma bradicardia quimio e barorreflexa e o tonus colinérgico encontra-se bastante
elevado. Quando o nitroprussiato de sodio é administrado, a Pva do animal cai e, por barorreflexo,
o0 tonus colinérgico torna-se reduzido, o0 que causa aumento da f4. Tendo em vista que, em um
animal submetido a hipoxia, o ténus colinérgico ja esteja demasiadamente elevado, este possui uma
ampla faixa para reducéo quando ha infusdo do vasodilatador (o nitroprussiato de sodio), ampliando
a capacidade de produzir uma taquicardia barorreflexa.

Para que se compreenda 0 motivo do Gn em animais submetidos & hipoxia ser mais elevado
que nos animais em normoxia, é necessaria a abordagem do conceito de capacidade regulatoria.
Esta é representada pelo alcance do barorreflexo (ou “Range”), o qual é a diferenga entre a fy
minima e a fu méxima alcancadas durante o reflexo barostatico. Como demonstrado na Tabela 1,
ndo houve diferenca significativa no alcance barorreflexo, ou capacidade regulatoria, entre os
animais dos dois grupos (hipoxia e normdxia). Porém, observando-se as curvas sigmoidais médias
dos mesmos (Fig. 11B; D), nota-se que a capacidade regulatéria do animal frente a hipotenséo é
maior no grupo Hipdxia (pelo fato da fy basal destes animais estar reduzida) que no grupo
Normoxia.

Considerando-se que no presente estudo é possivel observar que a hipotensdo arterial
engatilha alteracGes na fn mais intensas que a hipertensdo arterial, € concebivel que o aumento
do Gn dos animais durante a hipdxia ocorra por dois fatores em conjunto:

e Maior sensibilidade barorreflexa dos animais frente a hipotenséo arterial.

e Aumento da capacidade regulatéria frente a hipotensdo, devido ao tonus colinérgico
encontrar-se mais elevado na condicdo de hipdxia ambiental e ter ampla capacidade de
reducdo para gerar taquicardia barorreflexa.

Sabe-se que as mudancas da fy frente a alteracdes pressoricas desempenham diferentes
fungdes fisioldgicas. Em caso de hipertenséo, a bradicardia barorreflexa faz com a sobrecarga
de pressao nos vasos sanguineos e possiveis rupturas e edemas sejam evitados, especialmente
em vasos de menor calibre (WEST; VAN VLIET, 1983). Ja a taquicardia associada a queda da
Pa tem como objetivo elevar esta varidvel até seus niveis adequados para que a perfusao
tecidual seja mantida (HEDRICK, 2015). Uma possivel funcdo fisiologica dessa maior

sensibilidade barorreflexa aliada a maior capacidade de produzir taquicardia frente a hipotensao,
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em animais submetidos a hipoxia, estaria na manutencao do suprimento nutricional dos diferentes
tecidos, especialmente em uma situacdo onde a quantidade de O é limitada e uma isquemia pode

ocorrer.

5.3 — CONSIDERACOES FINAIS

Em hipdxia, 0 Gn no teledsteo O. niloticus aumenta significativamente e, apos hipotensdo
induzida pelo nitroprussiato de sodio, a taquicardia barorreflexa supera a bradicardia
quimiorreflexa; com isso, poderia se questionar as possiveis fungdes fisioldgicas da bradicardia
hipdxica e contestar sua importancia. Porém, possivelmente as infusbes farmacoldgicas
desencadeiam hipo e hipertensdo mais intensas do que ocorreria em situacdes de adversidades
pressoricas encontradas no meio em que o animal vive. Dessa maneira, 0 barorreflexo, sem
influéncia dos farmacos, atuaria nos valores de Pva e fu mais proximos aos basais e, apesar de
uma hipotensdo gerar taquicardia, esta ndo levaria a uma fq demasiadamente superior a que o
animal apresenta na situacdo de hipdxia. Com isso, pode depreender-se que nessa condicdo
ambiental, a tilapia-do-Nilo tem a capacidade de manter os dois ajustes (baro e quimiorreflexo)
operando de maneira eficiente.

Além de fornecer informagdes fundamentais para a suscetibilidade desse animal a
hipdxia (a qual pode ser causada como consequéncia de um aumento da temperatura global), o
presente trabalho foi o primeiro a analisar o reflexo barostatico por meio da curva sigmoidal
em peixes; obtendo-se, assim, a f4 maxima e minima alcancadas pelo barorreflexo (representada

pelos platds de tais curvas) e tornando o valor calculado para o Gso mais confiavel.
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6— CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

e O barorreflexo, em tilapia-do-Nilo, tem origem autonémica colinérgica.

e A hipdxia severa causa aumento da sensibilidade barorreflexa nestes animais, o que ocorre
devido ao aumento da capacidade regulatoria dos mesmos frente a hipotenséo nessa condicao
ambiental.

e A possivel funcdo fisioldgica da sensibilidade barorreflexa ser maior em animais submetidos a
hipoxia é amanutengdo do suprimento nutricional para os diferentes tecidos em uma condi¢do onde

o suprimento de O; € limitado.
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