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“Para cada problema em fisiologia existe um animal
modelo adequado ao seu estudo”’.

(Schack August Steenberg Krogh)

“Nada em biologia faz sentido, exceto a luz da evolugcdo”’.

(Theodosius Hryhorovych Dobzhansky)



RESUMO

O sistema cardiovascular possui a fundamental funcdo de suprir as necessidades dos
tecidos corporais dos animais, fornecendo as células diversos elementos essenciais a seu
funcionamento e drenando substancias potencialmente nocivas (metabdlitos). Todos esses
fatores sdo transportados por meio do sangue, o qual tem sua propulsdo determinada por um
gradiente de pressao criado pelo coracdo. Além de promover a circulacdo, a pressao sanguinea
também é diretamente relacionada a manutencdo de varios outros processos fisiologicos,
fazendo com que a preservacdo dessa variavel em niveis satisfatorios seja pré-requisito para a
vitalidade de um organismo. Frente a essa necessidade de valores pressoricos ideais,
importantes mecanismos reguladores da pressdo sanguinea foram selecionados durante a
historia evolutiva dos vertebrados, e como importante exemplo temos o barorreflexo. Tal
reflexo se inicia com o monitoramento da pressdo arterial pelos barorreceptores, os quais
informam constantemente a condicdo dessa variavel ao sistema nervoso central, o qual é
capaz de alterar a frequéncia cardiaca e a resisténcia vascular sistémica de modo a normalizar
rapidamente a pressdo arterial caso seja necessario. Enquanto o funcionamento do
barorreflexo ja foi amplamente entendido e os barorreceptores pontualmente localizados em
mamiferos, essas questbes encontram-se pouco elucidadas e controversas em peixes,
originando o objetivo do presente trabalho: localizar os barorreceptores e suas aferéncias em
um teledsteo, o Colossoma macropomum. Para isso, foram analisadas a ocorréncia e a
eficiéncia do barorreflexo induzido por desbalanceamentos presséricos em peixes intactos
(IN), com o primeiro par de arcos branquiais desnervados (G1) e com os quatro pares de arcos
branquiais desnervados (G4). Os desbalanceamentos presséricos foram promovidos por meio
da administracdo do agonista aj-adrenérgico fenilefrina e do antagonista as-adrenérgico
prazosina, e o barorreflexo foi avaliado utilizando-se um eletrocardiograma que permitiu a
derivacdo da frequéncia cardiaca (bpm), da relacdo entre a frequéncia cardiaca pré- e pos-
administracdo farmacoldgica (%), do tempo decorrido até a resposta barorreflexa cronotropica
maxima (S) e da variabilidade total da frequéncia cardiaca (ms). Os resultados evidenciaram
que o reflexo barostatico encontrava-se atenuado no grupo G1, ao passo que inexistia no
grupo G4 — indicando que os barorreceptores localizam-se exclusivamente nos arcos
branquiais dos tambaquis e estéo distribuidos por todos eles.

Palavras-chave: Barorrecepcdo. Barorreceptores. Barorreflexo. Tambaqui. Teleosteo.



ABSTRACT

The cardiovascular system plays the fundamental role of supplying the needs of the
animals’ bodily tissues. It both provides the cells with a variety of elements that are essential
to their functioning and drains potentially harmful substances, such as metabolites. All of
these items are transported through the blood, the propulsion of which is determined by the
pressure gradient created by the heart. In addition to promoting circulation, blood pressure is
also directly involved in the maintenance of many other physiological processes, making the
preservation of this variable at satisfactory levels a prerequisite for an organism’s vitality. In
light of this need for ideal pressure levels, important mechanisms for blood pressure
regulation have been selected during the evolutionary history of vertebrates, and the
baroreflex serves as a clear example. These reflexes begin with the monitoring of arterial
pressure by baroreceptors, which constantly inform the central nervous system (CNS) of the
condition of this variable. The CNS is thus able to change heart rate and systemic vascular
resistance in order to normalize arterial pressure when necessary. Though the operation of the
baroreflex is already widely understood and though baroreceptors have been located in
mammals, these issues are not elucidated and remain quite controversial when it comes to
fishes. Thus, the objective of this work was to locate the baroreceptors and their afferences in
a teleost, the Colossoma macropomum. To do so, the occurrence and efficiency of the
baroreflex were analyzed when this mechanism was induced by pressure imbalancements in
intact fish (IN), fish with the first pair of gill arches denervated (G1) and fish with all four
pairs of gill arches denervated (G4). The pressure imbalancements were promoted by the
administration of the aj-adrenergic agonist phenylephrine and the aj-adrenergic antagonist
prazosin, and the baroreflex was assessed using an electrocardiogram that measured heart rate
(bpm), relation between pre- and post-pharmacological manipulation heart rates (%), the time
required to reach maximum chronotropic baroreflex response, and total heart rate variability
(ms). The results revealed that the barostatic reflex was attenuated in the G1 group and non-
existent in G4 group — indicating that baroreceptors may be exclusively located in the gill
arches of teleosts.

Keywords: Baroreception. Baroreceptor. Baroreflex. Tambaqui. Teleost.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacdo esquematica demonstrando a relacdo entre a &rea de secgdo
transversa vascular total (diretamente proporcional a resisténcia vascular) e a velocidade
linear do fluxo sanguineo (A), assim como a pressdao meédia do sangue em cada regido da
vasculatura sisttmica humana (B). Note que embora a &rea de seccdo transversal de um
capilar individual seja diminuta, a ocorréncia desse tipo de vaso no organismo € tdo grande
que sua area de seccdo transversa total é superior a de qualquer outro tipo de vaso. Fonte:
adaptada de Hill €t al. (2011).....cccoeiieiiieiee et 16

Figura 2 — Esquema demonstrando as algas de retroalimentacdo do barorreflexo frente as
situacOes de pressdo arterial reduzida e aumentada (A), e os efeitos das modificacfes da
pressdo arterial na taxa de disparo dos barorreceptores carotideos de mamiferos (modo pelo
qual esses receptores se comunicam com o sistema nervoso central) (B). DC: débito cardiaco;
RVS: resisténcia vascular sistémica; SNC: sistema nervoso central. Fonte: adaptada de
KIADUNGAE (2011). ..t bbb bbb 20

Figura 3 — Fotografia da bacia hidrografica amazé6nica (A) e de um exemplar adulto de
tambaqui, Colossoma macropomum (B). Fonte: (A) <http://www.america.de/wp-
content/uploads/rio-purus.jpg> Acesso em janeiro de 2015; (B) <GNU — General Public

iGN G . .ottt sttt ettt ettt ettt ittt ittt e et et e e e et nnnnnnnnnnn 23

Figura 4 — Fotografia de um exemplar de Colossoma macropomum obtida logo ap6s o
término da implantacdo dos eletrodos de eletrocardiograma e canula intraperitoneal. O
eletrodo de eletrocardiograma principal (+) esta conectado ao cabo vermelho, enquanto o
eletrodo de referéncia (-) estd conectado ao cabo branco. A cénula intraperitoneal esta
indicada pela seta. A pequena mangueira inserida na cavidade oro-branquial fornece ao peixe
solucdo de benzocaina aerada, mantendo a anestesia e as trocas gasosas do mesmo. Fonte:

elaborada PElO AULOT...........eiie e e 27



Figura 5 — Esquema do encéfalo e nervos cranianos de tambaqui (A), com 0s nervos
glossofaringeo (IX) e vago (X) em detalhe (B). As fotografias das autdpsias mostram que no
grupo G1 o nervo glossofaringeo e o primeiro ramo do nervo vago foram seccionados
bilateralmente (C) (D), enquanto que no grupo G4 o0s nervos seccionados foram o

glossofaringeo e todos 0s ramos branquiais do vago (E) (F). Fonte: adaptado de Milsom et al.

(2002). .ottt et Ee e Re Rt Re Rt et et e neentenrearenreares 28
Figura 6 — Eletrocardiograma de C. macropomum intacto e ndo tratado.
Fonte: elaborada Pelo @ULOT. ..........ccviiiiiicc e 29

Figura 7 — Representacdo esquematica demonstrando 0s grupos experimentais, o numero de
réplicas em cada grupo (N) e a ordem do protocolo experimental com o0s tempos de

recuperacdo. Fonte: elaborada pelo autor. ...........ccceiviiiiic e 30

Figura 8 — Graficos descritivos mostrando a fy dos animais intactos (IN), com o primeiro par
de arcos branquiais desnervados (G1) e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados
(G4). O asterisco indica diferenca significativa entre a fy anterior a administracdo de
prazosina e a fy quinze minutos ap6s a administracdo da mesma (Teste t pareado bicaudal;

p < 0,05). Fonte: elaborada pelo autor. ..........c.oociiiiiiiiiiiieie e 32

Figura 9 — fy de Colossoma macropomum antes e depois das manipula¢cdes farmacoldgicas.
O grafico apresenta informacdes acerca dos animais intactos (IN) (A), com o primeiro par de
arcos branquiais desnervados (G1) (B) e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados
(G4) (C). Valores que ndo compartilham uma letra superscrita sdo significativamente

diferentes (p < 0,05). Fonte: elaborada pelo aUtOr...........ccevvieiiiiniiiniseee s 33

Figura 10 — fy pdés administracdo farmacoldgica em porcentagem relativa a fy pré
administracdo farmacologica (fy pés / fy pre X 100), em animais intactos (IN) (A), com o
primeiro par de arcos branquiais desnervados (G1) (B) e com os quatro pares de arcos
branquiais desnervados (G4) (C). Valores que ndo compartilham uma letra superscrita sao
significativamente diferentes (p < 0,05); Um asterisco indica diferenca significativa para com

uma linha de base de 100%. Fonte: elaborada pelo autor. ..o 34



Figura 11 — Tempo decorrido até a resposta cronotropica barorreflexa méxima em animais
intactos (IN) e com o primeiro par de arcos branquiais desnervados (G1). Valores que néo
compartilham uma letra superscrita séo significativamente diferentes (p < 0,05). Ndo ha dados
acerca dos individuos submetidos a desnervacdo dos quatro pares de arcos branquiais (G4)

porque esses ndo apresentaram reflexo barostatico. Fonte: elaborada pelo autor. ................... 34

Figura 12 — Desvio padrdo dos intervalos R-R de Colossoma macropomum contidos nos 5
minutos que precederam as manipulagdes farmacoldgicas e nos 5 minutos que sucederam tais
manipulacdes (variabilidade total da fy). O grafico apresenta informac6es acerca dos animais
intactos (IN) (A), com o primeiro par de arcos branquiais desnervados (G1) (B) e com os quatro
pares de arcos branquiais desnervados (G4) (C). Valores que ndo compartilham uma letra
superscrita sdo significativamente diferentes (p <0,05). Fonte: elaborada pelo autor. ............. 35

Figura 13 — Graficos descritivos mostrando a fy dos animais intactos (IN), com a inervagéao
branquial exposta (SH) e intactos porém tratados com os veiculos dos farmacos (VE).

Fonte: elaborada Pelo QULOT. ...........ooiiiiiiieee e 36

Figura 14 — Localizacdo da artéria branquial aferente (A) e do sistema arteriovenoso
caudal (B) em teledsteos. Fonte: (A) Imagem modificada de Sandblom e Axelsson
(2005); (B) Esquema adaptado de <http://people.eku.edu/ritchisong/342notes2.htm>

ACESSO M JANEITO & 20L5... .. ittt 38

Figura 15 — Amplitude espectral da variacdo dos intervalos R-R em diversos momentos pos-
cirargicos em Myoxocephalus scorpius (A), e a modificagdo do desvio padrdo dos intervalos
R-R nesses mesmos momentos (B). A area da amplitude espectral € diretamente proporcional
a variabilidade da fy. Note que tal variabilidade é prejudicada pela cirurgia e retorna a

normalidade ao longo de cinco dias. Fonte: Campbell et al. (2004). ... 39

Figura 16 — Resultados do experimento-piloto acerca dos efeitos da fenilefrina (A) e
prazosina (B) na pressao arterial de tambaqui. Note que a infuséo de fenilefrina promoveu um
aumento da pressdo arterial acompanhado por uma bradicardia (observe a menor quantidade
de pulsos pressoricos), enquanto a prazosina induziu uma redugdo da pressdo arterial

acompanhada por uma taquicardia. Fonte: elaborada pelo autor. ...........cccocvvieevviie e, 40



Figura 17 — Tacogramas expressando a duracdo dos intervalos R-R de Colossoma
macropomum contidos nos 5 minutos que precederam as manipula¢des farmacoldgicas e nos
5 minutos que sucederam tais manipulac@es. Note a caracteristica ondulatoria dos tacogramas
similares as ondas vasomotoras de Mayer, assim como a abolicdo de suas influencias na fy
com a desnervagdo dos quatro pares de arcos branquiais (G4). As ondas de Mayer ja foram
descritas em um teledsteo por Wood (1974). Fonte: elaborada pelo autor. ...........c.cccccvvvennnee. 44

Figura 18 — Esquema sumarizando a localizacao dos barorreceptores nos principais grupos de
vertebrados estudados até a atualidade, quando em fase adulta. Fonte: adaptada de
BagSNaW (L1985). ...ttt 46

Figura 19 — Diagrama ilustrando a distribuicdo dos barorreceptores nos principais grupos de
vertebrados, suas inervacgdes e suas origens embrionarias. Circulos vermelhos: derivacdo do 3°
arco faringeo embrionério; Circulos amarelos: derivacdo do 4° arco faringeo embrionario;
Circulos verdes: derivagdo do 5° arco faringeo embrionério; Circulos azuis: derivacdo do 6°
arco faringeo embrionario; AF: arco faringeo embrionario; SRA: superficie de respiracdo

aérea. Fonte: adaptada de Milsom e Burleson (2007). .......cccoouevreieiieieeie e 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - fy (bpm) dos animais intactos (IN), falso-operados (SH) e tratados com
VL= (o101 (oI Y4 = TR OSSR 37

Tabela 2 — fy (bpm) pos-administracdo farmacoldgica em porcentagem relativa a fy pré-
administragdo farmacoldgica (fq pds-administracéo / fy pré-administracdo x 100) em animais
intactos (IN), submetidos a falsa operacéo (SH) e tratados com veiculo (VE). ......cc.ccccveuvne.e. 37

Tabela 3 — Tempo necessario (S) para que a respostas barorreflexas cronotropicas, induzidas
pelos desbalanceamentos pressoricos, atingissem o seu maximo. A tabela apresenta dados dos
animais intactos (IN) e submetidos a falsa operagdo (SH) apenas, visto que 0s animais
tratados com veiculo (VE) ndo apresentaram reflexo barostatico. ..........cccccevveveievcccincneneen, 37

Tabela 4 — Desvio padrao dos intervalos R-R (ms) de Colossoma macropomum contidos nos
5 minutos que precederam as manipulacdes farmacologicas e nos 5 minutos que sucederam
tais manipulacfes. A tabela apresenta dados dos animais intactos (IN), submetidos a falsa

operacao (SH) e tratados com VEICUIO (VE). ......oivivieeieiec e 37

Tabela 5 - Regifes barossensiveis em vertebrados, suas origens embrionarias

L [T A7 ot TSSOSO 46



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AF Arco(s) faringeo(s)
bpm Batimento(s) por minuto
cm Centimetro(s)

CAUNESP Centro de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista
DC Débito cardiaco

DP Desvio padrédo

EPM Erro padrdo médio

fu Frequéncia cardiaca

Gl Grupo de peixes com o primeiro par de arcos branquiais desnervados
G4 Grupo de peixes com 0s quatro pares de arcos branquiais desnervados
h Hora(s)

Hz Hertz

IN Grupo de peixes com o0s arcos branquiais intactos

kg Quilograma(s)

I Litro(s)

mg Miligrama(s)

min Minuto(s)

mmHg Milimetro(s) de mercdrio

ms Milissegundo(s)

mV Milivolt(s)

N NUmero de réplicas

PE20 Polietileno calibre 20

RVS Resisténcia vascular sistémica

S Segundo(s)

SH Grupo de peixes com as inervagdes branquiais expostas e ndo desnervadas
SNC Sistema nervoso central

SRA Superficie de respiracdo aérea

UNESP Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

VE Grupo de peixes intactos e tratados com os veiculos dos farmacos



SUMARIO

1 - INTRODUGAO ..ottt enes st 15
1.1 - O SISTEMA CARDIOVASCULAR E A PRESSAO SANGUINEA...........ccccovvvrrennn. 15
1.2 - CONTROLE DA PERFUSAO TECIDUAL E A PRESSAO ARTERIAL..................... 17
1.3 — MECANISMOS DE CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL........cccovvrvrrrnererinnen. 18
1.4— O BARORREFLEXO E AS REGIOES BAROSSENSIVEIS EM PEIXES................... 21
1.5 ACERCA DO MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO.......cc.ccoovevemeeinrerrinrirnrennions 23
2 = OBJIETIVOS ..o 25
3—MATERIAL E METODOS .......ooooeiiieieieeeseeteee e tesae s ses s, 26
B L= OS ANIMAIS ..ottt 26
3.2 — PROCEDIMENTOS PRE-EXPERIMENTAIS ......ovviriiririeeieneeeeeesiesseensssiesseensession, 26
3.3 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL......o.vvvmriieierineeeseeesisseesisssessessssesssssessessssssensenseons 29
3.4 — ANALISE DAS RESPOSTAS BARORREFLEXAS........coovvvmveiereriinressensiessessnnaon, 30
3.5 - TRATAMENTO ESTATISTICO (INFERENCIAL) DOS DADOS........cccovevrrrrnreene. 31
4 = RESULTADOS ......oooiieeteeeieeesseesees s ssssessesssssss s ssss s ssssssas s senss s 32
4.1 = GRUPOS IN, GLE G ..ot 32
4.2 = GRUPOS SH E VE ... eeeseee s nss st 36
B DISCUSSAQ ..ottt s et 38
5.1 — CRITICA AOS METODOS ........oooieeeeeeeieeee e see e ses e sesie s, 38
5.2 — 0 BARORREFLEXO E AS REGIOES BAROSSENSIVEIS EM TAMBAQUI........... 40
5.3 - EVOLUCAO DA BARORRECEPCAO EM VERTEBRADOS..........ccooovverrnrrrrnneane. 45
B — CONCLUSODES.........cooiiieeeeeeteceee ettt 48

7 —REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooiiiiieeeeeeeieeee e 49



15

1 - INTRODUCAO
1.1 - O SISTEMA CARDIOVASCULAR E A PRESSAO SANGUINEA

O sistema cardiovascular possui a fundamental fungdo de suprir as necessidades dos
tecidos corporais dos animais, transportando rapidamente oxigénio, didéxido de carbono,
nutrientes, metabdlitos, horménios, agentes do sistema imune, calor e outros fatores para todo
0 corpo. Isso faz desse sistema um dos grandes responsaveis pelo funcionamento 6timo de um
organismo, pois mantém um ambiente apropriado em todos os tecidos para que as células
possam sobreviver e realizar suas funcées (HILL et al., 2012).

O sangue, tecido conjuntivo liquido pelo qual os diversos fatores citados acima sdo
transportados, € conduzido através de vasos sanguineos e sua propulséo € determinada por um
gradiente de pressdo criado, nos vertebrados e em alguns invertebrados, por um 06rgdo
contrétil que atua como bomba, o coracdo (HILL et al., 2012). Esses vasos sanguineos podem
apresentar caracteristicas morfofuncionais distintas, motivo pelo qual os mesmos sao
classificados de acordo com o exposto abaixo, baseado em Guyton e Hall (2011):

e Artérias: constituem a fase inicial do transporte sanguineo, recebendo o sangue bombeado
pelo coracdo a altas pressfes e direcionando-o para todas as partes do corpo (figura 1).
Além de promover a circulacdo sanguinea, a pressdo arterial também esta intimamente
relacionada a varios processos fisiologicos, como a filtragdo glomerular renal,
movimentacdo de plasma do sangue para 0s espacos intersticiais através do endotélio
capilar, manutencéo do fluxo linfatico, entre outros.

e Arteriolas e Metarteriolas: sdo os ramos finais do sistema arterial, 0s quais possuem seu
diametro constantemente controlado pelos tecidos adjacentes de acordo com as demandas
metabolicas dos mesmos, regulando o fluxo sanguineo liberado para os capilares que 0s
irrigam. Tanto as artérias quanto as arteriolas e metarteriolas possuem paredes vasculares
robustas e com espessa camada de musculo liso.

e Capilares: sdo ductos ultrafinos e muito permeaveis, cuja principal funcdo e permitir a
difusdo de gases respiratorios, liquidos, nutrientes, eletrdlitos, hormdnios e outras
substancias entre o0 sangue e os tecidos circundantes. A regido capilar é a que mais possui
resisténcia vascular e, portanto, a que mais promove reducdo da pressdo sanguinea
proveniente do sistema arterial — essa resisténcia também é responsavel por fazer com que
o fluxo sanguineo capilar seja lento, permitindo uma maior difusdo dos fatores

supracitados (figura 1).
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e Veénulas: coletam o sangue dos capilares e coalescem progressivamente formando as veias
que transportam o sangue de volta ao coracdo. Por fazerem parte da circulacdo pos-capilar
apresentam pressdo sanguinea baixa, porém quase sempre suficiente para promover o
retorno venoso (figura 1). As vénulas e veias possuem paredes pouco robustas e com

camada reduzida de musculo liso.
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Figura 1. Representagcdo esquematica demonstrando a relagdo entre a area de seccdo transversa vascular total
(diretamente proporcional a resisténcia vascular) e a velocidade linear do fluxo sanguineo (A), assim como a
pressdo média do sangue em cada regido da vasculatura sistémica humana (B). Note que embora a &rea de secgao
transversal de um capilar individual seja diminuta, a ocorréncia desse tipo de vaso no organismo é tdo grande que
sua area de seccdo transversa total é superior a de qualquer outro tipo de vaso. Fonte: adaptada de Hill et al. (2011).

Para que a perfusdo de 6rgdos e tecidos seja mantida, a pressdo arterial deve ser
suficiente para superar a resisténcia ao fluxo sanguineo derivada de toda a vasculatura, assim
como para sobrepujar a forca da atracdo gravitacional naqueles vasos em que o fluxo
sanguineo € ascendente (LILLYWHITE, 1996; GUYTON; HALL, 2011). Contudo, tal
pressdo também ndo pode ser demasiadamente alta, sob a pena de provocar edemas,
imbalanco hidroeletrolitico, rompimento de vasos sanguineos e danos severos a 0rgéos
particularmente sensiveis a hipertensdo (como os rins e o encéfalo) (GUYTON; HALL, 2011;
KLABUNDE, 2011).

Dessa forma, é simples deduzir que a preservagdo da pressdo arterial em valores ideais
trata-se de uma condicdo sine qua non para a manutencdo das funcbes de um organismo,
condicdo que muito provavelmente impds pressdes seletivas ao longo da historia evolutiva
dos vertebrados, induzindo a fixacdo dos importantes mecanismos reguladores da pressao

arterial que séo atualmente conhecidos.
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1.2 - CONTROLE DA PERFUSAO TECIDUAL E A PRESSAO ARTERIAL

Antes de detalhar os mecanismos de controle pressorico, € importante entender a
regulacdo da perfusdo sanguinea tecidual e sua relacdo com a pressao arterial. Sabe-se que a
magnitude do fluxo sanguineo para os tecidos ndo é constante, pois caso fosse, 0 mesmo teria
de ser mantido alto o suficiente para suprir as necessidades teciduais ainda que em momentos
de elevada atividade metabolica — situacdo que poderia exigir um fluxo de sangue maior do
que o coracdo é capaz de bombear. Assim, o fluxo sanguineo para cada tecido é precisamente
mantido no nivel minimo necessario para o suprimento de suas necessidades, fazendo com
que a carga de trabalho do coracédo seja sempre a menor possivel (GUYTON; HALL, 2011).

O controle do fluxo sanguineo tecidual é realizado por meio de constricGes e
dilatacdes das metarteriolas, que podem ser induzidas tanto por substancias vasoativas
secretadas pelos tecidos adjacentes quanto por um déficit nutricional local per se. A primeira
possibilidade ocorre quando o aumento metab6lico tecidual reduz a disponibilidade de
nutrientes no local, situacdo que induz as células a liberarem substancias vasodilatadoras que
se difundem até as metarteriolas e promovem um aumento do fluxo sanguineo naquela regido.
Ja a segunda possibilidade é caracterizada por uma vasodilatagdo ocasionada apenas pela
escassez nutricional local, que faz com que o musculo liso das metarteriolas perca tonificacdo
até que o maior fluxo sanguineo nutrifique os tecidos novamente (GUYTON E HALL, 2011).

Severas demandas por trabalho cardiaco podem ser impostas pelo controle do fluxo
sanguineo tecidual, como verificado em situacGes de exercicio fisico e digestdo por exemplo.
Durante o exercicio, a resisténcia vascular nos musculos esqueléticos encontra-se
extremamente baixa devido a alta atividade metabodlica desses tecidos, 0 que aumenta o fluxo
sanguineo para 0s mesmos e, consequentemente, exige um maior trabalho cardiaco — pois a
guantidade de vasos dilatados é muito grande (LAUGHLIN, 1999). Semelhantemente, em
periodo pés-prandial, a taxa metabdlica do sistema gastrointestinal encontra-se aumentada por
conta dos diversos processos mecanicos e fisiologicos relacionados ao modus operandi da
digestdo (a chamada acdo dinamica especifica), o que resulta em uma dilatacdo na enorme
guantidade de vasos sanguineos que o sistema gastrointestinal possui (SECOR, 2009).

A vista do exposto, as vasodilatacbes e vasoconstricdes locais promovidas pelo
controle do fluxo sanguineo tecidual podem alterar significativamente a pressao arterial de um
individuo, de acordo com a magnitude das modificagbes na resisténcia vascular. E
considerando que as demandas teciduais oscilam de forma ininterrupta, fica estabelecido mais
um motivo pelo qual os mecanismos de controle da pressdo arterial sdo requeridos para

manter a perfusdo sanguinea adequada em todo o organismo, qualquer que seja 0 momento.



18

1.3 — MECANISMOS DE CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL

Os mecanismos de controle da presséo arterial visam manter a estabilidade pressorica
frente as indmeras situacGes e adversidades que podem altera-la, garantindo que todas as
funces fisioldgicas relacionadas a essa variavel ndo sejam prejudicadas. Esses mecanismos
podem atuar a longo ou a curto prazo, cada qual operando em cendrios préprios, de formas
diferentes e com participagdo de mediadores distintos.

A regulacéo a longo prazo da presséo arterial é intimamente relacionada ao balanco
hidroeletrolitico de um organismo, com uma atuacéo que se inicia dentro de minutos a horas,
e tendo como principais controladores 0s mecanismos neurais da sede e do apetite por sal, o
sistema rins-liquidos corporais e 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona (LENT, 2002;
GUYTON; HALL, 2011). A ingestdo de sal e agua possui grande impacto na pressao arterial,
basicamente porque a osmolaridade e o volume do meio extracelular possuem relacdo direta
com a volemia. Portanto, o controle da sede e do desejo por sal realizado pelo sistema nervoso
central, com base nas informacdes captadas por osmorreceptores e mecanorreceptores que
monitoram a osmolaridade e o volume do sangue, € particularmente importante para manter o
equilibrio hidrossalino e, consequentemente, a presséo arterial de um individuo (LENT, 2002).

Apesar do controle da ingestdo hidrossalina, ha situacées em que o volume sanguineo
aumenta em demasia e eleva a pressao arterial, 0 que induz um aumento na excrecao de sais e
agua pelos rins — a chamada natriurese e diurese por pressao. Esse aumento na excre¢do de sal
e agua tende a normalizar a pressdo arterial, e ocorre pelo simples fato de a intensidade da
filtracdo glomerular ser diretamente proporcional a pressdo de perfusdo sanguinea dos rins
(GUYTON; HALL, 2011). Concomitantemente atua a vasopressina, hormonio hipofisario
cuja quantidade secretada é inversamente proporcional a pressdo arterial. Esse hormonio
reduz a excrecao hidrica renal por favorecer a reabsorcdo de dgua nos tubulos dos néfrons, o
que resulta em uma atenuacdo da perda de volume sanguineo em situacdes de hipotensdo.
Além de restringir a queda pressorica derivada da perda de volume sanguineo, a vasopressina
ainda suscita uma moderada vasoconstricdo sistémica que aumenta a pressédo arterial. Como
praticamente ndo ha secrecdo de vasopressina quando a pressdo arterial estd elevada, a
excrecdo hidrica renal ndo se encontra inibida por esse horménio nesses momentos
(KLABUNDE, 2011).
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O sistema renina-angiotensina-aldosterona completa os principais mecanismos de
regulacdo a longo prazo da presséo arterial. A cascata de rea¢Ges desse sistema se inicia com a
secrecdo de renina pelas células justaglomerulares renais em periodos de hipotensdo. Essa
enzima é secretada na corrente sanguinea e age sobre o angiotensinogénio plasmatico dando
origem a angiotensina |, que por sua vez € convertida em angiotensina Il por uma enzima
especializada presente no endotélio dos vasos sanguineos pulmonares. A angiotensina Il tem
poderosa acao vasoconstritora, ela também inibe a excrecdo hidrossalina renal e induz a
liberacdo de aldosterona pelo cortex da adrenal — horménio que também possui efeito
inibitorio sobre a excre¢do renal de sal e agua (KLABUNDE, 2011).

Apesar da existéncia de pouca informacdo sobre a presenca dos mecanismos até aqui
mencionados em espécies ndo pertencentes a classe dos mamiferos, é sabido que todos os
vertebrados osmorreguladores possuem formas de manter o balanco hidroeletrolitico de seu
organismo, realizando um controle a longo prazo da pressdo arterial por meio da modulagéo
da ingestdo e excrecdo de sal e &gua (HILL et al., 2012).

Diferentemente dos mecanismos que atuam a longo prazo, a regulacdo a curto prazo
da pressao arterial opera dentro de milissegundos a minutos, e é mediada exclusivamente pelo
sistema nervoso autbnomo. Também conhecida por barorreflexo, tal regulacdo tem inicio no
monitoramento da pressdo arterial por barorreceptores, 0s quais possuem conexdes neurais
aferentes para o cérebro, e proveem constantemente ao sistema nervoso central informagoes
sobre o estado dessa variavel. Qualquer aumento ou reducdo da pressdo em relacdo a seu
ponto de funcionamento normal promove uma resposta extremamente rapida, caracterizada
principalmente por: (1) alteracdo da frequéncia cardiaca e da forga contréatil do coracdo, de
forma a modular a quantidade de sangue que esse Orgdo envia para a circulacdo a cada
minuto, o chamado débito cardiaco; (2) vasodilatacdo ou vasoconstricdo sistémica, que
tendem a retornar a pressdo arterial ao seu estado normal modificando a resisténcia vascular
(figura 2) (KLABUNDE, 2011).

A taquicardia, a bradicardia e as regulaces vasomotoras associadas aos barorreflexos
sdo respostas induzidas pelo sistema nervoso autdnomo através de duas vias antagbnicas, a
simpatica e a parassimpatica, que operam respectivamente por meio da liberacdo de
noradrenalina e acetilcolina pelas suas terminages nervosas (RANDALL et al., 2000). O
aumento reflexo da presséo arterial é ocasionado por uma diminuicéo do ténus parassimpatico
cardiaco aliado a uma ampliacdo do ténus simpatico cardiaco e vascular, que resulta em
vasoconstricdo sisttmica e elevacdo da frequéncia cardiaca / forca de contratilidade
miocardica. Em contrapartida, a reducéo reflexa da pressao arterial é consequéncia dos efeitos
inversos (figura 2) (KLABUNDE, 2011).
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Figura 2. Esquema demonstrando as alcas de retroalimentacdo do barorreflexo frente as situacfes de pressdo
arterial reduzida e aumentada (A), e os efeitos das modificacGes da pressdo arterial na taxa de disparo dos
barorreceptores carotideos de mamiferos (modo pelo qual esses receptores se comunicam com o sistema nervoso
central) (B). DC: débito cardiaco; RVS: resisténcia vascular sistémica; SNC: sistema nervoso central. Fonte:
adaptada de Klabunde (2011).

Tais respostas sdo desencadeadas pela interacdo da noradrenalina e da acetilcolina com
receptores especificos, particularmente os a;-adrenérgicos, B;-adrenérgicos e 0s muscarinicos-
colinérgicos — sendo que os dois primeiros apresentam afinidade pela noradrenalina e o Gltimo
pela acetilcolina. Os receptores aj-adrenérgicos estdo localizados na vasculatura sistémica e
quando estimulados promovem vasoconstricdo, ja 0s receptores [i-adrenérgicos e
muscarinicos-colinérgicos sdo encontrados no coracdo e modulam a frequéncia cardiaca,
aumentando-a ou diminuindo-a, respectivamente, quando estimulados (RANG et al., 2007).

A atuacdo do barorreflexo é tdo rapida e eficiente que até mesmo alteracbes minimas
na pressao arterial, derivadas de oscilagcdes praticamente irrisérias na demanda por fluxo
sanguineo de algum 6rgéo ou tecido, induzem modificacBes cronotrépicas que podem ocorrer
no periodo compreendido entre um batimento do cora¢do e outro. Assim, como as demandas
por fluxo sanguineo de dérgdos e tecidos oscilam constantemente, 0 mesmo acontece 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. Ha outros fatores que também podem exercer grande influéncia sobre
essa variabilidade, tais como a arritmia sinusal respiratéria e o quimiorreflexo, porém o
barorreflexo constitui um de seus componentes majoritarios (ALTIMIRAS, 1999).

Finalmente, ressalta-se que a regulacdo a curto prazo da pressdo arterial parece ser
evolutivamente conservada nos vertebrados, atuando como acima descrito em uma grande
guantidade de animais dos taxons inclusos nesse subfilo, excetuando-se os ciclostomados
(BAGSHAW, 1985; WEST; VAN VLIET, 1994; NILSSON, 2011; TAYLOR et al., 2014).
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1.4 — O BARORREFLEXO E AS REGIOES BAROSSENSIVEIS EM PEIXES

As primeiras suspeitas acerca da existéncia do barorreflexo em peixes séo advindas de
trabalhos que verificaram a ocorréncia de bradicardia em resposta a estimulacdes branquiais
em elasmobranquios e teledsteos. McWilliam (1885) observou que estimulacBes elétricas,
mecanicas, quimicas e térmicas nas branquias de Anguilla anguilla induzia uma bradicardia
reflexa de origem autonémica, a qual podia ser abolida por desnervacfes branquiais.
Similarmente, Lutz (1930) constatou que estimulacdes elétricas e mecanicas realizadas nas
branquias e no coracdo de Scyllium canicula também resultavam em uma bradicardia
transiente, determinada por um aumento na atividade parassimpatica vagal.

Apos alguns anos, valendo-se de uma metodologia que permitia a manipulacdo da
perfusdo sanguinea nas branquias, Lutz e Wyman (1932a) demonstraram a ocorréncia de uma
reducdo na frequéncia cardiaca relacionada ao aumento abrupto da pressdo de perfuséo
branquial em Squalus acanthias. Quase concomitantemente, Irving et al. (1935) revelaram
uma proporcionalidade direta entre a taxa de disparo das inervagfes branquiais e a pressao
arterial em S. acanthias e Mustelo canis, que de acordo com os resultados de Sudak e Wilber
(1960), Opdyke et al. (1972) e Ogilvy e Dubois (1982) ndo parece ter relagdo com
mecanismos de controle pressérico. Décadas depois, Mott (1951) deu continuidade a pesquisa
de McWilliam (1885), confirmando que a estimulacdo elétrica das inervagdes branquiais ou
do ramo cardiaco do vago ndo so incitava uma bradicardia, mas também diminuia a pressao
arterial em A. anguilla.

Apesar dos estudos supracitados fornecerem poucos indicios que relacionem o0s
fendmenos observados com o barorreflexo, eles evidenciaram a existéncia de um controle
rapido da frequéncia cardiaca em elasmobranquios e teledsteos, que é essencial para a
ocorréncia de regulacdo a curto prazo da pressdo arterial — além da possivel presenca de
barorreceptores nas branquias. As primeiras evidéncias que sugeriram a presenca de controle
a curto prazo da pressao arterial em peixes foram resultantes de observacbes secundarias,
feitas durante estudos farmacologicos que possuiam outros objetivos centrais. Esses estudos
verificaram, em Oncorhynchus kisutch, O. nerka, Ophiodon elongatus e Gadus morhua, que
administracdes de agonistas adrenérgicos produziam um aumento na pressao arterial que era
seguido de uma bradicardia transitoria de origem parassimpatica (RANDALL; STEVENS,
1967; STEVENS et al., 1972; HELGASON; NILSSON, 1973) — algo que foi corroborado
posteriormente por Wood e Shelton (1980).



22

Nesse meio tempo, Ristori (1970) e Ristori e Dessaux (1970) induziram um aumento
na pressdo sanguinea intrabranquial em Cyprinus carpio e mostraram que tal manipulacéo
resultava em uma bradicardia reflexa, a qual era passivel de abolicdo pelo antagonista
muscarinico-colinérgico atropina ou pela desnervacdo do ramo cardio-visceral do vago. Um
resultado similar foi obtido mais tarde por Sandblom e Axelsson (2005), que por meio de
oclus@es temporérias das aortas ventral e dorsal, reduziam e aumentavam a pressdo sanguinea
intrabranquial de O. mykiss, produzindo uma taquicardia ou bradicardia reflexa. Juntos, esses
estudos indicaram que, assim como Lutz (1930) e Lutz e Wyman (1932a) haviam
demonstrado para elasmobranquios, a possivel localizacdo dos barorreceptores em teleGsteos
seria 0s arcos branquiais.

Bagshaw (1985) comenta que as artérias cardtidas e 0s corpos adrticos sao as areas
responsaveis pela barorrecepcdo na maioria dos vertebrados terrestres, cujas aferéncias séo
constituidas pelos nervos glossofaringeo e vago. Essas &reas barossensiveis originam-se,
respectivamente, do terceiro e quarto arcos faringeos embrionarios, os quais também déo
origem aos dois primeiros arcos branquiais dos peixes — estruturas homologas que
compartilham inclusive as mesmas inervagdes (nervos glossofaringeo e vago) (MILSOM,;
BURLESON, 2007). Assim sendo, caso 0s barorreceptores dos peixes estejam de fato
localizados nas branquias, a homologia comentada acima permitird a realizacdo de
importantes inferéncias acerca da evolucao da barorrecepcéo em vertebrados.

A despeito dos esforcos, ainda ha muito que se investigar acerca do controle a curto
prazo da pressdo arterial em peixes, inclusive no que diz respeito a localizacdo de seus
barorreceptores, pois apesar de grande parte dos estudos acima indicarem as branquias como
provavel sitio barossensivel, essa questdo ainda se mantém pouco elucidada e controversa.

Tal controvérsia é estabelecida pelo fato de estimulacGes realizadas diretamente nas
branquias ou em suas inervac¢des, como na metodologia de McWilliam (1885), Lutz (1930) e
Mott (1951), serem capazes de induzir bradicardia por conta da excitagdo das aferéncias de
quimiorreceptores branquiais, visto que os mesmos podem desencadear tal resposta quando
estimulados em algumas espécies (FLORINDO et al., 2006; LEITE et al., 2007; LOPES et al.,
2010). Além disso, a manipulacdo direta da pressdo sanguinea intrabranquial, como realizada
por Lutz e Wyman (1932a), Ristori (1970), Ristori e Dessaux (1970) e Sandblom e Axelsson
(2005), ndo se trata de uma metodologia adequada para verificar se 0s barorreceptores sao
exclusivamente branquiais, pois manipulacGes pressoricas nessa regido também alteram a

pressdo de toda a vasculatura anterior e posterior a elas, onde pode haver barorreceptores.
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Dessa forma, a presente pesquisa se insere no contexto com o principal objetivo de
verificar se os barorreceptores realmente se localizam exclusivamente nos arcos branquiais de
um teledsteo (o tambaqui, Colossoma macropomum), por meio do emprego de uma
metodologia mais adequada que aquelas utilizadas até entdo. Contribuindo para a elucidacéao
dos mecanismos de controle a curto prazo da pressdo arterial em peixes, resolucdo de

controvérsias e entendimento da evolucéo da barorrecepgéo.

1.5- ACERCA DO MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO

O tambaqui é um teledsteo que habita as planicies aluviais da bacia amazonica,
ambiente muito susceptivel a hipdxia (figura 3). A concentracdo de oxigénio presente nos
corpos d’agua dessa bacia geralmente é comprometida pela eutrofizacdo derivada da grande
guantidade de matéria organica ali presente, e somado a isso, a vegetacdo extremamente densa
da Amazonia muitas vezes tem efeito inibitorio sobre a fotossintese aquatica (KRAMER et
al., 1978). Florindo et al. (2006) e Sundin et al. (2000) demonstraram que, assim como outros
teledsteos, os tambaquis apresentam uma forte reducdo da frequéncia cardiaca quando
submetidos a hipoxia, condicdo que pode reduzir o débito cardiaco e gerar uma drastica
hipotensdo nesses animais. Porém, de acordo com os resultados de Sundin et al. (2000), a
pressdo sistémica do tambaqui € minimamente afetada pela bradicardia hipdxica, o que
caracteriza esse animal como um excelente barorregulador e, consequentemente, um modelo
experimental que estd em consonancia com o Principio de August Krogh para estudos que

envolvem regulacéo a curto prazo da pressao arterial em peixes (KREBS, 1975).

Figura 3. Fotografia da bacia hidrogréafica amaz6nica (A) e de um exemplar adulto de tambaqui, Colossoma
macropomum (B). Fonte: (A) <http://www.america.de/wp-content/uploads/rio-purus.jpg> Acesso em janeiro de
2015; (B) <GNU — General Public Licence>.
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Outro motivo para a escolha dessa espécie se sustentou no fato de que o recente
aumento da temperatura global pode modificar severamente os corpos d’agua que os
tambaquis habitam. Essa condicao eleva a atividade e a abundancia de uma grande variedade
de microrganismos aquaticos, o que resulta em uma reducdo ainda maior na concentracdo de
oxigénio e em uma ampliacdo da disponibilidade de metabdlitos bacterianos toxicos na agua,
como o sulfeto de hidrogénio (AFFONSO et al., 2002; ANTTILA et al., 2013). Além disso, 0
calor também promove um aumento no metabolismo dos peixes, 0 que juntamente a possiveis
contaminacfes ambientais com xenobioticos, podem induzir profundas alteracbes nas
demandas teciduais por fluxo sanguineo, de forma a comprometer a estabilidade do sistema
cardiovascular desses animais. Contudo, o melhor entendimento da fisiologia dessa espécie
torna-se muito importante para a fundamentacdo de estudos posteriores relacionados a

tolerancia desse peixe as mudancgas ambientais e a sua conservacao.
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2 - OBJETIVOS

a. Determinar a localizacdo dos barorreceptores em Colossoma macropomum,

verificando se 0s mesmos séo intrabranquiais, extrabranguiais ou de localizagdo mista.

b. Caso sejam estritamente branquiais ou de localizagdo mista, investigar a possibilidade
de 0s mesmos se encontrarem restritos a um unico arco branquial ou dispersos por

todos os arcos branquiais.

c. Confirmar se as aferéncias da barorrecepc¢do correspondem aos nervos glossofaringeo

e vago (cranianos 1X e X), assim como na maioria dos vertebrados.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - 0OS ANIMAIS

Foram utilizados 32 espécimes de C. macropomum (Cuvier, 1818) de ambos 0s sexos,
com massa de 229,7 + 6,8 gramas (média £ EPM), obtidos no Centro de Aquicultura da
Universidade Estadual Paulista (CAUNESP, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil). Os animais
passaram por um periodo de aclimatacdo minimo de dois meses em tanques de 500 litros sob
fotoperiodo natural, abastecidos com agua sem cloro, normoxica (apresentando uma pressao
parcial de oxigénio proxima de 140 mmHg, mantida por meio de aeragdo constante), com
potencial hidrogenidnico de aproximadamente 6,5 e temperatura que oscilava entre 20°C e
30°C. A 4gua dos tanques era substituida a cada 72 horas e a densidade populacional maxima
por tanque de criacdo foi de 10 individuos.

Os animais foram alimentados até a saciedade em dias alternados com racdo comercial
para peixes (32% de proteina), exceto nas 72 horas que precediam a realizacdo dos
experimentos, de forma a evitar a eliminacdo de fezes na camara experimental e impedir a
ocorréncia de alteracdes metabdlicas decorrentes da digestdo. Além disso, devido a possiveis
influéncias das variagdes ambientais sazonais nas variaveis fisiologicas da espécie estudada,
0s experimentos foram suspensos durante o inverno. A presente pesquisa foi realizada no
campus de Sdo José do Rio Preto da Universidade Estadual Paulista (UNESP), mais
especificamente no Laboratério de Zoofisiologia Comparativa dos Vertebrados do
Departamento de Zoologia e Botanica. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da instituicdo supracitada
(Protocolo 056/2013).

3.2 - PROCEDIMENTOS PRE-EXPERIMENTAIS

Para inducdo anestésica, os peixes foram mantidos submersos em solucdo aquosa de
benzocaina (100 mg.l™") até apresentarem perda de equilibrio e auséncia de movimentos
operculares. Posteriormente, eles foram transferidos para uma mesa cirdrgica com um sistema
de recirculacdo de solucéo de benzocaina, aerada e de concentragdo menor que a anterior (50
mg.I""), a qual irrigava as branquias dos animais constantemente para manter a anestesia.
Entdo, dois eletrodos-agulha de eletrocardiograma foram implantados nos peixes, 0 primeiro
(+) ventralmente entre os opérculos e o coragdo, e o0 segundo (-) lateralmente alguns

centimetros acima da nadadeira pélvica — como descrito por Glass et al. (1991). Objetivando-se
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a administracdo de farmacos, uma cénula PE20 preenchida com solugdo salina 0,9% foi
inserida na cavidade peritoneal dos animais atraveés de uma puncdo por agulha realizada um
centimetro abaixo do eletrodo de referéncia, de acordo com os procedimentos empregados por
McKenzie et al. (2007). Tanto os eletrodos quanto a céanula foram suturados a pele dos

animais (Figura 4).

Figura 4. Fotografia de um exemplar de Colossoma macropomum obtida logo apds o término da implantagdo
dos eletrodos de eletrocardiograma e canula intraperitoneal. O eletrodo de eletrocardiograma principal (+) esta
conectado ao cabo vermelho, enquanto o eletrodo de referéncia (-) estd conectado ao cabo branco. A céanula
intraperitoneal esta indicada pela seta. A pequena mangueira inserida na cavidade oro-branquial fornece ao peixe
solugdo de benzocaina aerada, mantendo a anestesia e as trocas gasosas do mesmo. Fonte: elaborada pelo autor.

Depois da implantacao dos eletrodos de eletrocardiograma e da cénula intraperitoneal,
0 opérculo dos animais foi mantido aberto com um afastador autostatico e uma pequena
incisdo foi realizada no epitélio do teto opercular logo acima do primeiro e segundo arcos
branquiais, permitindo acesso as inervacdes das branquias — nervo craniano 1X
(glossofaringeo) e nervo craniano X (vago) (Figura 5AB). Para a desnervacdo do primeiro
arco branquial (grupo G1, N = 8), o nervo craniano IX e 0 ramo pretrematico do nervo
craniano X que inerva o referido arco foi cuidadosamente exposto e cortado com uma tesoura
oftalmologica (Figura 5 CD). Semelhantemente, para desnervagdo branquial completa (grupo
G4, N = 8), as inervacOes de todos os arcos branquiais foram expostas e seccionadas (nervo
craniano IX e ramo pretrematico do nervo craniano X que inerva 0s gquatro arcos branquiais)
(Figura 5 EF). No grupo intacto (grupo IN, N = 8) a cavidade opercular ndo passou por

nenhum procedimento.



28

Houve também a preparacdo de outros dois grupos experimentais, o sham-operated
(grupo SH, N = 4) e o veiculo (grupo VE, N = 4). No primeiro as inerva¢des branquiais foram
expostas e ndo transeccionadas, enquanto no segundo a cavidade opercular e as inervacoes
foram mantidas intactas. E importante salientar que C. macropomum n&o apresenta
pseudobrénquias, e que os ramos cardiaco e visceral do nervo vago foram mantidos intactos
em todos os casos (Figura 5 A-F). Os métodos para desnervacdo foram inteiramente baseados
nos estudos de Sundin et al. (2000), Milsom et al. (2002), Florindo et al. (2004) e Florindo et
al. (2006). Ao final dos experimentos, todas as desnervacdes foram confirmadas post-mortem

por autdpsia e fotografadas.
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Figura 5. Esquema do encéfalo e nervos cranianos de tambaqui (A), com os nervos glossofaringeo (1X) e vago
(X) em detalhe (B). As fotografias das autépsias mostram que no grupo G1 o nervo glossofaringeo e o primeiro
ramo do nervo vago foram seccionados bilateralmente (C) (D), enquanto que no grupo G4 os nervos seccionados
foram o glossofaringeo e todos os ramos branquiais do vago (E) (F). Fonte: adaptado de Milsom et al. (2002).

Ao findar dos procedimentos supracitados os animais foram transferidos para camaras
experimentais individuais com volume de 20 litros (20 cm X 50 cm X 20 cm), abastecidas
com &gua sem cloro, normoxica (apresentando uma pressdo parcial de oxigénio proxima de
140 mmHg, mantida por meio de aeracdo constante), com potencial hidrogeniénico de
aproximadamente 6,5 e temperatura de 25,2 + 0,1°C (média £ EPM; mantida com auxilio de
um aquecedor com termostato). Essa agua era constantemente renovada a uma taxa de 100
ml.min! para evitar o acimulo de qualquer metabélito na mesma, e o fotoperiodo dos animais
foi mantido permitindo-se a entrada de luz solar pelas janelas do laboratorio.
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Em prosseguimento, os eletrodos fixados aos peixes foram conectados a um sistema
de aquisicdo de dados BIOPAC MP36, o qual permitiu a aquisicdo continua do
eletrocardiograma dos mesmos (Figura 6) — coletado a uma taxa de amostragem de 1000 Hz,
com um filtro passa-altos de 10 Hz para eliminar a interferéncia da respiracdo no sinal. O
cabo de aterramento do eletrocardiograma era acoplado a uma placa de aco inoxidavel
localizada no fundo da cdmara experimental. Logo ap6s o término dos procedimentos pré-
experimentais, os quais foram realizados em ~25 minutos, 0s animais passaram por um

periodo de recuperagdo pds-cirdrgica de 24 horas anteriormente ao inicio dos experimentos.
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Figura 6. Eletrocardiograma de C. macropomum intacto e ndo tratado. Fonte: elaborada pelo autor.

3.3—-PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Posteriormente a recuperagdo pdés-cirargica, o eletrocardiograma dos animais foi
coletado e monitorado até que a frequéncia cardiaca (fy) dos mesmos permanecesse constante
por 30 minutos. Logo apés, 100 pg.kg™? do agonista o;-adrenérgico fenilefrina (Sigma-
Aldrich — concentracdo de 100 pg.ml™) foi administrado in bolus via canula intraperitoneal,
seguido da infusdo de 0,4 ml de solucdo salina isotbnica para que o farmaco nao ficasse
contido no interior da mesma, e a aquisicdo do eletrocardiograma perdurou por mais 15
minutos. Posteriormente, os animais foram submetidos a outro periodo de recuperacdo de 24
horas para que as variaveis fisiologicas dos mesmos retornassem aos valores observados antes
da administracao farmacoldgica.

No dia seguinte, o eletrocardiograma dos animais foi novamente monitorado por 30
minutos verificando-se a estabilidade da fy, e logo em seguida 1 mg.kg™ do antagonista -
adrenérgico prazosina (Sigma-Aldrich — concentragdo de 0,5 mg.ml™) foi administrado in
bolus via canula intraperitoneal, também sucedido de 0,4 ml de solug&o salina isotonica e 15
minutos de aquisicdo de dados. As administragfes de fenilefrina e prazosina tiveram a
finalidade de induzir imbalangos na pressdo arterial dos animais (aumenta-la e reduzi-la,
respectivamente) para que a via cronotropica do barorreflexo pudesse ser observada. Os
grupos IN, G1 e G4 foram submetidos ao protocolo experimental até aqui descrito — assim
como o grupo SH, com o qual se objetivou verificar se a simples exposi¢do das inervagoes

branquiais ao ambiente externo ndo produzem efeito nas variaveis e respostas observadas.
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Para verificar se houveram efeitos induzidos pelo excipiente dos farmacos utilizados
ou pelo estresse relacionado a administracdo dos mesmos, o grupo VE foi submetido a um
protocolo experimental praticamente idéntico ao acima descrito, apenas substituindo-se a
infusdo de fenilefrina e prazosina pelos seus veiculos puros. A administracdo de fenilefrina foi
substituida por 1 ml.kg™ de solugdo salina isotdnica, enquanto a de prazosina foi substituida
por 2 ml.kg™ de solucdo salina isotonica alcodlica (5%). Todo o delineamento experimental

encontra-se resumido no esquema abaixo (Figura 7).

Grupo IN (N = 8)

Grupo G1 (N = 8) nst s
Grupo G4 (N = 8) nstrumentagdo |

Grupo SH (N = 4)

24h . 24h
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Experimento Autopsia dos
com Prazosina | grupos Gl e G4

24h Experimento 24h Experimento
Grupo VE (N =4) | Instrumentacdo |—®| com Veiculoda —®{ com Veiculo da
Fenilefrina Prazosina

Figura 7. Representacdo esquematica demonstrando 0s grupos experimentais, 0 ndmero de réplicas em cada
grupo (N) e a ordem do protocolo experimental com os tempos de recuperagdo. Fonte: elaborada pelo autor.

3.4 — ANALISE DAS RESPOSTAS BARORREFLEXAS

As respostas barorreflexas induzidas pelas infusGes farmacoldgicas foram analisadas,
em todos os grupos experimentais, de diversas maneiras. Inicialmente, a fy dos animais foi
derivada do eletrocardiograma e os valores foram plotados em gréaficos descritivos, para
permitir uma observacdo completa dos resultados obtidos durante todo o protocolo
experimental. Apds, a média dos cinco minutos que antecederam as administracdes
farmacoldgicas e o valor de maior modificacdo na fy contido nos cinco minutos que
sucederam tais administracfes (menor fy para o experimento com fenilefrina e maior fy para o
experimento com prazosina) foram plotados em graficos comparativos e utilizados na
realizacdo dos métodos estatisticos inferenciais. Ainda levando em conta esses valores, foi
calculado para cada farmaco e grupo experimental, o valor da fy pds-administracdo
farmacoldgica em relacdo a fy pré-administracdo, em porcentagem, por meio da equagéo
abaixo — 0 que oportunizou a analise das respostas barorreflexas sem a interferéncia das

influéncias que as desnervacdes possuem na fy.

fu p6s administracdo farmacoldgica

x 100 (9
fu pré administracao farmacolbdgica (%)
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Como uma forma de acessar a eficiéncia do reflexo barostatico, o tempo necessario
para que as respostas cronotropicas induzidas pelos desbalanceamentos pressoricos atingissem
0 seu maximo também foi analisado, observando-se o tempo compreendido entre as infusdes
farmacologicas e a maior modificacdo na fy contida nos cinco minutos apos tais infusdes
(menor fy para o experimento com fenilefrina e maior fy para o0 experimento com prazosina).

Por fim, considerando a relagdo existente entre o barorreflexo e a variabilidade da fy,
foi calculado o desvio padrdo da duracdo dos intervalos R-R contidos nos cinco minutos que
antecederam as manipulaces farmacologicas e nos cinco minutos que as sucederam, como
método para se mensurar o quanto a fy variou (batimento a batimento) nesses momentos. E
conveniente notar que os dados contidos além dos cinco minutos que prosseguem as infuses
farmacoldgicas ndo foram utilizados em nenhuma anélise, padronizacdo que foi estabelecida
para assegurar que quaisquer mecanismos de controle a longo prazo da pressdo arterial nao

exercessem influéncia nas variaveis estudadas.

3.5- TRATAMENTO ESTATISTICO (INFERENCIAL) DOS DADOS

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

e A andlise de variancia one-way, complementada pelo teste de comparacGes mdultiplas de
Student-Newman-Keuls, que foi utilizada para se comparar as varidveis observadas nos
grupos IN, G1 e G4 (uma analise para cada variavel).

e A andlise de variancia one-way, complementada pelo teste de compara¢Ges multiplas de
Bonferroni, que foi utilizada para se comparar as variaveis observadas nos grupos IN, SH e
VE (uma andlise para cada variavel).

Em ambos os casos, na analise da fy pos-administracdo farmacologica em
porcentagem relativa a fy pré-administracdo farmacoldgica (fy pos-administracdo / fy pre-
administracdo x 100), os dados também foram comparados a uma linha de base de 100% —
referente a auséncia de modificagdo na fy derivada da intervengdo farmacologica. Um p de
0,05 foi empregado em todas as analises de variancia. O tratamento estatistico dos dados foi
realizado utilizando-se o software Instat 3.0 (GraphPad Inc.) e os graficos foram desenhados
com auxilio do software Prism 5.0 (GraphPad Inc.). Todos os dados foram expressos como
média + EPM.
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4 — RESULTADOS
4.1 -GRUPOS IN, G1 E G4

Os graficos descritivos abaixo (figura 8) mostram que a aplicagdo de fenilefrina
promoveu uma bradicardia reflexa nos animais intactos (IN) e nos animais com o primeiro par
de arcos branquiais desnervados (G1), enquanto a de prazosina induziu uma taquicardia nos
mesmos. Naqueles individuos com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4), a
infusdo de fenilefrina ndo provocou alteracdo na fy, porém, a de prazosina suscitou uma
reducdo gradativa da fy que se estabeleceu ao longo dos 15 minutos subsequentes a
manipulacdo farmacoldgica; um teste t pareado bicaudal (p < 0,05) revelou que essa
bradicardia ¢ estatisticamente significativa. Também & possivel observar nestes graficos que a

fu dos grupos IN e G1 sdo semelhantes, ao passo que a do grupo G4 encontra-se mais elevada.
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Figura 8. Graficos descritivos mostrando a frequéncia cardiaca (fy) dos animais intactos (IN), com o primeiro
par de arcos branquiais desnervados (G1) e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4). O
asterisco indica diferenca significativa entre a fy anterior a administracéo de prazosina e a fy quinze minutos ap6s
a administracdo da mesma (Teste t pareado bicaudal; p < 0,05). Dados expressos em média £+ EPM. Fonte:
elaborada pelo autor.
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Na figura 9 encontram-se expostos os valores da fy antes e depois das administragdes
farmacoldgicas nos grupos IN, G1 e G4. Os animais intactos (IN) apresentaram uma fy basal
de 335 + 1,9 bpm, a qual reduziu para 19,1 + 1,1 bpm com a infusdo de fenilefrina,
normalizou apos 24 horas (33,6 = 2,0 bpm), e aumentou para 45,3 + 3,1 bpm com a infusdo de
prazosina. De forma muito similar, os animais do grupo G1 expressaram uma fy inicial de
33,8 £ 1,6 bpm, que decresceu para 23,8 + 1,5 bpm em resposta a fenilefrina, retornou aos
valores prévios 24 horas depois (31,9 = 1,9 bpm), e subiu para 45,0 + 3,9 bpm em resposta a
prazosina. Por sua vez, os animais do grupo G4 mostraram uma fy significativamente mais
alta que aquela dos demais grupos (56,6 + 2,2 bpm), a qual permaneceu inalterada
independentemente da administracdo de fenilefrina (57,1 + 2,3 bpm), do periodo de 24 horas

entre experimentos (49,8 + 7,7 bpm) e da administracdo de prazosina (49,1 £ 2,6 bpm).
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Figura 9. Frequéncia cardiaca de Colossoma macropomum antes e depois das manipula¢des farmacolégicas. O
gréafico apresenta informagdes acerca dos animais intactos (IN) (A), com o primeiro par de arcos branquiais
desnervados (G1) (B) e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4) (C). Valores que nédo
compartilham uma letra superscrita sdo significativamente diferentes (p < 0,05). Dados expressos em média +
EPM. Fonte: elaborada pelo autor.

A figura 10 exibe os resultados referentes a analise em porcentagem da fy. A
administracdo de fenilefrina reduziu a fy dos animais intactos (IN) para 58,1 + 4,3% do valor
verificado anteriormente a infusdo do farmaco, ja a administracdo de prazosina elevou essa
variavel para 135,0 + 3,5% do valor previamente observado. No grupo G1, a manipulagéo
farmacologica com fenilefrina diminuiu a fy para 70,4 £ 3,0% de seu valor inicial, enquanto a
manipulagdo com prazosina a aumentou para 140,6 = 9,0%. A fy dos animais com 0s quatro
arcos branquiais desnervados (G4) permaneceu incolume as aplicagdes das drogas (98,2 +

1,0% p0as fenilefrina e 98,9 + 2,4% pos prazosina).
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Figura 10. Frequéncia cardiaca (fy) p6s administracdo farmacol6gica em porcentagem relativa & fy pré
administracdo farmacoldgica (fy pés / fy pré X 100), em animais intactos (IN) (A), com o primeiro par de arcos
branquiais desnervados (G1) (B) e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4) (C). Valores que
ndo compartilham uma letra superscrita sdo significativamente diferentes (p < 0,05); Um asterisco indica
diferenca significativa para com uma linha de base de 100%. Dados expressos em média + EPM. Fonte:
elaborada pelo autor.

Os resultados relativos ao tempo decorrido até a resposta cronotrdpica barorreflexa
méaxima encontram-se plotados no grafico abaixo (figura 11). Frente a administracdo de
fenilefrina, os individuos do grupo IN levaram 110,1 £ 30,4 s para atingir o auge da mudanca
na fu, enquanto que os individuos do grupo G1 levaram 220,0 + 26,1 s. No que concerne a
manipulacdo farmacoldgica com prazosina, o grupo IN atingiu a pico da resposta em 165,6 +
30,6 seogrupo Gl em 187,5+21,2s.

Tempo decorrido até a resposta maxima
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Figura 11. Tempo decorrido até a resposta cronotrépica barorreflexa maxima em animais intactos (IN) e com o
primeiro par de arcos branquiais desnervados (G1). Valores que ndo compartilham uma letra superscrita sdo
significativamente diferentes (p < 0.05). Ndo ha& dados acerca dos individuos submetidos a desnervagdo dos
guatro pares de arcos branquiais (G4) porque esses nao apresentaram reflexo barostatico. Dados expressos em
média £ EPM. Fonte: elaborada pelo autor.
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Os dados acerca do desvio padrdo da duragdo dos intervalos R-R (variabilidade total
da fy) estdo organizados na figura 12. Os individuos intactos (IN) manifestaram um desvio
padrdo de intervalo R-R basal de 531,2 + 61,7 ms, o qual praticamente dobrou apés a infuséo
de fenilefrina (807,7 = 67,9 ms). Depois das 24 horas de recuperacdo entre experimentos,
esses animais mostraram um desvio padrdo de 471,5 + 38,0 ms, que permaneceu praticamente
inalterado apds a aplicacdo de prazosina (418,5 + 39,1 ms).

Anteriormente as manipulacdes farmacolodgicas, 0s animais com o primeiro par de
arcos branquiais desnervados (G1) apresentaram um desvio padrédo de 348,4 + 31,3 ms, valor
significativamente menor que aquele observado no grupo IN na mesma situacdo. Esse desvio
padrdo aumentou para 563,7 + 53,9 ms ap6s a administracdo de fenilefrina, e no dia seguinte
encontrava-se num nivel (417,5 + 43,5 ms) estatisticamente idéntico ao basal dos animais IN.
A prazosina ndo modificou de forma significativa o desvio padrdo de intervalo R-R desses
animais (350,4 + 38,9 ms) — no entanto, é interessante notar que esse farmaco tendeu a reduzir
a variabilidade da fy tanto do grupo IN quanto do grupo G1.

Finalmente, os individuos com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4)
demonstraram um desvio padrdo de intervalos R-R inicial extremamente reduzido (64,6 +
14,4 ms), o qual n&do se alterou significativamente sob nenhuma circunstancia. Os valores
apresentados foram de 71,9 + 15,5 ms ap06s a fenilefrina, de 105,8 + 21,5 ms anteriormente a
prazosina e de 124,2 + 45,6 ms posteriormente a prazosina.
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Figura 12. Desvio padrdo dos intervalos R-R de Colossoma macropomum contidos nos 5 minutos que
precederam as manipulacBes farmacoldgicas e nos 5 minutos que sucederam tais manipulacdes (variabilidade
total da fy). O gréfico apresenta informagdes acerca dos animais intactos (IN) (A), com o primeiro par de arcos
branquiais desnervados (G1) (B) e com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4) (C). Valores que
ndo compartilham uma letra superscrita sdo significativamente diferentes (p < 0,05). Dados expressos em média
+ EPM. Fonte: elaborada pelo autor.
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4.2 - GRUPOS SH E VE

Nos gréficos descritivos abaixo (figura 13) encontram-se os resultados dos
experimentos realizados com os animais intactos (IN), falso-operados (SH) e tratados com os
veiculos dos farmacos (VE). Nota-se que os dados referentes ao grupo SH sdo muito
semelhantes a aqueles do grupo IN, ambos demonstrando uma bradicardia reflexa em reacéo a
infusdo de fenilefrina e uma taquicardia em reacdo a prazosina. Também é possivel observar
que a substituicdo dos farmacos pelos veiculos que os dissolviam ndo provocou alteracdo na

fu do grupo experimental VE.
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Figura 13. Graficos descritivos mostrando a frequéncia cardiaca dos animais intactos (IN), com a inervacdo
branquial exposta (SH) e intactos porém tratados com os veiculos dos farmacos (VE). Dados expressos em
média + EPM. Fonte: elaborada pelo autor.

Como pode ser observado nas tabelas 1 a 4, os métodos estatisticos inferenciais néo
revelaram diferencas significativas entre os grupos IN e SH nas anélises da fy bruta, da fy em
porcentagem, do tempo decorrido até a resposta barorreflexa maxima e do desvio-padrdo dos
intervalos R-R (variabilidade da fy). Também & possivel observar nessas tabelas que os

veiculos dos farmacos ndo induziram alteragdes nas variaveis do grupo VE.
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Tabela 1. Frequéncia cardiaca dos animais intactos (IN), falso-operados (SH) e tratados com veiculo (VE).

Pré Fenilefrina ou P6s Fenilefrina ou Pré Prazosina ou P6s Prazosina ou
Veiculo Veiculo Veiculo Veiculo
IN (N =38) 335+18 a 19,1+1,1 bec 336x£19 a 453+3,1 d
SH (N =14) 263+1,1 ab 135+18 ¢ 340+£28 a 472+17 d
VE (N =4) 249+10 ac 232+21 ac 23,7+1,1 ac 245+0,6 ac

Dados expressos em media + EPM. Valores que ndo compartilham uma letra superscrita apresentam diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05).

Tabela 2. Frequéncia cardiaca (fy) pos-administracdo farmacologica em porcentagem relativa a fy pré-
administracdo farmacologica (fy pos-administragdo / fy; pré-administracdo x 100) em animais intactos (IN),
submetidos a falsa operacéo (SH) e tratados com veiculo (VE).

Fenilefrina ou Veiculo Prazosina ou Veiculo
IN (N=8) 58,1+42 a* 1350+35 b*
SH (N =4) 50,8+6,1 a* 1405+7,9 b*
VE (N =4) 92,7+55 ¢ 104,0+4,6 c

Dados expressos em media £+ EPM. Valores que ndo compartilham uma letra superscrita apresentam
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05); Um asterisco indica diferenga estatisticamente significativa
para com uma linha de base de 100% (p < 0,05).

Tabela 3. Tempo necessario (s) para que a respostas barorreflexas cronotrépicas, induzidas pelos
desbalanceamentos pressadricos, atingissem o seu maximo. A tabela apresenta dados dos animais intactos (IN)
e submetidos a falsa operacéo (SH) apenas, visto que os animais tratados com veiculo (VE) ndo apresentaram
reflexo barostatico.

Fenilefrina ou Veiculo Prazosina ou Veiculo
IN (N=38) 110,0+30,4 a 165,0+30,6 a
SH (N =4) 1246 +27,1 a 158,3+34,2 a

VE (N = 4) - -
Dados expressos em media + EPM. Valores que ndo compartilham uma letra superscrita apresentam
diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

Tabela 4. Desvio padrdo dos intervalos R-R (ms) de Colossoma macropomum contidos nos 5 minutos que
precederam as manipulagdes farmacoldgicas e nos 5 minutos que sucederam tais manipulagdes. A tabela
apresenta dados dos animais intactos (IN), submetidos a falsa operagéo (SH) e tratados com veiculo (VE).

Pré Fenilefrina ou P6s Fenilefrina ou Pré Prazosina ou P6s Prazosina ou

Veiculo Veiculo Veiculo Veiculo
IN (N =8) 531,2+61,7 a 807,7+ 679 b 4715+ 38,0 a 4185+39,1 a
SH (N =4) 462,8+78,3 a 1327,7+189,3 b 4459+1204 a 382,0+63,1 a
VE (N =4) 552,3+60,8 a 586,11+ 77,4 a 5279+ 713 a 563,8 65,2 a

Dados expressos em media = EPM. Valores que ndo compartilham uma letra superscrita apresentam diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05).
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5 - DISCUSSAO
5.1 — CRITICA AOS METODOS

No presente estudo, é notoria a auséncia de dados acerca da pressdao arterial dos
animais, abstencdo que é justificada por diversos fatores. A metodologia utilizada para se
adquirir tal variavel em peixes consiste basicamente em um transdutor de pressdo conectado a
uma canula de polietileno inserida numa artéria, em um sentido contrario ao do fluxo
sanguineo. Para que isso possa ser feito necessita-se de uma artéria de facil acesso, cujos
valores da pressdo sanguinea reflitam aqueles encontrados nos vasos da circulacdo central,
visto que essa é a responsavel por estabelecer o gradiente pressérico que mantém a circulagéo
do sangue por todo o organismo. Na maioria dos estudos em teledsteos e elasmobranquios,
duas artérias geralmente sdo escolhidas para se aferir a pressdo arterial: a artéria branquial
aferente e a artéria caudal (figura 14) (AXELSSON; FRITSCHE, 1994).

A canulacdo da artéria branquial aferente trata-se de um procedimento extremamente
rapido e eficaz, que inclusive ja foi executado anteriormente em C. macropomum por Sundin
et al. (2000). Todavia, a inser¢do de uma canula num vaso sanguineo de calibre tdo pequeno
certamente resulta em sua oclusdo, o que ndo é desejavel em um estudo que hipotetiza que 0s
barorreceptores localizam-se exclusivamente nas branquias — mesmo que tal método bloqueie
a circulacdo apenas num Gnico arco branquial.

Do mesmo modo, a canulacdo da artéria caudal ndo se mostrou uma alternativa viavel,
pois para acessar essa artéria, € necessaria a exposicdo lateral do arco hemal da cauda dos
animais e a insercdo da canula praticamente as cegas, uma vez que a artéria caudal se localiza
muito proxima de sua respectiva veia, dificultando muito a realizacdo desse procedimento em
animais de pequeno porte (AXELSSON; FRITSCHE, 1994; GILMOUR et al., 2005). A
dificuldade dessa pratica estende drasticamente o tempo de realizacdo dos procedimentos pré-
experimentais, assim como € diretamente relacionada a uma grande chance de ocorréncia de

hemorragia nesse momento (que altera rapidamente a volemia de individuos tdo pequenos).

Arco neural

Aorta dorsal q@
[!n,f‘)‘,r\f

Céanula

Artéria
branquial
aferente

Aorta ventral
Arco hemal

Artéria e veia caudal

Figura 14. Localizagdo da artéria branquial aferente (A) e do sistema arteriovenoso caudal (B) em teledsteos.
Fonte: (A) Imagem modificada de Sandblom e Axelsson (2005); (B) Esquema adaptado de
<http://people.eku.edu/ritchisong/342notes2.htm> Acesso em janeiro de 2015.
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Campbell et al. (2004) realizaram um experimento com o teleésteo Myoxocephalus
scorpius, em que os mesmos foram anestesiados com metanossulfonato de tricaina e
submetidos a uma répida cirurgia para implantacdo de eletrodos de eletrocardiograma.
Depois, os peixes foram monitorados por 144 horas, adquirindo-se a fy e sua variabilidade
logo apds o término do efeito do anestésico e, posteriormente, a cada 24 horas. Os autores
observaram que a fy dos animais encontrava-se elevada ao passo que sua variabilidade era
praticamente nula apos a cirurgia, e que as influéncias dos procedimentos pré-experimentais
nessas variaveis se esvaiam gradativamente ao longo de 120 horas (figura 15). Assim,
considerando que uma variabilidade da fy inexistente ou reduzida indica auséncia ou
deficiéncia na modulagdo autondmica do cora¢do, aumentar o tempo de instrumentagéo dos
animais para se canular a artéria caudal ndo pareceu ser factivel por conta do que a exposicéo
prolongada ao estresse cirurgico poderia causar.
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Figura 15. Amplitude espectral da variacdo dos intervalos R-R em diversos momentos pdés-cirdrgicos em
Myoxocephalus scorpius (A), e a modificacdo do desvio padrdo dos intervalos R-R nesses mesmos momentos
(B). A éarea da amplitude espectral é diretamente proporcional a variabilidade da fy. Note que tal variabilidade é
prejudicada pela cirurgia e retorna a normalidade ao longo de cinco dias. Fonte: Campbell et al. (2004).

Em razdo das adversidades discutidas acima, optou-se pela ndo aquisicdo da presséo
arterial nesse trabalho, como uma maneira de garantir maior confiabilidade nos resultados
obtidos. Entretanto, ainda é possivel argumentar que sem os valores da pressao arterial, ndo €
possivel ter certeza sobre a ocorréncia dos efeitos vasomotores esperados com a
administracdo dos farmacos. Contudo, todas as respostas observadas na fy apds as
administracdes farmacologicas condizem com as caracteristicas padrées do barorreflexo, as
quais sdo extremamente bem definidas: incitacdo de bradicardia por um vasoconstritor
(fenilefrina) e de taquicardia por um vasodilatador (prazosina). Além do mais, um
experimento-piloto realizado com um Unico animal, inferindo-se a pressdo sanguinea na
artéria branquial aferente esquerda, demonstrou que os farmacos utilizados realmente eram
capazes de induzir os seus efeitos nessa espécie (figura 16).
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Figura 16. Resultados do experimento-piloto acerca dos efeitos da fenilefrina (A) e prazosina (B) na pressdo
arterial de tambaqui. Note que a infusdo de fenilefrina promoveu um aumento da pressao arterial acompanhado
por uma bradicardia (observe a menor quantidade de pulsos presséricos), enquanto a prazosina induziu uma
reducéo da presséo arterial acompanhada por uma taquicardia. Fonte: elaborada pelo autor.

Outra possivel critica esta na utilizacdo de prazosina como farmaco indutor de
hipotensdo, ao invés do nitroprussiato de sddio que é largamente usado na grande maioria dos
estudos sobre barorreflexo. O nitroprussiato de sédio é um sal cuja degradagdo ocorre
rapidamente quando em contato com tecidos bioldgicos, reacdo que produz um gas soluvel
com potente acdo vasodilatadora chamado éxido nitrico — no entanto essa reacdo também
libera cianeto, um agente bloqueador da cadeia respiratéria (BATES et al., 1991). Em
tambaquis, 0 cianeto causa uma hipoxia tecidual severa que resulta em forte bradicardia,
reflexo inverso aquele induzido pelos barorreceptores frente a queda da pressdo arterial
(SUNDIN et al., 2000). Com isso, para se evitar a ocorréncia de um quimiorreflexo de acdo
cronotrdpica contraria ao do barorreflexo, o nitroprussiato de soédio foi substituido nesse

estudo pelo antagonista o;-adrenérgico prazosina.

5.2 — 0 BARORREFLEXO E AS REGIOES BAROSSENSIVEIS EM TAMBAQUI

Como observado nos graficos descritivos e inferenciais, tanto os animais intactos (IN)
guanto os animais com o primeiro par de arcos branquiais desnervados (G1) apresentaram
notavel resposta cronotropica as manipulacdes farmacoldgicas (figuras 8 e 9). Nesses dois
grupos, a infusdo do vasoconstritor fenilefrina promoveu rapidamente uma bradicardia, ao
passo que a administragdo do vasodilatador prazosina suscitou uma taquicardia (figuras 8 e
9AB). Essas respostas indicam a ocorréncia de um aumento e de uma reducdo na pressao
arterial, desencadeados respectivamente pela administracdo de fenilefrina e prazosina. Os
dados também evidenciam que a desnervacéo bilateral do primeiro arco branquial ndo aboliu

o reflexo barostético apresentado pelos tambaquis.
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Os individuos com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4), por sua vez,
ndo manifestaram reacdo cronotropica reflexa aos efeitos dos farmacos, demonstrando
auséncia de reflexo barostatico (figura 8 e 9C). A Unica alteracdo relacionada as manipulacdes
farmacologicas foi o estabelecimento gradual de uma bradicardia apds a administracdo de
prazosina, 0 que ndo caracteriza um barorreflexo por se tratar de uma mudanca na fy
demasiadamente lenta e contréria a aquela que ocorre frente a queda da pressdo arterial
(figura 8). Existem duas possiveis explicacdes para tal acontecimento:

e (1) Baseado na premissa de que as células marca-passo do coracdo dos vertebrados séo
sensiveis a estiramento, havendo uma relacao direta entre esse fator e a taxa de disparo do
nodo sinoatrial, é concebivel que a vasodilatacdo sistémica produzida pela prazosina tenha
diminuido o retorno venoso e a pressao de enchimento do coragdo dos animais, reduzindo
0 estiramento nodal e consequentemente a fy — apesar de a fenilefrina nédo ter produzido o
efeito inverso, como seria esperado (FARRELL, 1991; FRANKLIN; AXELSSON, 1994).

e (2) Levando em conta que o miocardio necessita de constante provisdo sanguinea para
suprir suas altas demandas por oxigénio, a diminui¢do do retorno venoso e do enchimento
cardiaco promovido pela prazosina pode ter prejudicado a oferta desse gas aos
cardiomidcitos, provocando uma queda na fy e na forca de contracdo do coracdo devido a
isquemia ou ajustes fisioldgicos de protecdo miocardica — situagdo que ndo é compativel
com o efeito da fenilefrina, que aumenta o enchimento cardiaco (DAVIE; FARRELL,
1991; LILLYWHITE et al., 1999; FARRELL, 2007). E importante ressaltar que o
miocardio ventricular do coracdo dos tambaquis € predominantemente esponjoso com
reduzida circulagdo coronariana, sendo muito dependente da oxigenacdo por difusdo do
sangue luminal (DAVIE; FARRELL, 1991; SIMOES et al., 2002). Somado a isso, 0
coracdo dos peixes abriga apenas sangue desoxigenado em seu lumen, o que torna o
miocardio dos tambaquis ainda mais susceptivel a isquemia em situaces de enchimento
cardiaco limitado (DAVIE; FARRELL, 1991). Independentemente do motivo que levou a
queda da fy ap6s a administracdo de prazosina, as proposi¢es acima sdo passiveis de
ocorréncia apenas nos animais do grupo G4, que nao dispdem do barorreflexo para regular
a pressdo arterial (e consequentemente o retorno venoso e o enchimento cardiaco).

A fy do grupo G4 ter se mostrado mais alta que a dos grupos IN e G1 (figura 9C)
indica que o0s barorreceptores, quimiorreceptores e mecanorreceptores branquiais
provavelmente auxiliam na manutencdo de um tonus colinérgico basal nesses animais, o qual
foi retraido com a desnervacdo das brénquias. Essa possivel relacdo ja foi observada em
estudos que realizaram desnervagcfes branquiais tanto em tambaquis quanto em outras
espécies (REID etal., 2000; LEITE etal., 2007; FLORINDO etal., 2006; BOIJINK etal., 2010).
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A anélise em porcentagem das mudancas na fy frente as intervencdes farmacoldgicas,
também demonstrou que as infusdes de fenilefrina e prazosina nos animais IN e G1 reduziram
e aumentaram a fy, respectivamente (figura 10AB). Mais uma vez, tais respostas ndo foram
observadas nos individuos do grupo G4, em que a fy posterior as administracdes
farmacoldgicas foram idénticas a linha de base de 100% (referente a fy anterior as
administracgdes) (figura 10C). Assim, em conjunto com a avaliacdo da fy bruta, esses dados
ratificam a ocorréncia do reflexo barostatico nos grupos IN e G1, mas ndo no grupo G4.

A avaliacdo da fy em percentual revelou ainda que a modificacdo reflexogénica
induzida pela fenilefrina, mas ndo pela prazosina, foi mais amena no grupo G1 que no grupo
IN (figura 10AB). Além disso, a analise do tempo decorrido até a resposta barorreflexa
méaxima apontou que a reacao do grupo IN a fenilefrina foi mais imediata que a do grupo G1,
enquanto nenhuma diferenca foi observada com relacdo ao tempo de reacdo a prazosina
(figura 11). Com base nesses resultados é possivel concluir que a desnervacao do primeiro par
de arcos branquiais prejudica o reflexo barostatico, certamente por conta da presenga de
barorreceptores nesses locais.

A equidade da resposta reflexa a prazosina entre os grupos IN e G1 pode ser explicada
levando-se em conta a existéncia de um periodo de 24 horas entre 0s experimentos com cada
farmaco vasoativo, o que possibilita formular a hipdtese de que a auséncia dos
barorreceptores do primeiro par de arcos branquiais € compensada posteriormente pelos
barorreceptores que ainda restam. Esse fendmeno ja foi considerado por West e Van Vliet
(1994), sob a argumentacao de que o sistema nervoso central pode ser capaz de se adaptar a
um novo perfil de atividade aferente, de modo que as informagfes advindas dos
barorreceptores remanescentes sdo mais ponderadas certo tempo depois da desnervacao.

Uma hipdtese alternativa consiste no cenario de a modificacdo na pressdo arterial
incitada pela fenilefrina ser muito mais intensa que aquela promovida pela prazosina, de
maneira que o barorreflexo do grupo G1 é capaz de equilibrar o imbalan¢o pressorico causado
pela prazosina, mas ndo o causado pela fenilefrina, tdo eficazmente quanto o grupo IN. Essa
pressuposicdo também é aceitavel haja vista que o efeito vasodilatador da prazosina depende
da existéncia prévia de um tbnus adrenérgico vascular, proporcionando apenas uma leve
reducdo na pressdo arterial caso haja pouco trabalho adrenérgico nos vasos sanguineos para
antagonizar — o que ndo acontece com a fenilefrina por conta de essa estimular diretamente os
receptores as-adrenérgicos. Entretanto, os resultados pertinentes a variabilidade da fy

favorecem a possibilidade da compensagéo barorreceptora, como sera esclarecido adiante.
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E possivel observar nos graficos que mostram a variabilidade da fy que, nos animais
IN, o valor dessa variavel praticamente dobra em relacdo a sua grandeza basal apos a
administracdo de fenilefrina, indicando que uma demanda maior por regulagdo a curto prazo
da fy foi instaurada por esse farmaco (figura 12A). Ja no grupo G1, a variabilidade da fy se
apresenta aproximadamente 30% menor que a do grupo IN, e também se eleva apos a infusdo
de fenilefrina, mas sem chegar ao patamar alcancado pelos animais IN (figura 12AB). Essa
menor variabilidade da fy pré e pos fenilefrina no grupo G1 indica um prejuizo a regulacéo da
fu nesses animais, ou seja, respalda a ideia de que a desnervacdo do primeiro arco branquial
reduz a eficiéncia do reflexo barostéatico.

Vinte e quatro horas depois, a variabilidade da fy nos grupos IN e G1 encontrava-se
equivalente aquela observada no grupo IN previamente a administracdo de fenilefrina (figura
12AB). Isso significa que a redugédo na variabilidade da fy que os animais G1 apresentaram
inicialmente foi revertida, corroborando a hipdtese de que os barorreceptores remanescentes
séo capazes de compensar 0s barorreceptores desassociados com o passar do tempo. Ademais,
a infusdo de prazosina promoveu apenas uma leve diminuicdo, ndo significativa, na
variabilidade da fy nos grupos IN e G1 (figura 12AB).

O motivo pelo qual a fenilefrina aumentou a variabilidade da fy e a prazosina tendeu a
reduzi-la parece ter relacdo com o fendbmeno das ondas de Mayer. Essas ondas sdo
caracterizadas por oscilagdes ciclicas e constantes na pressdo arterial, que provavelmente sdo
originadas por flutuacGes intrinsecas do tonus adrenérgico vascular dos animais. Visto que o
barorreflexo se empenha continuamente em tamponar essas variagfes pressoricas, as ondas de
Mayer também podem ser observadas na fy, possuindo correlacdo com a variabilidade de
curto prazo dessa variavel (JULIEN, 2006). Julien (2006) ainda comenta em sua revisao que a
amplitude dessas ondas é influenciada positivamente por agonistas a-adrenérgicos e
negativamente por antagonistas desses mesmos receptores, situacdo que € compativel com os
resultados do presente estudo. Nos tacogramas abaixo, extraidos de trés animais
representativos, é perceptivel a ocorréncia de oscilagfes ritmicas na fy similares as ondas de

Mayer — com excecdo do animal G4 por conta da auséncia de reflexo barostatico (figura 17).
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Figura 17. Tacogramas expressando a duragdo dos intervalos R-R de Colossoma macropomum contidos nos 5
minutos que precederam as manipulagbes farmacoldgicas e nos 5 minutos que sucederam tais manipulacdes.
Note a caracteristica ondulatéria dos tacogramas similares as ondas vasomotoras de Mayer, assim como a
abolicdo de suas influencias na f; com a desnervacdo dos quatro pares de arcos branquiais (G4). As ondas de
Mayer ja foram descritas em um teledsteo por Wood (1974). Fonte: elaborada pelo autor.

Os individuos com os quatro pares de arcos branquiais desnervados (G4)
manifestaram uma variabilidade da fy praticamente inexistente, condicdo gque aponta para a
quase abstencédo de controle a curto prazo da fy. Tal resultado, juntamente aqueles da fy bruta
e em porcentagem, atesta a auséncia de reflexo barostatico nos animais que constituem esse
grupo experimental e, consequentemente, a localizacdo estritamente branquial dos
barorreceptores na espécie em questao.

E importante ter em mente que a baixa variabilidade da f apresentada pelo grupo G4
ndo se deve apenas a desassociacdo dos barorreceptores e abolicdo do barorreflexo, visto que
os tambaquis também apresentam quimiorreceptores branquiais que modulam a fy
(FLORINDO et al., 2004; FLORINDO et al., 2006). Além disso, a desnervacdo branquial
pode ter extirpado mecanorreceptores relacionados a um possivel acoplamento
cardiorrespiratorio (CAMPBELL et al., 2005; LEITE et al., 2009). De qualquer forma, tais
fatores ndo invalidam a inferéncia de que a variabilidade da fy do grupo G4 reafirma a
inexisténcia de barorreflexo nesses animais, pois as infusdes de fenilefrina e prazosina ndo
alteraram essa varidvel no grupo G4 como alteraram nos grupos IN e G1 (aumento e
tendéncia a reducdo, respectivamente). A variabilidade remanescente nesse grupo
experimental provavelmente deriva da acdo de outras aferéncias, como por exemplo,
quimiorreceptores centrais e orobranquiais (MILSOM et al., 2002; FLORINDO et al., 2006).
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Os experimentos com o grupo falso-operado (SH) mostrou que as varidveis e as
respostas observadas nesses animais sdo idénticas aquelas apresentadas pelo grupo IN,
confirmando que a exposi¢do das inervagdes branquiais a0 meio externo ndo interferiu no
presente estudo (tabelas 1-4). No que concerne 0s experimentos com o grupo VE, observa-se
que os veiculos que carrearam os farmacos ndo produziram alteracBes nas varidveis
analisadas, sendo realmente inertes (tabelas 1-4).

Em resumo, todas as analises realizadas forneceram evidéncias de que o0s
barorreceptores sdo exclusivamente branquiais no teledsteo C. macropomum, uma vez que
elas ndo exibiram qualquer sinal de reflexo barostatico nos animais com 0s quatro pares de
arcos branquiais desnervados (G4). Essas analises também permitiram concluir que o0s
barorreceptores muito provavelmente estdo dispersos por todas as branquias, pois revelaram
que a desnervacao do primeiro par de arcos branquiais ocasionou leve prejuizo as respostas
barorreflexas dos animais (G1). O presente estudo, entdo, confirma as observacOes
anteriormente documentadas que apontam para as branquias como o principal sitio

barossensivel em peixes — somando também indicios de que € o unico.

5.3 — EVOLUCAO DA BARORRECEPCAO EM VERTEBRADOS

O presente estudo demonstrou que a transeccao do nervo glossofaringeo e dos ramos
branquiais do nervo vago eliminou o reflexo barostatico em C. macropomum, impedindo que
a informag&o barorreceptora ascendesse ao sistema nervoso central dos animais. 1sso indica
gue os nervos cranianos 1X e X sdo 0s Unicos responsaveis pela interconexao entre as regides
barorreceptoras e o encéfalo nesse teledsteo.

Como revisado por West e Van Vliet (1994), uma grande quantidade de evidéncias
indica que os barorreceptores dos anfibios anuros também se localizam na vasculatura central,
mais especificamente nos arcos aorticos, arcos pulmocutaneos e artérias carétidas. Em relacdo
aos urodelos, os unicos relatos existentes apontam para as branquias e para a vasculatura
pulmonar como notaveis sitios barossensiveis (LUTZ; WYMAN, 1932b; JOHANSEN, 1963).
Ja em gimnofidnios, nenhum trabalho parece ter tratado sobre esse assunto até 0 momento.

Fedele (1937) e Adams (1962) propuseram gue 0 truncus arteriosus constitui a regido
barorreceptora mais importante nos quelonios, alegacdo que nao foi suportada pelos
resultados de Stephens et al. (1975) e Stephens et al. (1983). As poucas investigacfes em
lacertilios também determinaram essas mesmas artérias como responsaveis pela
barorrecepcdo (BAGSHAW, 1985). De forma similar, os barorreceptores nas serpentes
parecem estar igualmente dispostos no truncus arteriosus (LILLYWHITE; DONALD, 1994;
SEYMOUR; ARNDT, 2004). Nenhuma informacdo acerca da barorrecep¢do em
crocodilianos foi encontrada na literatura cientifica.
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Por fim, uma quantidade consideravel de estudos mostra que, tanto nas aves quanto
nos mamiferos, os barorreceptores parecem estar localizados nos arcos adrticos e nas artérias
carotidas (BAGSHAW, 1985). A figura abaixo sumariza as principais regides barossensiveis
dos grandes grupos de vertebrados (figura 18).

Mamiferos

Peixes (Tambaqui) Anfibios (Anuros) Répteis

Figura 18. Esquema sumarizando a localizagdo dos barorreceptores nos principais grupos de vertebrados
estudados até a atualidade, quando em fase adulta. Fonte: adaptada de Bagshaw (1985).

E interessante notar que as aferéncias de praticamente todas as regides de
barorrecepg¢do acima citadas sdo constituidas pelos nervos glossofaringeo e vago (cranianos 1X
e X), assim como o presente estudo permitiu observar nos tambaquis. Destaca-se também que
o0s locais barossensiveis dos tetrapodes sdo todos homologos aos arcos branquiais dos peixes,
como pode ser verificado na tabela 5 (MILSOM; BURLESON, 2007; KARDONG, 2008).

Tabela 5. Regides barossensiveis em vertebrados, suas origens embrionérias e inervagoes.

Estrutura Embrionéria Origina em peixes Origina em tetrapodes Inervagdo

3° Arco Faringeo 1° Arco Branquial Artéria Carétida Cranianos I1X e X
4° Arco Faringeo 2° Arco Branquial Aorta e Truncus arteriosus Craniano X

5° Arco Faringeo 3° Arco Branquial Obliteragdo Embrionaria* Craniano X

6° Arco Faringeo 4° Arco Branquial Aurtéria Pulmocutanea Craniano X

* Exceto nos anfibios urodelos (KARDONG, 2008).

Levando em conta as homologias existentes entre as regides barossensiveis citadas
acima, é possivel tracar um panorama sobre a evolucdo da barorrecepcdo em vertebrados,
como exposto na figura 19. Inicialmente, nota-se que apenas peixes e anfibios urodelos
possuem a zona barorreceptora originada pelo 5° arco faringeo do embrido-base de
vertebrados, pois essa estrutura é obliterada durante o desenvolvimento embrionario dos
demais grupos (KARDONG, 2008). Tambéem é possivel constatar que os repteis, as aves e 0s
mamiferos ndo apresentam a regido barossensivel originada pelo 6° arco faringeo do embrido-
base, indicando uma possivel perda desse carater em um ancestral comum a esses grupos.
Também é importante observar que 0s répteis sdo 0s Unicos vertebrados que ndo exibem os
locais barossensiveis originarios do 3° arco faringeo embrionario, e que todos 0S grupos
apresentam as populacdes de barorreceptores que derivam do 4° arco faringeo.
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40 AF

Peixes (Tambaqui) Anfibios Anuros Répteis Aves e Mamiferos

Figura 19. Diagrama ilustrando a distribuicdo dos barorreceptores nos principais grupos de vertebrados, suas
inervagdes e suas origens embrionarias. Circulos vermelhos: derivagdo do 3° arco faringeo embrionario; Circulos
amarelos: derivacdo do 4° arco faringeo embrionario; Circulos verdes: derivacdo do 5° arco faringeo
embrionério; Circulos azuis: derivacdo do 6° arco faringeo embrionario; AF: arco faringeo embrionario; SRA:
superficie de respiragdo aérea. Fonte: adaptada de Milsom e Burleson (2007).

Duas explicacdes distintas poderiam justificar a inobservancia de barorreceptores nas
regides derivadas do 3° arco faringeo embrionario em répteis: (1) originalmente os répteis
possuiam essa area barossensivel, a qual foi herdada pelas aves e mamiferos e posteriormente
perdida nos tdxons mais recentes de répteis; (2) esses receptores foram perdidos durante o
periodo de transi¢do anfibios-répteis, e posteriormente reapareceram em aves e mamiferos —
configurando nessa Gltima opcdo, um atavismo (homoplasia).

Por fim, reitera-se a escassez de estudos acerca da localiza¢do dos barorreceptores em
ndo-mamiferos, a qual dificulta muito a realizagdo de mais inferéncias sobre a histéria
evolutiva da barorrecep¢do em vertebrados — especialmente porque pouquissimas espécies, de
taxons restritos, foram investigadas até o momento. Estudos em crocodilianos e peixes com
respiracdo aérea, por exemplo, contribuiriam muito para 0 avanco dessa reconstrucdo
historica, ajudando a verificar se realmente nenhum réptil apresenta barorreceptores nas
regibes derivadas do 3° arco faringeo embrionario, e quais pressdes evolutivas poderiam

induzir possiveis migracdes ou desaparecimento de areas barossensiveis.
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6 — CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:
a. Em Colossoma macropomum, os barorreceptores sdo exclusivamente intrabranquiais.
b. Os barorreceptores encontram-se dispersos por todos os arcos branquiais em tambaqui.

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

pelos nervos glossofaringeo e vago (cranianos IX e X) no teledsteo em questéo.
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