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RESUMO

Os peixes teledsteos foram os primeiros vertebrados a possuirem inervagao autonémica dupla no
coragdo, onde um balango entre a acdo adrenérgica e colinérgica determina a frequéncia cardiaca
(fn). Dentro dos teledsteos, peixes que realizam respiracdo aérea (RA) sdo interessantes modelos
de estudo, uma vez que exibem notaveis alteracdes na fn associadas a cada evento de RA, que
parecem estar sob controle autbnomo. Nessas espécies, 0 exercicio aerébico geralmente causa um
aumento na frequéncia de respiracéo aérea (fra), mas os efeitos do exercicio na f1 € na fra ainda
ndo foram estudados. Assim, o presente estudo, utilizando-se de exemplares de bagre africano,
Clarias gariepinus, um respirador aéreo facultativo, teve por objetivo investigar o papel do
controle autondmico para os ajustes de fw relacionados a atividade fisica e a respiracdo aérea.
Apos a anestesia em solucdo de benzocaina, foram implantados eletrodos de ECG, utilizados para
medir a fn em duas situagdes durante o exercicio: Routine, medida entre eventos de RA, e fw Pré-
RA e fu P0s-RA, em dois grupos de C. gariepinus. Uma cénula peritoneal foi inserida para
realizar a injecéo das drogas antagonistas, propranolol e atropina. No Grupo 1 (n =9; 126 + 69
EPM), os animais foram submetidos a trés testes sequenciais de natacéo, nas velocidades de 15,
30 e 45 cm.s: Controle, Propranolol e Duplo Blogueio. No Grupo 2 (n = 9; 137 + 8g EPM), 0s
animais foram submetidos ao mesmo protocolo sequencial de natagdo, porém com uma inversao
na injecdo das drogas antagonistas: Controle, Atropina e Duplo Blogueio. Adicionalmente, a fu,
frae a % de acdo do tonus adrenérgico e colinérgico foram calculadas, em cada velocidade, para
cada teste. Uma clara relagéo positiva entre as velocidades de natacdo e a fra foi observada. O
duplo bloqueio autondmico ndo teve efeitos na resposta da fra. Interessantemente, a injecao
somente de propranolol, no Grupo 1, fez com que a fra Observada nas duas ultimas velocidades
de natacdo, 30 e 45 cm.s?, fossem maiores do que os valores encontrados no Controle, um
resultado que também foi observado a 45 cm.s® apds o duplo blogueio nesse grupo.
Adicionalmente, no Grupo 1, a f+ Routine encontrada nos protocolos Controle e Propranolol
apresentaram um aumento conforme aumentou-se velocidade de natacdo. Entretanto, apds o
duplo bloqueio, ou somente ap6s injecdo de atropina, no Grupo 2, a fu Routine encontrada foi
maior e ndo variou conforme aumentou-se a velocidade de natacéo. Esses resultados revelam uma
grande dominancia do tdnus colinérgico no controle da fu durante o exercicio. Similarmente, no
Grupo 1, a fu Pré-RA aumentou conforme se aumentou a velocidade de natagdo nos protocolos
Controle e Propranolol. A fu P6s-RA, no Grupo 1, foi maior e variou menos conforme se
aumentou a velocidade de natagdo nos protocolos Controle e Propranolol. Mais uma vez, no
Grupo 2, os testes, apds duplo bloqueio ou somente apos inje¢do de atropina, aboliram todas as
mudangas na fn associadas a cada evento de RA, em todas as velocidades de natacdo,
confirmando a dominancia do tdnus colinérgico inibit6rio no controle das respostas cardiacas. Os
calculos dos ténus autondémico em torno de cada evento de RA verificaram que o ténus
adrenérgico ndo variou nos momentos Pré e Pos, sendo todas as mudancas na fu devido a
modulacéo da acdo do ténus colinérgico. Portanto, C. gariepinus utiliza-se de eventos de RA para
manter o metabolismo aerdbico durante o exercicio fisico sustentado. A modulacdo do ténus
colinérgico inibitorio foi responsavel por todas as variagdes na fn Routine durante o exercicio e
por todas as mudancas na fu durante os eventos de RA. A abolicdo desse controle colinérgico nao
tem, porém, uma influéncia na frequéncia dos eventos de RA durante o exercicio.

Palavras-chave: natagdo sustentada; tonus adrenérgico; tonus colinérgico; frequéncia cardiaca.



ABSTRACT

Teleost fishes were the first vertebrates to possess double autonomic innervation of the heart,
where a balance between adrenergic and cholinergic actions determine heart rate (fn). Among
teleosts, air breathing (AB) fishes are unsual because they exhibit marked changes in fu
associated with each air-breathing event, which appear to be under autonomic control. In these
species, aerobic exercise typically causes increases in air-breathing frequency (fas), but effects of
exercise on fu, and on the changes in fn with AB events, have never been studied. This was,
therefore, studied in the african catfish, Clarias gariepinus, a facultative air breathing species. In
particular, to investigate autonomic control of cardiac responses to exercise, and whether
pharmacological abolition of f1 control had an influence on fag responses to exercise. Two groups
of C.gariepinus were implanted with ECG electrodes under benzocaine anaesthesia, used to
measure fu during exercise, routine between AB events, and fy Pre-AB and fu Post-AB. A
peritoneal cannula was inserted to inject antagonist drugs, propranolol and atropine. In Group 1
(n=9; 126 + 6g EPM), animals were submitted to three sequential swimming tests at speeds of
15, 30 and 45 cm.s™ : Control, Propranolol and Double Blockade. Group 2 (n = 9; 137 + 8g EPM)
were submitted to the same sequential swimming tests, however with a reversal in drug injections
: Control, Atropine and Double Blockade. Additionally to fu, fasand the % of adrenergic and
cholinergic tones were calculated at each velocity for each test. A clear positive relation between
swimming speed and fas was observed. Autonomic blockade did not have major effects on these
fas responses. Interestingly, however, injection of propranolol alone, in group 1, caused fag to
be higher than control values at speeds of 30 and 45 cm.s™, an effect that was still measured at 45
cm.stafter Double Blockade in that group. In group 1, the fu Routine of Control and Propranolol
protocols showed an increase with swimming speed. However, after Double Blockade, or just
atropine in Group 2, fx Routine was high and did not vary with swimming speed. This reveals a
profound dominance of cholinergic tone on fu during exercise. Similarly, in group 1, the fu Pre-
AB increased with swimming speed in Control and Propranolol tests. The fn Post AB was high
and varied less as speed was increased in Control and Propranolol test of Group 1. Once again
Double Blockade tests, or just Atropine in Group 2, abolished all changes in fy associated with
air-breathing, at all swimming speeds, confirming a dominance of inhibitory cholinergic control
of fu responses. Calculation of autonomic tones around AB events verified that adrenergic tone
does not vary from Pre to Post moments, all changes in fy are due to modulation of tone action.
Therefore, C.gariepinus relies on AB events to maintain aerobic metabolisn during sustained
exercise. Modulation of inhibitory cholinergic tone accounts for all variations in fn Routine
during exercise, and for all changes in fnduring AB events. Abolition of this cholinergic control
did not, however, have a major influence on AB responses to exercise.

Keywords: sustained swimming; adrenergic tone; cholinergic tone; heart rate.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Origem do O; e a Evolucdo da Respiracdo Aérea

A atmosfera da Terra primitiva continha pouco ou nenhum oxigénio (O) livre. O
aumento no O, atmosférico ocorreu inicialmente quando algumas bactérias fotossintetizantes
tornaram-se aptas a usar dgua como fonte doadora de ions de hidrogénio para a fotossintese.
Assim, por meio do processo de fixacdo de gas carbdénico (CO) e agua, seres autotréficos
clorofilados tornaram-se capazes de sintetizar carboidrato e liberar O, para 0 ambiente, como
subproduto de suas reacdes. Esta nova reacao fez com que a concentragdo de CO- na atmosfera
diminuisse, causando um decréscimo da temperatura da Terra e também um aumento da
concentragdo de O, atmosférico (PURVES, 2004). Assim, quando a concentragdo de O
atmosférico tornou-se alta o bastante, também tornou-se possivel a existéncia de células maiores
e organismos mais complexos (PURVES, 2004).

Tanto as diferengas fisicas entre ar e &gua quanto os mecanismos ecolégicos que afetam
a pressdo parcial de O, (PO) nos ambientes aquaticos nos ajudam a compreender os fatores que
selecionaram os peixes de respiracao aérea (RA). As diferencas fisicas entre ar e agua e como
elas influenciaram no comportamento respiratdrio tem sido discutido por muitos autores (PIIPER,
1982; DEJOURS, 1988). A uma mesma temperatura (20 °C) a viscosidade da agua é de cerca de
1 cP (centipoise) e a do ar é de 0,02 cP, correspondendo a uma viscosidade da agua 50 vezes
maior que a do ar. Assim, como o trabalho necessario para movimentar a massa inerte aumenta
proporcionalmente & viscosidade, a ventilagdo aquatica se torna mais dispendiosa em relacéo a
aérea (SCHMIDT-NIELSEN, 2011). Outra diferenca fisica entre os ambientes aéreo e aquético
envolve a velocidade de difusdo de O, onde, a uma mesma PO, esta ocorre cerca de 10.000 vezes
mais rapido no ar do que na dgua (SCHMIDT-NIELSEN, 2011). Por fim, a solubilidade de O,
nos dois meios também é diferente. O volume de qualquer gas dissolvido na dgua depende tanto
de sua pressdo parcial quanto de sua constante de solubilidade (o), como descrito pela lei de
Henry. A constante de solubilidade do O, na agua é baixa e diminui com o aumento da
temperatura e salinidade (DEJOURS, 1981). Assim, a maior difusibilidade do O, no ar em relagéo
a &4gua, bem como sua solubilidade e concentracéo, de aproximadamente 30 vezes maior no ar do
que na agua, sdo algumas caracteristicas importantes para compreender sua concentragdo atual
nos ambientes terrestre (0,209 L de O, por L de ar) e aquatico (0,007 L de O por L de H,0), bem
como a sua disponibilidade para os organismos que habitam tais meios.

Além das propriedades fisicas, a concentracdo de O, em ambientes aquaticos também
pode ser alterada por fatores ambientais. Por exemplo, a fotossintese executada por macro e
microfitas pode causar grande elevacdo nos niveis de O, aquatico durante o dia, fase clara da

fotossintese. Outras variaveis ambientais, como ventos e correntes de densidade vertical na dgua
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sdo vitais para o equilibrio do O, atmosférico com o da dgua bem como o transporte de O, para
zonas profundas (DUNN, 1983). Por outro lado, o consumo de O, pelos processos metabdlicos
da biomassa pode produzir regides hipdxicas localizadas e/ou generalizadas (RANDALL et al.,
1997). Corpos de agua onde h& pouco fluxo, baixa mistura vertical e baixa taxa fotossintética
também podem gerar condi¢es de hipoxia aquatica (GRAHAM, 1997). Adicionalmente, a
variacdo na temperatura da agua, tanto diaria quanto sazonal, é considerada um fator importante,
onde o aumento da mesma promove a difusdo de O, para 0 ambiente aéreo, diminuindo sua
disponibilidade na agua. Em determinados locais, durante o verdo, as aguas podem até secar
totalmente, tornando o ambiente indspito aos animais aquaticos. Outros ambientes naturais com
baixa pressdo parcial de O, dissolvido sdo aguas profundas, regides de brejos ou pantanos
(GRAHAM, 1983; KRAMER, 1987).

Dessa forma, o continuo aumento de O, na atmosfera, somado as diferentes caracteristicas
deste gas nos meios aquatico e aéreo possibilitou, no final do periodo Siluriano (438-245 milhdes
de anos), o aparecimento da primeira espécie de peixe adaptado a RA (GRAHAM, 1997), muito
antes da evolugéo dos anfibios e invaséo dos tetrapodes na Terra (LONG, 1995).

Os peixes modernos de RA ocorrem em uma variedade de ambientes de dgua doce e em
alguns habitats marinhos, como recifes de corais tropicais, zonas intertidais rochosas, estuarios e
baias. Muitos fatores podem ter desempenhado um papel importante na selecdo da RA entre as
espécies marinhas, como, por exemplo, a ado¢do de um comportamento anfibio para explorar os
recursos na interface ar-agua, a exposicao periddica aérea imposta pela maré baixa e mesmo a
hipdxia aquatica em certos habitats (GIBSON, 1982; SAYER & DAVENPORT, 1991).

Entre os peixes de agua doce, a selecdo para a RA parece ter vindo primariamente dos
efeitos da hipoxia aquatica (JOHANSEN, 1970; DUNN, 1983). A RA evoluiu em peixes que
viviam sob o gelo e em outros ambientes hipoxicos (KLINGER et al., 1982), bem como em muitos
ambientes tropicais de planicie.

Na verdade, a maioria das espécies de peixes modernos que exibem RA ocorre em aguas
doces tropicais, que estdo sujeitas a secas sazonais. A falta de chuva aquece e represa estas aguas,
podendo formar aglomerados de peixes em pogas isoladas. A fotossintese nestas areas ndo é
suficiente para manter a normoxia, pois essas aguas geralmente sdo protegidas por macrofitas de
superficie ou denso povoamento de arvores. Assim, aliando-se a producdo limitada de O, o
aumento da temperatura e a grande demanda desse gas imposta pela aglomeragéo e decomposigdo
de matéria orgénica, esse microambiente pode apresentar condi¢c@es de hipoxia ou até mesmo
anoxia. S8o nesses tipos de habitats, caracterizados por mudangas sazonais na quantidade de O-
e volume de agua, que a selecdo natural tem agido repetidamente entre a diversa fauna de peixes
tropicais de agua doce, trazendo uma série de especializacOes diferentes entre as espécies,
possibilitando viverem nesses ambientes (THOMSON, 1993; BRAY, 1985; LONG, 1995).
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Os peixes com RA sdo usualmente classificados em dois grupos funcionais, 0s
respiradores de ar “facultativos” e os “obrigatorios” (JOHANSEN, 1970; GRAHAM, 1997). Os
facultativos sdo aqueles que, por definicdo, complementam a captacdo de O, na superficie, mas
sdo capazes de sobreviver apenas com sua respiracdo branquial se ndo tiverem acesso ao ar em
aguas em condicdes de normdxia. Por outro lado, os respiradores aéreos obrigatorios, nos quais
quase a totalidade da tomada de O, é facultada a 6rgdos de respiracdo aérea (ORA), sdo
completamente dependentes de O, atmosférico, até mesmo em aguas em condigdes normoxicas.
Isso ocorre pelo fato destas espécies possuirem areas de superficies branquiais muito reduzidas,
diminuindo assim a efetividade deste 6rgdo na captacdo de O.. Apesar da consideravel reducéo,
as branquias ndo foram completamente perdidas neste grupo de peixes, uma vez que estes 6rgaos
possuem uma funcgéo central na excre¢do de CO, e amdnia e também no balanco i6nico, osmotico
e acido-base (RANDALL et al., 1981; GRAHAM, 1997; BRAUNER & VAL, 2006). Porém,
deve-se ressaltar que a classificagdo facultativo/obrigatério ndo é absoluta. Existem peixes que
utilizam as duas estratégias dependendo do estagio de vida ou das condigdes do ambiente onde
vivem (REID et al., 2006).

A RA ¢, portanto, uma das respostas adaptativas utilizadas pelos peixes que habitam areas
onde o fornecimento de O, é escasso. Outros mecanismos acionados podem ser comportamentais,
por exemplo, fuga de areas hipoxicas (CALA, 1987) ou respiragdo aquética de superficie (ASR),
a qual o peixe utiliza a fina camada de ar saturado da superficie para ventilar suas branquias
(KRAMER, 1983).

1.2 Peixes de Respiragdo Aérea e a Familia Clariidae

Os peixes de RA apresentam uma grande variagdo interespecifica em relacdo ao grau de
dependéncia da agua ou do ar. Tais caracteristicas estdo intimamente relacionadas com o
desenvolvimento das branquias e do ORA, assim como o ambiente em que vivem (JOHANSEN,
1966; FARBER & RAHN, 1970; GAREY & RAHN, 1970). Além dos fatores citados
anteriormente, a relagdo O»:CO; no meio aquatico, a afinidade da hemoglobina pelo O, (Hb-O>),
a temperatura, o nivel de perfusdo das vias respiratorias e a presenca de predadores podem
influenciar na extracdo de O do ar atmosférico (KRAMER et al., 1983; GRAHAM & BAIRD,
1984; GRAHAM, 1985; SHINGLES et al., 1985).

As descricbes do ORA comecaram no inicio do século 19, sendo uma das primeiras feita
por HILAIRE (1802) para a espécie Silurus (= Clarias) anguillaris. Entre os teledsteos que
realizam RA h& uma grande diversidade de ORA e as principais caracteristicas para 0
funcionamento desse 6rgédo sdo a aquisi¢do, retencdo e absor¢do de O, atmosférico, onde poucas
estruturas além da boca e mandibula podem ser usadas para capturar ar (GRAHAM, 1997). Em

relacdo ao aprisionamento do ar inspirado, cavidades espagosas, com grande perfusdo sanguinea
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e sistema vascular ajustavel sdo requisitos necessarios e ocorrem ou podem se desenvolver na
boca, regido branquial ou trato digestivo (GRAHAM, 1997). Definiram-se entdo alguns tipos de
ORA, como, pulmao (Protopterus sp, Lepidoseren sp), bexigas de gases respiratorios (Amia sp,
Arapaima sp), ORA na regido da cabeca, em cAmaras bucais e faringeas (Hypopomus sp), cAmaras
branquial e opercular (Clarias sp), ORA formados ao longo do trato digestivo, incluindo esdfago
(Dallia sp), ducto pneumatico (Anguilla sp), estdmago (Loricariidae) e intestino (Cobitididae) e
por fim a pele, servindo como uma estrutura auxiliar na RA em diversas espécies (Symbranchus
sp) (GRAHAM, 1997) (Figura 1). Assim, embora a RA tenha evoluido diversas vezes e
independentemente entre as espécies, observa-se que a localizacdo dos lugares para as trocas
gasosas tem permanecido amplamente sob influéncias conservativas de estruturas “predispostas”
para a captacdo de ar, assim como os lugares no corpo onde o armazenamento e efetiva

vascularizagéo podem ser desenvolvidos (GRAHAM, 1997).

Cam. SB DP P- BN

Figura 1: Peixe hipotético contendo os diversos ORA conhecidos atualmente, sendo: superficie epitelial
modificada dentro da cavidade bucal (B); faringeal (F); esofagica (E); opercular (O) e branquial
(Br); pele (P); estbmago (Est); intestino (Int). Espacos modificados incluem a cémara
suprabranquial (Cam. SB) ou sacos faringeos (SF). Camaras modificadas incluem o ducto
pneumatico (DP) e o pulmdo ou bexiga natatéria (P-BN). Projecdes dentro desses espagos
incluem o labirinto (L); dendritos e leques branquiais (D-LB). Fonte: Modificado de GRAHAM
(1997).

Entre as diversas espécies de peixes de respiracdo aérea ja catalogadas estdo as da ordem
Siluriformes. Esta é a segunda maior ordem do grupo de peixes tropicais, possuindo 36 familias,
478 géneros e mais de 3.000 espécies (FERRARIS JR, 2007). Os membros desta ordem sdo
chamados de bagres ou “walking catfishes”, devido a presenga de grandes barbilhdes (bigodes
como os de gatos) quimiossensitivos, os quais facilitam a procura de alimentos entre a vegetacao
e rochas em aguas profundas, onde geralmente vivem, além de se locomoverem fora d"agua com
a ajuda de suas fortes nadadeiras peitorais e movimentos corpéreos (BURGESS, 1989; PAXTON
& ESCHMEYER, 1995).

A familia Clariidae encontra-se na ordem Siluriformes e é caracterizada por bagres de
respiracdo aérea, possuindo aproximadamente 14 géneros que se distribuem naturalmente por
todo o territério africano e sudeste asiatico (TEUGELS et al., 1990; HEE, 1999; TEUGELS &
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ADRIAENS, 2003). Atualmente estdo distribuidos por muitas partes da América ap6s introducao
por piscicultores devido ao rapido crescimento, facil adaptagdo a qualquer ambiente e boa
qualidade da carne deste grupo (LACHNER et al., 1970; COURTENAY & STAUFFER, 1984).
No Brasil sua introducdo ocorreu em 1997, porém muitos peixes escaparam dos tanques das
pisciculturas e invadiram rios e corregos adjacentes. Devido a rapida taxa de crescimento ocorreu
uma ampla disseminacdo pelo territorio brasileiro e, por se tratar de uma espécie exdtica e
predadora, tem causado danos ecoldgicos a ictiofauna brasileira (ALVES et al., 1999).

As espécies do género Clarias sdo caracterizadas por possuir um corpo anguiliforme,
nadadeiras dorsal e anal longas, cabeca achatada e boca larga, com 4 pares de barbilhdes (HEE,
1999). O bagre africano, Clarias gariepinus (Figura 4), onivoro, alimenta-se desde material
vegetal, plancton, artropodes, moluscos até animais de maior porte, como peixes, anfibios e
répteis (DE GRAAF & JANSSEN, 1996; YALCIN et al., 2001). Estes animais possuem
nadadeiras peitorais fortes, corpo alongado e a presenga de um ORA, 0 que 0s possibilita sairem
da agua para forragear ou procurar por sitios reprodutivos (DONNELLY 1973; MILLI &
TEIXEIRA, 2006). Assim, adaptam-se bem em rios com grande fluxo de agua bem como em
ambientes com agua mais parada, como lagos (FAO, 1997; MILLI & TEIXEIRA, 2006).

Figura 2: Exemplar de Clarias gariepinus. (Foto: Felipe Rocco Blasco).

SINGH (1993) evidenciou que as branquias ou tecidos branquiais ndo diferenciados
contribuem para a formacao de muitas estruturas de ORA que se desenvolvem na regido da cabega
ou proxima a ela. Dessa forma, o0 ORA deste género é composto por um par de camaras
suprabranquiais localizadas dorso posterior a cavidade opercular e quase totalmente preenchido
por “arvores respiratorias” (0rgdos arbdreos), que correspondem a extensdes das partes mais
elevadas dos 2° e 4°arcos branquiais. A abertura de cada cadmara possui valvulas que impedem a
entrada de 4gua, sendo extensdes, em forma de leques, das Ultimas lamelas branquiais interiores
de cada arco branquial (GRAHAM, 1997) (Figura 5). A superficie mais interna destas aberturas,

a base, as paredes interiores da cAmara e também as superficies arborescentes sdo envolvidas por
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um epitélio branquial modificado que também auxilia a funcdo respiratéria aérea (MOUSSA,
1956, 1957; MUNSHI, 1961, 1976; SINGH et al, 1982).

AN A, Le bra ial
Al arco 2" arco. wey eque branquia

Figura 3: Fotografias das estruturas morfofuncionais de RA de Clarias gariepinus. A- Vista dos arcos
branquiais separados; B- Vista dos arcos branquiais unidos; C- Vista aproximada dos leques
branquiais e ORA; LE — lado esquerdo, LD — lado direito. Fonte: Modificado de GLASS &
RANTIN (2009) e BELAO (2010).

Estudos prévios de MOUSSA (1957) mostraram que o ORA de outra espécie do género,
Clarias lazera, normalmente ndo entram em contato com a agua. Nos clariideos, a expiragdo de
ar precede a inspiragdo e deve ocorrer durante a subida a superficie. A expiracéo é iniciada pela
contracdo das cAmaras faringeas e suprabranquiais. Durante esse processo, a boca e abertura do
ORA, entre os leques dos 2° e 3° arcos branquiais sdo mantidos fechados para forgar o ar velho,
via abertura de expiracdo, & cAmara opercular, onde as bolhas séo liberadas. Ap0s esse processo
o0 ar engolido expande as cavidades bucais e faringeas e desloca a posic¢do do arco branquial de
uma maneira que torna capaz o preenchimento do ORA. A compressao da boca e faringe entdo
desloca o ar para dentro do ORA, enquanto o relaxamento da musculatura estabelece um vacuo
parcial dentro da cmara facilitando a entrada de ar (MOUSSA, 1956; VANDEWALLE &
CHARDON, 1991).

Em relacdo a perfusdo do ORA de Clarias sp, ndo ha registro de desvio ou perfuséo
seletiva das branquias ou do ORA, sendo observada uma circulagdo paralela entre ambas as
estruturas e o sangue que sai do ORA se dirige para a circula¢do sistémica via aorta dorsal
(GRAHAM, 1997).
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1.3 Caracteristicas Gerais da Natacéo e Peixes de Respiracdo Aérea

A natacdo € um comportamento caracteristico do grupo dos peixes: todas as espécies
nadam em algum momento de seu ciclo de vida. Os motivos pelos quais 0s peixes nadam sdo os
mais variados, incluindo a busca por comida, fuga de predadores ou visando interagdes sociais,
como defesa de territorio e/ou reproducdo (McKENZIE, 2011). Além disso, muitas espécies
nadam para mudar de habitat, seja por mudangas sazonais relacionadas a migracao reprodutiva,
bem como para evitar estressores ambientais.

A natacdo de peixes pode ser influenciada por diferentes forcas, fazendo com que seja
necessario um gasto de energia para que estas sejam superadas. Dentre elas, a forca inercial
exercida pela alta densidade e viscosidade da agua age na direcao horizontal, exigindo uma forga
de propulsdo (impulso) do animal para que ocorra uma natacdo efetiva. Adicionalmente, as
caracteristicas de peso e flutuabilidade do animal agem na direcgdo vertical, influenciando também
na eficiéncia de natagdo do animal (Figura 4). Dessa forma, a maior parte da energia produzida é
gasta pelos musculos ativos na natagdo, mas também ha gastos energéticos relacionados a
ventilacdo branquial e & contracdo cardiaca (SFAKIOTAKIS et al., 1999; McKENZIE, 2011).

Flutuabilidade
loN 2
Impulso *—3y );\{(_-:) - ) \— Resisténcia
l &
Y
Peso

Figura 4: Desenho representando as forcas que influenciam na natagdo de peixes. Fonte: Modificado de
SFAKIOTAKIS et al. (1999).

Os peixes nadam utilizando dois tipos de musculatura estriada esquelética, a musculatura
vermelha aerdbica, arranjada como duas tiras orientadas rostro-caudal abaixo da pele, proximo a
linha média, e a musculatura branca anaeroébica, compreendendo 0s maiores blocos de miétomos,
posicionados em ambos os lados da coluna dorsal (Figura 5).

A musculatura vermelha aerdbica, que representa geralmente cerca de 10 % (GREER-
WALKER & PULL, 1975) da massa muscular total, é usada na natagdo estavel de nivel lento a
moderado em atividades que devem ser sustentadas por periodos longos, como o forrageio, a
migracdo para longas distancias e a manutengdo da posi¢do em rios de fluxo continuo. Dessa
maneira, o desempenho no exercicio aerébico ird depender dos fatores que influenciam na taxa

de fornecimento de substratos para 0 metabolismo aerébico, sendo eles, a morfologia e area de
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superficie das branquias e a fungdo cardiaca para contracdo e ejecdo suficiente de sangue
(McKENZIE, 2011).

A musculatura branca anaerdbica forma a maior parte de musculatura na maioria dos
peixes, bem como compde grande parte da massa corporea, algumas vezes correspondendo a mais
de 50% da massa total do animal. Esse tipo de musculatura é utilizado em breves arranques em
natacdes a grandes velocidades, como, por exemplo, em perseguicfes presa-predador. As fibras
dessa musculatura possuem pouca capacidade aerdbica e sdo pouco vascularizadas, quando

comparadas as fibras da musculatura vermelha (McKENZIE, 2011) (Figura 5).

Figura 5: VisOes representativas dos diferentes tipos musculares na carpa, Cyprinus carpio em visdes A —
Longitudinal, B - Dorsal e C — Transversal. O musculo vermelho esta representado em vermelho
e 0 musculo branco em cinza. Fonte: Modificado de ROME et al. (1988).

A capacidade de nadar aerobicamente depende da habilidade do peixe em prover O, e
substratos para o0 masculo em atividade a uma taxa maior ou igual a suas necessidades metabdlicas
basais. Em peixes de respiragdo aquatica observa-se um pronunciado aumento na ventilagdo
branquial conforme a natacéo é efetuada, podendo aumentar em até 10 vezes o fluxo de &gua pelas
brénquias, bem como um aumento na frequéncia cardiaca e também no débito cardiaco. Além das
caracteristicas anteriormente citadas, durante o exercicio observa-se também uma redistribuicdo
sanguinea, diminuindo a perfusdo em 6rgédos do trato digestorio e aumentando a perfusdo da
musculatura vermelha, cérebro e coragdo (McKENZIE, 2011).

Pode-se assumir que todos os peixes de RA usam natacdo aerdbica prolongada em algum
momento de seus ciclos de vida, em especial durante atividades de rotina em regides proximas a
seu nicho (MLEWA et al., 2005) e durante migragcfes sazonais, como as migracdes reprodutivas

apresentadas pelos pangasideos Pangasianodon hypophthalmus (Sauvage, 1878) e Pangasius
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bocourti (Sauvage, 1880) no Rio Mekong, os quais hadam mais de 700 km rio acima para
desovarem (SO et al., 2006; HOGAN et al., 2007). Durante a migragéo, os peixes provavelmente
realizam eventos frequentes de RA, porém tal comportamento ndo é bem documentado, pois
geralmente migram no periodo noturno ou entdo fazem uso de camuflagens para evitar predagédo
aerea (SMITH & KRAMER, 1986; SHINGLES et al., 2005). Outros fatores que afetam a
realizacdo de RA séo as condigdes ambientais, como temperatura e O, dissolvido (LEFEVRE et
al., 2014).

Muitos estudos, visando a compreensdo do desempenho de natacdo de peixes, sdo
efetuados em aparelhos conhecidos como “Respirdmetro de Nata¢dao” (seg¢do 3.3), nos quais 0s
peixes respondem a necessidade de manterem sua posi¢do na coluna d"agua em uma velocidade
conhecida dentro de um sistema projetado para minimizar ao maximo a turbuléncia e produzir
uma corrente com velocidade uniforme e laminar (McKENZIE et al., 2012; LEFEVRE et al.,
2013).

Peixes que apresentam RA diferem no grau de dependéncia da respiracdo aérea para
manter o metabolismo aer6bico. Nas espécies estudadas até 0 momento, exercicios aerdbicos
realizados em respirdbmetro de natacdo estimularam o comportamento de respiracdo aérea
(GRIGG, 1965; FARMER & JACKSON, 1998; SEYMOUR et al., 2004, 2007; McKENZIE et
al., 2012; LEFEVRE et al., 2013). Dessa forma, os eventos de subida a superficie e 0 consumo
de O, do ar estdo relacionados com aumentos na velocidade de natacdo, levando a um aumento
na frequéncia de respiragéo aérea (fag) € um decréscimo no intervalo entre respiracéo aérea (ABI)
(FARMER & JACKSON, 1998).

Embora a importancia da RA durante a atividade ja seja conhecida para peixes bimodais
(GRAHAM, 2006), a natagdo aerdbica em tdneis de natacdo foi estudada em apenas 5 espécies:
Amia calva, Lepisosteus oculatus, Megalops cyprinoides, Gymnotus carapo e Pangasianodon
hypophthalmus (FARMER & JACKSON, 1998; SEYMOUR et al., 2004, 2007; McKENZIE et
al., 2012; LEFEVRE et al., 2013).
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1.4 Sistema Nervoso Auténomo e Modulagao Cardiaca

O termo Sistema Nervoso Autdonomo (SNA) foi primeiramente citado por John Newport
Langley (LANGLEY, 1921) no final do século XIX e é bem estabelecido para mamiferos e
vertebrados em geral. Em seu trabalho, Langley dividiu tal sistema em 3 partes: (1) sistema
nervoso simpatico, o qual consiste de fibras nervosas que se originam dos segmentos toracico e
lombar da medula espinhal; (2) sistema nervoso parassimpatico, o qual consiste de fibras nervosas
gue se originam na regido cranial, sendo composto pelos nervos 111 (oculomotor), VII (facial), IX
(glossofaringeo) e X (vago) e também de nervos na regido sacral; e (3) sistema nervoso entérico,
0 qual esta presente na parede do intestino.

Os sistemas nervosos simpatico e parassimpatico consistem na a¢ao conjunta de dois tipos
neurais em série, 0s neurbnios pré-ganglionares e 0s neurdnios pds-ganglionares.
Independentemente do tipo neural (simpatico ou parassimpatico), as fibras pré-ganglionares sdo
colinérgicas (DALE, 1933). Adicionalmente, os ax6nios dos neurdnios pré-ganglionares no
sistema simpaético sdo curtos, enguanto 0s axdnios dos neurdnios pds-ganglionares desse mesmo
sistema sdo longos e liberam adrenalina/noradrenalina. O inverso se aplica para o sistema
parassimpatico, que possui neurdnios pré-ganglionares longos e neurbnios pés-ganglionares
curtos, liberando acetilcolina e agindo préximo ou dentro da parede dos 6rgdos alvos (NILSSON,
2011).

Para vertebrados ndo mamiferos, a subdivisdo proposta por Langley se torna imperfeita
devido a dificuldade de separar as regiGes lombar e sacral ao longo de medula espinhal,
principalmente em peixes, 0s quais apresentam muitas variagdes entre os diferentes grupos
(NILSSON, 2011). Assim, NILSSON (1983) propds uma terminologia alternativa para descrever
0 SNA, criando o termo “vias craniais”, que sdo similares as vias craniais do sistema nervoso
parassimpatico na terminologia de Langley e o termo “vias espinhais”, referente a todas as vias
gue partem da medula espinhal, similar ao sistema nervoso simpatico e o sistema parassimpatico
sacral na terminologia de Langley.

Como dito anteriormente, observam-se algumas diferencgas no arranjo anatdbmico do SNA
nos diferentes grupos de peixes. O padrdo geral encontrado em vertebrados, no qual o sistema
autbnomo da medula espinhal parte de raizes ventrais dos nervos espinais varia em Cicléstomos,
onde, tanto em Petromyzontidae (lampreia) quanto em Myxinoides (feiticeira), observa-se, além
das raizes ventrais, eferéncias via raizes dorsais (BURNSTOCK, 1969; CAMPBELL, 1970).

Em Elasmobréanquios, a estrutura do SNA difere um pouco do padréo encontrado em
outros vertebrados. Os ganglios paravertebrais do sistema autonémico espinal (simpatico) estdo
orientados enfileirados, mas ndo estdo longitudinalmente conectados para formar uma cadeia
simpatica, como no caso de tele6steos e na maioria dos tetrapodes (BURNSTOCK, 1969;

NILSSON, 2011). Em relacéo aos nervos autondmicos craniais, s6 possuem eferéncias do nervo
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I11 (oculomotor), que controla a iris, e nervo X (vago), que controla o coragdo e o intestino, mas
o controle vagal nas branquias ainda é incerto (YOUNG, 1933) (Figura 6).

Em Telebsteos, o arranjo geral do SNA estd proximo do padrdo apresentado por
vertebrados mais derivados, como mamiferos. Uma das principais diferencas é a auséncia de uma
via autondmica parassimpatica nos nervos craniais VII (facial) e IX (glossofaringeo),
principalmente devido & auséncia de glandulas lacrimais e salivares, observado também em
Elasmobrénquios. H& a presenca de vias eferentes nos nervos craniais Il e X, controlando,
respectivamente, os olhos e o coragdo, branquias, intestino e bexiga natatéria, quando presente
(NILSSON, 1983). A segunda diferenga no padréo geral do SNA ¢é a porgdo cefélica da cadeia
simpatica. Essa rede de neur6nios se direciona para a regido da cabega, ocorrendo uma jungao
dos nervos craniais (parassimpatico) com os nervos da cadeia espinal (simpético), sendo usual a
utiliza¢@o do termo “tronco simpato-vagal” para o nervo vago (X) (BURNSTOCK, 1969) (Figura
6).
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Figura 6: Comparacédo da anatomia do SNA entre mamiferos, peixes teledsteos e elasmobranquios. Fonte:
Modificado de NILSSON (2011).
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Apesar de cada contracao cardiaca ser iniciada por células marca-passo, 0 SNA representa
0 maior modulador da frequéncia cardiaca (fu), agindo como um importante mediador do
desempenho cardiaco, controlando também o fluxo sanguineo e a pressdo sanguinea (NILSSON,
2011).

Entre os diferentes grupos de vertebrados observa-se uma grande varia¢do na atuacdo do
SNA como modulador da fu. Em tetrdpodes, o coragdo é controlado por uma inervagdo vagal
inibitéria, composta por fibras colinérgicas que diminuem a fu e 0 volume sistdlico. Em
contrapartida, ocorre uma inervagdo excitatoria controlada por fibras adrenérgicas da cadeia
simpética. Esses dois padrdes antagonistas irdo agir em sinergia modulando a frequéncia cardiaca
(NILSSON, 2011).

Em Ciclostomos, variacbes morfoldgicas e fisioldgicas cardiovasculares podem ser
observadas entre Petromyzontidae (lampreias) e Myxinoides (feiticeiras) (FARRELL, 2007).
Observa-se em lampreias a presenca de um Unico coracdo, o qual recebe inervacdo vagal
excitatoria devido & presenca de receptores nicotinicos cardiacos (BURNSTOCK, 1969),
contrastando do padréo geral cardio inibitério apos estimulagéo vagal encontrado em todos 0s
outros vertebrados. J& as feiticeiras possuem um coragdo sistémico (branquial) e coragdes
acessorios, dentre os quais o porta-hepatico é o Ginico composto por tecido miocardico (FANGE
et al., 1963). Adicionalmente, neste grupo ndo ha inervacdo autondmica do coracdo, sendo o
mesmo funcionalmente aneural, porém a fu pode ser modulada por catecolaminas circulantes
liberadas pelas células cromafim intra cardiacas (JOHNSSON & AXELSSON, 1996) (Figura 7).

Uma condigdo similar as feiticeiras é observada em Elasmobranquios, onde ndo ha
evidéncias que ocorra inervagdo adrenérgica no cora¢do, podendo, entretanto, ocorrer um controle
adrenérgico cardiaco via catecolaminas circulantes liberadas pelo tecido cromafim localizado na
parte posterior do seio venoso (NILSSON & HOLMGREN, 1988). Em relacdo a inervacdo
parassimpatica, sabe-se que o coracdo de Elasmobranquios possui uma inervacdo colinérgica
vagal inibitéria, via receptores muscarinicos (SANDBLOM & AXELSSON, 2011). As eferéncias
vagais se localizam principalmente no nodo sinoatrial, onde provavelmente esta localizado o
marca-passo cardiaco (SANTER, 1985) (Figura 7).

Os peixes teledsteos sdo o primeiro grupo de vertebrados a apresentar uma inervacao
dupla no coragdo, sendo assim, encontram-se fibras excitatorias adrenérgicas e fibras inibitorias
colinérgicas (NILSSON, 1983). As fibras adrenérgicas sdo encontradas em todas as partes do
coracdo do tele6steo e chegam ao mesmo principalmente via tronco simpato-vagal e também via
nervos espinais anteriores (NILSSON, 1983) (Figura 7). Diferentemente de mamiferos, onde a
noradrenalina é a principal catecolamina neuronal liberada, em teledsteos tanto adrenalina quanto
noradrenalina s&o liberadas pelos neurdnios (SANDBLOM & AXELSSON, 2011) (Figura 7). As
catecolaminas se ligam a receptores B-adrenérgicos presentes no miocardio e tecido marca-passo

e exercem efeitos cronotropico e inotropico positivos no coracdo (NILSSON, 1983). As fibras
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cardiacas colinérgicas sdo levadas pelo nervo vago e sdo encontradas no seio venoso, onde se
acredita estar localizado o tecido marca-passo (SANDBLOM & AXELSSON, 2011). A acdo
inibitoria dessas fibras ocorre devido a liberacdo de acetilcolina, que se liga aos receptores
muscarinicos presentes no tecido marca-passo (NILSSON, 2011).
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Figura 7: llustracdo comparando a acdo do SNA na modulagdo cardiaca em cicldstomos, peixes teledsteos
e elasmobranquios. Fonte: Modificado de NILSSON (2011).

O SNA possui um papel central no controle e coordenacdo do sistema cardiovascular em
todos vertebrados, controlando a frequéncia e forca de contracéo cardiaca e controle da resisténcia
vascular (NILSSON, 1983; MORRIS & NILSSON, 1994). O sistema cardiovascular é um
componente central na maquinaria fisioldgica que mantém a homeostase no corpo do animal. A
principal funcéo € suprir oxigénio e nutrientes para os tecidos e remover metabdlitos provenientes
dos processos celulares (SANDBLOM & AXELSSON, 2011).

A maior parte dos estudos em controle autondmico cardiaco em peixes foi desenvolvido
em teledsteos. E importante ressaltar que esse € um grupo muito diverso e grande, correspondendo
a quase 50 % do total dos vertebrados e s uma pequena fragdo dessas espécies foram estudadas
no que tange a funcéo do sistema nervoso autbnomo. Entre as espécies estudadas até o0 momento,
observou-se que a fu € afetada por um balanco entre as acdes do ténus adrenérgico e do tonus
colinérgico e o grau de acdo de cada um varia entre as espécies (AXELSSON et al., 1987,
ALTIMIRAS et al., 1997; AXELSSON, 2005; McKENZIE et al., 2007; LEITE et al., 2009;
PETERSEN & GAMPERL, 2010) e, dentro de uma espécie, ird variar dependendo do estagio de
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vida e do sexo (SCHWERTE et al., 2006; SANDBLOM et al., 2009), bem como entre as
condi¢des do experimento, como temperatura, hipdxia e exercicio fisico.

Animais com um padréo de respiracdo descontinua, como, por exemplo, peixes que
realizam RA e tetrdpodes que mergulham, apresentam um quadro de bradicardia durante a apneia,
seguido de uma taquicardia apds realizacdo do evento de RA (TAYLOR, 1999), sendo observada
uma clara diferenca nos valores de frequéncia cardiaca Pré-Respiragdo Aérea (fn Pré-RA) e
frequéncia cardiaca Pds-Respiracdao Aérea (fn POs-RA). Acredita-se que as variagdes na fu em
torno de cada evento de RA estejam sob modulacdo autonémica, assim como as variagdes na fu
Routine, frequéncia cardiaca medida entre dois eventos de RA (SANDBLOM et al., 2009).

N&o h& muitos estudos que evidenciem a modulagdo autonémica cardiaca durante o
exercicio fisico em peixes, em especial aqueles que realizam respiracdo aérea. A citar, diversos
estudos realizados com robalo europeu (Dicentrarchus labrax), respirador unimodal, observaram
que o tonus adrenérgico permanece baixo durante todas as velocidades de natagdo e que o tonus
colinérgico é o responsavel pelas variagoes na f4 (AXELSSON et al., 2002; CHATELIER et al.,
2005; 2006; DUPONT-PRINET et al., 2009; IVERSEN et al., 2010). H& evidéncias de que,
durante a transicdo de inatividade para realizacdo de exercicio fisico ou transicOes entre
intensidade de exercicio fisico, o ténus colinérgico vagal diminui sua atuacdo na modulacéo
cardiaca, aumentando assim a fu (CAMERON, 1978; AXELSSON & NILSSON, 1986;
AXELSSON et al., 1989; AXELSSON et al., 1994; AXELSSON et al.,2000). Dessa forma, o
aumento na fu devido ao aumento na intensidade do exercicio seria acompanhado por uma
diminuigdo de atividade colinérgica.

Dessa forma, considerando as relag6es cardiorrespiratorias ja descritas entre os diferentes
grupos de animais, a hipotese deste estudo é que as variagdes na f1 observadas antes e apos cada
evento de RA (a bradicardia que precede e a taquicardia que sucede) sejam parte de uma série de
ajustes fisioldgicos que visam otimizar a perfusdo do ORA, aumentando a extracdo de O
atmosférico e, assim, melhorando o desempenho do animal quando a demanda metabdlica de O-

é alta, por exemplo, durante a natacdo sustentada.

1.4.1 Avaliacdo da atividade dos tonus adrenérgico e colinérgico por meio da

aplicacéo de farmacos

Estudos que visam compreender a modulagcdo autondmica cardiaca em vertebrados em
geral utilizam farmacos antagonistas do sistema nervoso autbnomo. Farmacos antagonistas sdo
aqueles que se ligam aos receptores e ndo os ativam, impedindo que uma molécula agonista se

ligue a esse mesmo receptor e desencadeie uma resposta secundaria (RANG & DALE, 2012).
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Sabe-se que os dois principais neurotransmissores gue agem no sistema nervoso
autdbnomo sdo a acetilcolina e a adrenalina. Tanto os receptores muscarinicos de acetilcolina
quanto os receptores de adrenalina presentes nas células estdo acoplados a proteina G, chamados
também de receptores metabotropicos (RANG & DALE, 2012). Dessa forma, os respectivos
farmacos antagonistas destes neurotransmissores a serem utilizados em estudos de modulacéo
cardiaca sdo a atropina e o propranolol.

A atropina € um alcaléide de origem natural, encontrada na planta solanacea beladona
(Atropa belladonna) e age como antagonista competitivo de receptores muscarinicos. Tal acdo é
possivel devido a presenca de grupo ésteres e basicos ha mesma proporcao do encontrado na
acetilcolina. Assim, a atropina ird induzir um aumento na fx por meio do blogueio dos receptores
colinérgicos pds-sinépticos, diminuindo assim, a inibigdo parassimpética (ALTIMIRAS, 1997).

O propranolol é um antagonista ndo seletivo de receptores [B-adrenérgicos. Assim,
apresenta igual afinidade tanto a receptores B:1 quanto a receptores Po. Dessa forma, ele ira
competir com as catecolaminas naturais ligando-se aos receptores B-adrenérgicos cardiacos,

resultando em um efeito cronotrépico e inotropico negativo (ALTIMIRAS, 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

. Analisar a regulacdo autondmica do coracdo de Clarias gariepinus, bem como a
contribuigdo dos tonus adrenérgico e colinérgico nas funcGes cardiaca e respiratoria, quando
Clarias é exposto a crescentes velocidades de natagao.

2.2 Objetivos especificos

. Analisar as varia¢des de fra €m C. gariepinus quando submetido a velocidades diferentes
de natagdo em situagdo controle e apos injecdo de drogas antagonistas do SNA,

. Analisar varia¢bes na fu Pré-RA, fu P8s-RA e fu Routine em C. gariepinus durante o
exercicio em condi¢des controle e apds injecdo de drogas antagonistas do SNA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e manuten¢ao em laboratério

Foram utilizados 18 espécimes jovens de bagre africano, C. gariepinus (131 + 5 g,
E.P.M.), obtidos na piscicultura Polettini no municipio de Mogi Mirim, SP, Brasil. Os peixes
foram aclimatados por pelo menos quatro semanas em tanques de 500 L no Laboratério de
Zoofisiologia e Bioguimica Comparativa da UFSCar, Sdo Carlos/SP, com aeracdo constante (PO-
~140mmHg) e recirculagdo de &gua declorinizada, a 25 + 1°C. Os peixes receberam ragéo
comercial ad libitum uma vez por dia e antes de cada experimento foram privados de alimento
por um periodo de 48 h.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal de S&o Carlos (Parecer n® 036/2013).

3.2 Procedimentos cirdrgicos

Os peixes foram previamente anestesiados em solugédo aquosa de benzocaina (0,1 g.L™?)
até seus movimentos ventilatorios cessarem. Em seguida, foram transferidos para uma mesa
cirtrgica e suas branquias foram continuamente irrigadas com uma solugdo mais fraca e aerada
de benzocaina (0,05 g.L ™).

Para realizar as medidas da frequéncia cardiaca (fu) através dos registros de
eletrocardiografia, eletrodos de ECG foram implantados e suturados com pontos cirlrgicos na
seguinte sequéncia: o eletrodo principal foi inserido ventralmente na cavidade cardiaca, tomando-
se cuidado para ndo atingir o coragdo, enquanto o eletrodo de referéncia foi inserido na
musculatura acima da linha lateral e na parte mediana do animal (GLASS et al., 1991; RANTIN
et al., 1993). Adicionalmente, um terceiro eletrodo foi colocado na dgua do respirdmetro. Esta
preparacdo resultou em um eletrocardiograma com as caracteristicas da derivagdo D1 da
eletrocardiografia padrdo a partir da qual foram determinados os valores da f.

Para a injecdo de drogas agonistas (acetilcolina e adrenalina) e antagonistas (propranolol
e atropina) do sistema autonémico do coracdo, uma canula de polietileno (PE-10) foi implantada
e suturada na cavidade intraperitoneal por meio de um pequeno orificio, o qual foi aberto
utilizando-se uma agulha, na regido ventral do animal, contendo solugdo de salina (NaCl — 0,9%)
(Figura 8A). Para evitar que os movimentos do animal danificassem os eletrodos e a canula
durante a recuperacao e 0 experimento, as extensdes destes foram posicionadas na regido dorsal,
préxima ao inicio da regido 6ssea craniana, onde entdo foi realizada uma sutura Unica para
fixacdo, sendo posteriormente enrolados em torno de um material flutuante (Figuras 8B e C).

Todo o procedimento levou cerca de 25 minutos.
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Figura 8: C. gariepinus ap6s procedimentos cirlrgicos. A) Pontos de inser¢do dos eletrodos de ECG e
canula de polietileno na regido ventral do animal. B) Ponto de sutura para fixacdo dos eletrodos
e canula na regido dorsal, proxima a carapaca. C) Visdo geral ap6s enrolar fios e canula em torno
do material flutuante a fim de evitar que o animal se embarace na preparacdo durante o periodo
de recuperagéo.

3.3 Descricao do Sistema de Respirometria de Natacéo

Apos a cirurgia, os peixes foram transferidos para o respirdmetro de natacdo (semelhante
ao Swim-32, Loligo Systems, Dinamarca) para recuperacao da cirurgia e aclimatacao ao aparelho
a uma velocidade de 10 cm.s™ por 24 h. Tal velocidade foi estipulada a fim de adaptar o peixe a
um fluxo continuo de dgua, minimizando um possivel estresse quando o experimento iniciasse,
similar ao protocolo realizado por MCKENZIE et al. (2012). Apds este periodo, os fios foram
desenrolados e ligados no sistema de aquisi¢do de dados e a canula conectada a uma seringa, pela
qual, posteriormente, foram injetadas as drogas.

O sistema de respirometria de natacdo possui uma cAmara acoplada a um tanel de natagao
(cdmara experimental 15 x 15 x 45 c¢cm), com um volume total de 31,45 L. Esta camara
experimental foi submergida horizontalmente dentro de um tanque experimental maior com agua

normoxica (~100 L a PO, ~140 mmHg) e temperatura controlada (25 + 1°C) por um termostato.
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Além disso, esta camara possui um tubo de entrada e saida de agua que foi utilizado para
renovagédo da mesma por meio de bombeamento automatizado, possibilitando que durante todo o
experimento a cAmara experimental permanecesse em condi¢gBes normoxicas. Posicionada na
entrada do respirdmetro, uma estrutura alveolada (Plascore®, 6 mm de diametro celular) mantém
um fluxo laminar e uma velocidade uniforme da 4gua. Adicionalmente, a tampa do respirdmetro
possui uma elevagdo, permitindo o a formacao de uma coluna de ar entre a tampa e a ldamina de

agua para a realizacao de respiracdo aérea (Figura 9).

Figura 9. Sistema de respirometria com rotor (1) e motor de velocidade controlada (2): composto por um
tanque com uma camara experimental (3), formada por um respirémetro (4) acoplado a um tinel
de natagdo (5). O sistema possui entrada (6) e saida (7) principais de agua, bem como uma
entrada de 4gua bombeada do tanque para a cAmara experimental (8), mantida com fluxo e
velocidade constante por uma estrutura alveolar (9). Por fim, uma coluna de ar na tampa da
cdmara (10) permite a realizacdo da respiracao aérea pelo animal experimental.
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3.4 Protocolo Experimental

Apos o periodo de recuperagdo da cirurgia e aclimatagdo, os dois eletrodos de ECG foram
conectados a um amplificador (Animal Bio Amp—ADInstruments) de um sistema de aquisicdo de
dados (Power lab-ADInstruments). Este sistema, por sua vez, foi ligado a um computador e, por
meio do programa Lab Chart 7, o monitoramento de ECG foi realizado ao longo de todos os
experimentos. A canula implantada na regido intraperitoneal foi conectada a uma seringa. Os
peixes permaneceram na velocidade de 15 cm.s* até que o registro da frequéncia cardiaca se
estabilizasse, por cerca de 1 h. Posteriormente, seguiu-se uma das metodologias abaixo descritas
(Grupo 1 e Grupo 2), conforme a divisdo dos animais nos dois grupos estabelecidos.

3.4.1 Bloqueio da atividade autondmica (n = 4; 133+ 8 g EPM)

A fim de se certificar que as concentracGes utilizadas de Atropina e Propranolol nos
experimentos estavam de fato bloqueando, respectivamente, os receptores colinérgicos e
adrenérgicos presentes no coragdo de C. gariepinus, efetuaram-se experimentos prévios.

Foram injetadas solucoes de acetilcolina (1 mL.Kg? de 10* mol.L?) e adrenalina (1
mL.Kg? de 10 mol.L?) via canula intraperitoneal 1 h apés injecdo dos respectivos antagonistas
e observou-se possiveis alteracdes na fu, protocolo similar ao realizado por MCKENZIE et al.
(2007).

342 Grupol(n=9;126+6gEPM)

Neste grupo, os peixes foram submetidos a trés protocolos durante o experimento: (1)
Controle; (2) Propranolol e (3) Duplo Blogueio.

1) Protocolo Controle: os animais permaneceram na velocidade de natacdo de 15 cm.s™
por aproximadamente 1 h ou o tempo necessario para ocorrer no minimo dois eventos de
respiracdo aérea. Apds esse periodo, aumentou-se a velocidade de natacéo para 30 cm.s, na qual
0s peixes permaneceram por 10 min. Por fim, aumentou-se a velocidade para 45 cm.s?, na qual
permaneceram por 5 min. O tempo de permanéncia nas velocidades de 30 cm.s™ e 45 cm.s* foi
determinado em experimentos prévios, considerando-se 0 tempo minimo necessario para que 0s
animais realizassem duas respiragdes aéreas, sem prejudicar seu desempenho de natacédo, até que
todos os protocolos fossem realizados.

Apos o término do protocolo Controle retornou-se a velocidade para o valor inicial (15
cm.s™) e esperou-se tempo suficiente para que o pardmetro cardiaco fosse restaurado (em torno
de 40 min).
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2) Protocolo Propranolol: apés restauracdo do parametro cardiaco, foi injetado
Cloridrato de Propranolol 5 mg.kg* (Sigma-Aldrich — diluido em solucéo de 0,9% de NaCl a 2,5
mg.mL™?), através da canula intraperitoneal, semelhante a0 de McKENZIE et al. (2007). Em
seguida, foi injetado 1 mL da solucéo salina (0,9%) para assegurar a completa administragdo do
farmaco. Apds aproximadamente 40 min da injecdo da droga, iniciou-se o registro de dados e o
peixe foi submetido novamente as mesmas trés velocidades descritas anteriormente.

Ap06s o término do protocolo Propranolol retornou-se a velocidade para o valor inicial (15
cm.s?) e esperou-se tempo suficiente para que o parametro cardiaco fosse restaurado a um valor
préximo do obtido no inicio do protocolo.

3) Protocolo Duplo Bloqueio: apds a restauragdo do pardmetro cardiaco, foi injetada,
por meio da canula intraperitoneal, uma solucéo contendo Sulfato de Atropina 4 mg.kg (Sigma-
Aldrich —diluido em solugéo de 0,9% de NaCl a 2 mg.mL™) e Cloridrato de Propranolol 2 mg.kg"
! (Sigma-Aldrich — diluido em solucéo de 0,9% de NaCl a 1 mg.mL?), ocasionando um bloqueio
autonémico completo (duplo bloqueio) no coragdo do animal, semelhante ao de McKENZIE et
al. (2007). As proporcgoes foram utilizadas considerando o protocolo anteriormente realizado e a
fim de certificar que os receptores B-adrenérgicos estariam bloqueados durante toda a avaliagéo.
Em seguida a canula foi “lavada” com 1 mL de solugdo salina para assegurar a completa
administracdo das drogas. Apos aproximadamente quarenta minutos da injegdo das drogas,
iniciou-se o registro de dados e o peixe foi submetido as mesmas velocidades descritas

anteriormente.

343 Grupo2(n=29;137+8gEPM)

Neste grupo, os peixes foram submetidos a trés protocolos experimentais durante o
experimento: (1) Controle; (2) Atropina e (3) Duplo Bloqueio.

1) Protocolo Controle: o protocolo controle foi executado conforme descrito no item
3.4.2.

Apds o término deste protocolo retornou-se a velocidade para o valor inicial (15 cm.s™)
e esperou-se tempo suficiente para que o parametro cardiaco fosse restaurado (em torno de 40
minutos).

2) Protocolo Atropina: decorrido o tempo necessario para a restauragédo do parametro
cardiaco, foi injetado, por meio da canula intraperitoneal, Sulfato de Atropina 5 mg.kg? (Sigma-
Aldrich — diluido em solugéo de 0,9% de NaCl a 2,5 mg.ml). Em seguida, a canula foi “lavada”
com 1 mL de solugdo salina para assegurar a completa administragdo do farmaco. ApoOs
aproximadamente 40 min da injecdo da droga, iniciou-se o registro de dados e o peixe foi

submetido as mesmas trés velocidades descritas no item 3.4.2.
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Ap0s o término do protocolo Atropina, retornou-se a velocidade para o valor inicial (15
cm.s?t) e esperou-se tempo suficiente para que os parametro cardiaco fosse restaurado a um valor
préximo do obtido no inicio do protocolo.

3) Protocolo Duplo Bloqueio: ap6s restauracdo do parametro cardiaco foi injetada, por
meio da canula intraperitoneal, uma solucdo contendo uma mistura de Cloridrato de Propranolol
4 mg.kg* (Sigma-Aldrich — diluido em solucdo de 0,9% de NaCl a 2 mg.mL™) e Sulfato de
Atropina 2 mg.kg? (Sigma-Aldrich — diluido em solugdo de 0,9% de NaCl a 1 mg.mL™),
ocasionando um bloqueio autonémico completo (duplo bloqueio) no coracdo do animal. As
proporcdes foram utilizadas considerando o protocolo anteriormente realizado e para se certificar
que os receptores muscarinicos colinérgicos estariam blogueados durante toda a avaliagdo. Em
seguida a canula foi “lavada” com 1 mL de solugdo de salina para assegurar a completa
administracdo das drogas.

Apos aproximadamente 40 min da injecdo das drogas, iniciou-se o registro e o peixe foi
submetido as mesmas velocidades descritas anteriormente.

A inversdo na ordem de aplicacdo das drogas, caracteristica que diferenciou 0s grupos
avaliados (Grupo 1 e Grupo 2), foi realizada para avaliar possiveis interacdes entre os tonus
adrenérgico e colinérgico. Neste caso, apds o blogueio utilizando o antagonista adrenérgico, uma
“resposta compensatoria” do ramo parassimpatico sera observada, com o intuito de amenizar o

efeito da reducdo da influéncia adrenérgica no coragdo (ALTIMIRAS, 1997).
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3.5 Parametros Avaliados

3.5.1 Frequéncia de Respiracio Aérea (fra)

A frafoi calculada para cada velocidade e condicdo experimental baseando-se nos dados
obtidos no ABI (Intervalo entre respiracdo aérea), multiplicados por 3600, para obtencdo dos
resultados por hora. Médias foram obtidas com os valores de cada peixe em cada condi¢do

experimental.

3.5.2 Frequéncia Cardiaca (fw)

Os valores de fy foram obtidos pela contagem dos intervalos R-R do ECG. Tal analise
permitiu a aquisicdo do tempo interbatimentos e esses dados foram convertidos em bpm
(batimentos por minuto). Foram calculadas a frequéncia cardiaca Routine (/1 Routine, medida no
intervalo de tempo entre duas respiracGes aéreas) e as frequéncias cardiacas encontradas
imediatamente antes de uma respiragéo aérea (fn Pré-RA) e imediatamente ap6s uma respiracdo
aérea (fu P0s-RA), utilizando-se o tempo necessario para ocorrer dez intervalos R-R. A Figura
10 apresenta um trecho de ECG de bagre em norméxia a uma velocidade de 15 cm.s* no
respirdmetro de natag&o.

0 (ae'mn s U flasanss | faaeient (hean s gl i mads
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Figura 10: Registro de eletrocardiograma (ECG) de um bagre africano, C. gariepinus, em normoxia, a uma
velocidade de natacdo de 15 cm.s™.
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3.5.3 Calculo da atividade dos ténus Colinérgico e Adrenérgico

As agdes dos tonus colinérgico e adrenérgico no coragdo medidas na fy Pré-RA, fuPos-
RA e Routine (Chol - % e Adr - %, respectivamente) foram calculadas para cada individuo,
baseado no tempo necessario para que ocorressem 10 intervalos R-R (1/fy), conforme descrito
por ALTIMIRAS (1997). Assim, tem-se:

a. Parao Grupo 1:

Chol (%) = (R-R)s— (R-R)o *100
(R-R)o

Adr (%) = (R-R)s — (R-R)oon *100
(R-R)o

b. Parao Grupo 2:

Chol (%) = (R-R)cont — (R-R) musc *100
(R-R)o

Adr (%) = (R-R)o — (R-R)musc *100
(R-R)o

Onde:

Chol (%): Porcentagem do ténus Colinérgico;

Adr (%): Porcentagem do ténus Adrenérgico;

(R-R)g: Intervalo R-R depois de bloqueado os receptores  adrenérgicos;
(R-R)o: Intervalo R-R apds completo bloqueio autonémico;

(R-R)cont: Intervalo R-R Controle;

(R-R)muse: Intervalo R-R depois de bloqueado os receptores muscarinicos.
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3.6 Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como média = EPM e foram consideradas significativas
diferencas com valores de P < 0,05. Na descricdo dos efeitos dos protocolos Propranolol e
Atropina, os resultados obtidos foram comparados com os protocolos Controle e Duplo Bloqueio
(n =9 cada) realizados especificamente para cada grupo. Apds verificagdo da distribui¢do normal
dos dados (teste Shapiro-Wilk), a influéncia dos tratamentos nas respostas de respiracao aérea,
frequéncias cardiacas e a¢do dos tonus foram analisadas por meio de uma série de andlises de
variancia de medidas repetidas com dois fatores (“two-way” ANOVA para medidas repetidas).
Para todos os pardmetros analisados, ‘Data for Subject’ correspondeu ao Individuo avaliado,
‘Factor A’ foi a Velocidade de natagdo, ‘Factor B’ correspondeu ao Tratamento (Controle,
Atropina, Propranolol e Duplo Bloqueio) ¢ o ‘Data for Data’ foi o Parametro a ser analisado (por
exemplo, ABI, fag, fue agdo do tonus). A “two-way” ANOVA foi complementada pelo teste de
comparagdo multipla de Holm-Sidak, utilizado para testar as significancias das diferencas e
relagdes entre os dados. Todas as andlises foram realizadas por meio do software Sigma Plot
versdo 13.0 (Systat Software Inc., Califérnia, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1. Efeitos do Exercicio e Administracao dos farmacos no padrao de Respiracdo Aérea (fra)

Os resultados observados na avaliagdo da fra estdo descritos na Tabela I.

Tabela I: Frequéncia de Respiragdo Aérea (fra: resp.h’t), avaliada em C. gariepinus submetido a diferentes
velocidades de natacdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as velocidades
dentro de cada grupo; (*) indica diferenca significativa em relacdo ao Controle de seu
respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade; (T): indica diferenga significativa em
relagdo ao Duplo Blogueio de seu respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade. Valores
expressos como média £ EPM (n=9; Two—way ANOVA).

Velocidade de natagdo (cm.s™?)

15 30 45
—  Controle | 4,9+0,9° 31,6+3,8" 34,1+3,3P
§ Propranolol 74+15° 51,8 +7,2°" 68,4 +7,9¢
3 Duplo Blogueio | 5,7 +2,12 43,1+222° 65,5 + 6,0°"
~ Controle Il 4,5+0,8° 35,9+ 6,3 67,6 +8,0°
% Atropina 4,1+1,.2% 29,6 + 3,5 75,6 + 11,6
& Duplo Bloqueio 11 5,7 + 0,8 39,1+6,0° 54,9 + 4,2°

Em relac@o a Frequéncia de Respiracdo Aérea (fra), 0s peixes do Controle | apresentaram
um aumento significativo nos valores de fra Somente entre as velocidades 15 x 30 cm.s?,
correspondendo a cerca de 545% (P < 0,05). N&o foi observada diferenga significativa nos valores
obtidos entre as velocidades 30 x 45 cm.s™* (Tabela | e Figura 11A). Ja o Controle 11 apresentou
diferencas significativas entre todas as velocidades de natagdo. Assim, 0s aumentos observados
entre as velocidades 15 x 30 cm.s™ e 30 x 45 cm.s™* foram de, respectivamente, cerca de 693% e
87% (P < 0,05) (Tabela I e Figura 11B).

Ao analisar a fraapés a injecdo de propranolol nas trés diferentes velocidades utilizadas
no protocolo, observaram-se aumentos significativos conforme se aumentou a velocidade de
natagdo. Entre as velocidades de 15 x 30 cm.s* foi observado um aumento significativo na
frequéncia de respiracéo aérea de 600% (P < 0,05), enquanto a troca de 30 cm.s* para 45 cm.s™
promoveu um aumento de 32% (P < 0,05) (Tabela | e Figura 11C). Quando comparados ao
Controle 1, os peixes do protocolo Propranolol apresentaram diferencas significativas nas
velocidades de 30 cm.s™ e 45 cm.s™, com aumentos de aproximadamente 64% e 101% (P < 0,05),

respectivamente (Tabela | e Figuras 11A e C).
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No protocolo Atropina observou-se que o aumento da velocidade de natagdo promoveu
um consequente aumento na frequéncia com a qual o peixe sobe & superficie para realizar
respiracdo aérea. Ao aumentar de 15 cm.s® para 30 cm.s® houve uma intensificagdo de
aproximadamente 86% (P < 0,05) na frequéncia observada, enquanto entre 30 x 45 cm.s™* ocorreu
um aumento de 61% (P < 0,05) (Tabela I e Figura 11D). Diferencas significativas ndo foram
observadas ao comparar os resultados obtidos neste protocolo com os observados nas mesmas
velocidades do Controle 11 (Tabela I e Figuras 11B e D).

Os valores obtidos na avaliacdo dos Duplos Bloqueios | e Il mostraram uma relagdo
positiva entre 0 aumento da velocidade de natacdo e a frequéncia com a qual o peixe sobe a
superficie para realizar respiracdo aérea. Dessa forma, entre 15 x 30 cm.s™ e entre 30 x 45 cm.s™
0s aumentos nas frequéncias foram de, respectivamente, 661% e 51% (P < 0,050) para o Duplo
Blogueio | e de 585% e 40% (P < 0,050) para o Duplo Bloqueio Il (Tabela | e Figuras 11E e F).

Ao comparar os dados de fra Obtidos no Controle I com os dados obtidos no Duplo
Blogueio I, observou-se um aumento significativo na velocidade de 45 cm.s, correspondendo a
cerca de 92% (P < 0,05) (Tabela I e Figuras 11A e E). As fra oObservadas no Duplo Blogueio |
ndo diferiram dos resultados obtidos no protocolo Propranolol (Tabela | e Figuras 11C e E).

Em relagdo ao Controle II, ndo foram observadas diferengas significativas na fra a0
comparar com os valores encontrados no Duplo Bloqueio Il (Tabela | e Figuras 11B e F). Ao
comparar o protocolo Atropina com o Duplo Bloqueio Il, notou-se diferenca significativa nos
valores de fra Somente na velocidade de 45 cm.s, correspondendo a uma redugéo de 31% (P <
0,05) (Tabela I e Figuras 11D e F).
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Figura 11: Avaliacdo da Frequéncia de Respiracio Aérea (fra.h™) em C. gariepinus sob diferentes
velocidades de natacdo. A: Controle I; B: Controle I1; C: Apds injecdo de Propranolol; D: Apés
injecdo de Atropina; E: Duplo Bloqueio I; F: Duplo Bloqueio Il. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre as velocidades dentro de cada grupo; (*) indica diferenca
significativa em relacdo ao Controle de seu respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade;
(1): indica diferenga significativa em relacdo ao Duplo Bloqueio de seu respectivo grupo dentro
de uma mesma velocidade. Valores séo médias £+ EPM; n=9 (P < 0,05).
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4.2. Efeitos do Exercicio e Administracao dos farmacos na Atividade Cardiaca

4.2.1 Frequéncia Cardiaca Routine (fu Routine)

Os resultados observados na avaliagdo da fw Routine estdo descritos na Tabela II.

Tabela Il: Frequéncia Cardiaca Routine (fn Routine: bpm), avaliada em C. gariepinus submetido a
diferentes velocidades de natacdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as
velocidades dentro de cada grupo; (*) indica diferenca significativa em relacdo ao Controle
de seu respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade; (): indica diferenga significativa
em relacdo ao Duplo Bloqueio de seu respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade.
Valores expressos como média = EPM (n = 9; Two-way ANOVA).

Velocidade de natagdo (cm.s™?)

15 30 45
—  Controle | 53 +3° 72£4° 87 +6°
§ Propranolol 49 + 471 67 + 4°F 80 + 3¢
% Duplo Bloqueio | 95 + 5% 99 + 5% 102 + 5%
o  Controle Il 66 + 2° 93 +4° 113 £ 4°
% Atropina 122 + 47 122 + 37 121 + 3
% Duplo Bloqueio Il 100 + 5% 101+7% 102+7%

Em relagdo a fu Routine, nos Controles | e 11 foram observados aumentos significativos
com as mudancas na velocidade de natacdo. Assim, entre as velocidades de 15 x 30 cm.s™ e 30 x
45 cm.s™ os aumentos corresponderam a, respectivamente, 37% e 21% (P < 0,05) para o Controle
| (Tabela Il e Figura 12A) e a 40% e 21% (P < 0,05) para o Controle Il (Tabela Il e Figura 12B).

O protocolo Propranolol apresentou respostas similares ao Controle I, com aumentos
significativos de 35% e 20% (P < 0,05) entre as velocidades 15 x 30 cm.s* e 30 x 45 cm.s?,
respectivamente (Tabela Il e Figura 12C). Em comparagéo ao Controle I, ndo foram observadas
modificagdes significativas na fu Routine apos injecdo de propranolol (Tabela Il e Figuras 12A e
C).

Apbs a injecdo de atropina observou-se que a fy Routine ndo diferiu significativamente
ao longo do protocolo (Tabela Il e Figura 12D), porém, quando comparado ao Controle Il, o
protocolo Atropina apresentou diferengas significativas na fi Routine em uma mesma velocidade,
com aumentos de 84% e 31% (P < 0,05) nas velocidades de 15 cm.s* e 30 cm.s™, respectivamente.

Diferencas significativas ndo foram observadas em 45 cm.s™ (Tabela Il e Figuras 12B e D).
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Assim como observado no protocolo Atropina, verificou-se que apés o duplo blogueio,
em ambos os grupos, a f4 Routine ndo diferiu significativamente ao longo do protocolo (Tabela
Il e Figuras 12E e F).

Ao comparar o Controle 1 com o Duplo Bloqueio | observaram-se diferencas
significativas em uma mesma velocidade. Assim, aumentos significativos de 81%, 37% e 17% (P
< 0,05) foram observados, respectivamente, nas velocidades de 15 cm.s?, 30 cm.s? e 45 cm.s™
(Tabela 11 e Figuras 12A e E). O mesmo ocorreu ha comparacao entre o protocolo Propranolol e
0 Duplo Bloqueio I, com aumentos de, respectivamente, 94%, 49% e 27% (P < 0,05) para as
velocidades de 15 cm.s?, 30 cm.s™ e 45 cm.s™ (Tabela Il e Figuras 12C e E).

Entre os resultados obtidos no Controle Il e no Duplo Bloqueio I, foram encontradas
respostas diferentes ao observado no Grupo I, com aumentos significativos somente nas
velocidades de 15 cm.s? e 30 cm.s correspondentes a 51% e 8% (P < 0,05), enquanto para a
velocidade de 45 cm.s™ foi observada uma redugdo de 9% (P < 0,05) (Tabela Il e Figuras 12B e
F).

Apesar de apresentar uma constancia na fu Routine nas trés diferentes velocidades assim
como observado no protocolo Atropina, os valores do Dublo Bloqueio Il obtidos em cada
velocidade de natagdo variaram significativamente apds a inje¢do do farmaco. Assim, foram
encontradas reducdes de cerca de 17%, 16% e 15% (P < 0,05) para as velocidades de 15 cm.s,

30 cm.st e 45 cm.s?, respectivamente (Tabela Il e Figuras 12D e F).
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Figura 12: Avaliacdo da Frequéncia Cardiaca Routine (fn Routine) em C.gariepinus sob diferentes
velocidades de natacdo. A: Controle I; B: Controle Il; C: Apos inje¢do de Propranolol; D: Apds
injecdo de Atropina; E: Duplo Bloqueio I; F: Duplo Bloqueio Il. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre as velocidades dentro de cada grupo; (*) indica diferenca
significativa em relacdo ao Controle de seu respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade;
(1): indica diferenga significativa em relagdo ao Duplo Bloqueio de seu respectivo grupo dentro
de uma mesma velocidade. Valores s&o médias £ EPM; n=9 (P < 0,05).
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4.2.2. Frequéncia Cardiaca Pré Respiracio Aérea (fu Pré-RA) e Frequéncia Cardiaca Pos

Respiracio Aérea (fn P0s-RA)

Os resultados observados na avaliagdo das fu Pré-RA e fu PGs-RA estdo descritos na
Tabela Il

Tabela I11: Frequéncia Cardiaca Pré e Pos Respiragdo Aérea (fu Pré-RA/f1 Pds-RA: bpm), avaliadas em
C. gariepinus submetido a diferentes velocidades de natacdo. NUmeros diferentes indicam
diferencas significativas entre fy Pré RA e fu P6s RA em um mesmo grupo e velocidade;
Letras diferentes indicam diferengas significativas entre a fr Pré RA de um mesmo grupo em
velocidades diferentes e entre a fnu Pés RA de um mesmo grupo em velocidade diferentes; (*)
indica diferenca significativa em relacdo ao Controle de seu respectivo grupo dentro de uma
mesma velocidade para o mesmo parametro; (T): indica diferenca significativa em relagdo ao
Duplo Bloqueio de seu respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade para 0 mesmo
parametro. Valores expressos como média £ EPM (n=9; Two-way ANOVA).

Velocidade de natagdo (cm.s™?)
15 30 45

fuPré-RA  fuP6s-RA  fuPré-RA  fuP6s-RA  fuPré-RA  fuP6s-RA

—  Controle | 54 + 212 78 £ 3% 72 £4 91 + 3% 86 + 3% 97 + 3%

C%D- Propranolol 473 74+£3%T 62147 78437 7743t 87 £3%F
?D: Duplo Bloqueio I 95+4%" 97 +41" g9 51" 99+5%  102+5% 10145
o  Controle Il 65+1 10422  90x3"®  109£3%  109x4€  118+3%
% Atropina 123 £33 123+ 31 123 £ 319" 122 #3123+ 31 123 + 3147
% Duplo Bloqueio Il 98 + 5%" 99+5%  100+7%  101+7% 1037 102 +6%

Os peixes do Controle I apresentaram um aumento significativo na fny Pré-RA e na fn
PGs-RA dentro de uma mesma velocidade. Comparando as fr Pré-RA com as fny P0s-RA, foram
observados aumentos significativos de 45%, 26% e 13% (P < 0,05), respectivamente as
velocidades de 15 cm.s?, 30 cm.s? e 45 cm.s (Tabela 111 e Figura 13A). Adicionalmente, nas
mudancas entre 15 x 30 cm.s™ e 30 x 45 cm.s™* foram observados aumentos significativos de,
respectivamente, 33% e 20% (P < 0,05) na fn Pré-RA e de 16% ¢ 7% (P < 0,05) na fn POs-RA
(Tabela 111 e Figura 13A).

As mesmas respostas foram obtidas nos peixes Controle II. Assim, comparando as fn Pré-
RA com a fu P6s-RA, observou-se que, nas velocidades de 15 cm.s?, 30 cm.s* e 45 cm.s*
ocorram aumentos significativos de, respectivamente, 60%, 20% e 8% (P < 0,05) (Tabela Il e
Figura 13B). Adicionalmente, nas mudangas entre 15 x 30 cm.s® e 30 x 45 cm.s? foram
observados aumentos significativos de, respectivamente, 38% e 21% (P < 0,05) na fu Pré-RA.
Para a fu P6s-RA, foi observada uma diferenca somente na mudanca entre 30 x 45 cm.s?,
equivalente a 8% (P < 0,05) (Tabela Ill e Figura 13B).
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Ao analisar o protocolo Propranolol observaram-se diferencas entre as fu Pré-RA e fn
Pds-RA, dentro de uma mesma velocidade. Assim, aumentos de 58%, 25 % e 14% (P < 0,05)
foram encontrados para as velocidades de 15 cm.s?, 30 cm.s® e 45 cm.s™, respectivamente.
Aumentos significativos nas fu Pré-RA e nas fy P0s-RA também foram observados na
comparagéo entre as trés diferentes velocidades de natacdo. Ao aumentar a velocidade de 15 cm.s°
! para 30 cm.s™ pode-se observar que a fu Pré-RA teve um aumento de 32% (P < 0,05), fato ndo
observado para a fu P6s-RA. Ja na passagem de 30 cm.s para 45 cm.s® a fu Pré-RA teve um
aumento de 23% (P < 0,05), enquanto a fn P0s-RA teve um aumento o de 12% (P < 0,05) (Tabela
I11 e Figura 13C). Quando comparado ao Controle I, a Unica diferenca encontrada foi na fy Pds-
RA na velocidade de 30 cm.s, onde se constatou uma reducdo de aproximadamente 15% (P <
0,05) (Tabela Il e Figuras 13A e C).

Ap6s a injegdo de atropina foi observado que as fu Pré-RA e fu P0s-RA em uma dada
velocidade ndo diferiram significativamente. Adicionalmente, foi constatada uma mesma fy Pré-
RA e Pds-RA nas trés velocidades de natagdo (valor proximo a 120 bpm) (Tabela 11l e Figura
13D). Diferencgas significativas foram observadas em quase todas as fu avaliadas quando
comparadas, para uma mesma velocidade, com os valores obtidos no protocolo Controle Il
(Tabela 111 e Figuras 13B e D). Assim, na avalia¢do da fu Pré-RA, foram observados aumentos
de 90%, 37% e 12% (P < 0,05), respectivamente, para as velocidades de 15 cm.s?, 30 cm.s e 45
cm.s™. Ja a fu POs-RA apresentou diferencas significativas ap6s injecdo de atropina somente nas
velocidades de 15 cm.s™ e 30 cm.s, com aumentos de, respectivamente, 18% e 13% (P < 0,05)
(Tabela 111 e Figuras 13B e D).

Apo6s o duplo bloqueio observou-se que as fu Pré-RA e fy P6s-RA em uma dada
velocidade ndo diferiram significativamente e também néo se observou diferengas nas frPré-RA
entre velocidades diferentes, bem como para as fu P6s RA, tanto para o Grupo | quanto para o
Grupo Il (Tabela Il e Figuras 13E e F).

Ao comparar com os dados obtidos no protocolo Controle I, foram encontradas diferencas
significativas nas fu Pré-RA em todas as velocidades, ao passo que a fu P6s-RA no protocolo
Duplo Bloqueio I s¢ diferiu na velocidade 15 cm.s* (Tabela Il e Figuras 13A e E). Dessa forma,
apos realizacdo do Duplo Bloqueio I, foram observados aumentos significativos nas fn Pré-RA
correspondentes a 76%, 37% e 17% (P < 0,05), respectivamente, para 15 cm.s?, 30 cm.s? e 45
cm.s™. Na avalia¢do das fu P6s-RA, foi encontrada diferenca apenas na velocidade de 15 cm.s™,
correspondendo a um aumento de 23% (P < 0,05) (Tabela 11l e Figuras 13A e E).

Na comparagdo entre as fu Pré-RA dos protocolos Propranolol e Duplo Blogueio I,
observou-se um aumento de 101%, 59% e 33% (P < 0,05), para as velocidades de 15 cm.s?, 30
cm.st e 45 cm.s?, respectivamente. J& para a fu POS-RA os aumentos encontrados foram,
respectivamente, de 30%, 27% e 16% (P < 0,05) (Tabela 11l e Figuras 13C e E).
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Ao comparar os dados obtidos no Duplo Blogueio Il com o Controle 11 foram observadas
diferencas na fu Pré-RA nas duas velocidades iniciais de natagdo, ao passo que a fn P6s-RA no
grupo Duplo Bloqueio Il s diferiu das obtidas na avaliacdo do Controle 1l na velocidade 45 cm.s®
! Dessa forma, apés realizagdo do Duplo Bloqueio II, foram observados aumentos nas fy Pré-
RA correspondente a 51% e 11% (P < 0,05), respectivamente, para 15 cm.s? e 30 cm.s®. Na
avaliagdo das fr POs-RA, a diferenca observada na velocidade de 45 cm.s™* correspondeu a uma
reducéo de 23% (P < 0,05) (Tabela 11l e Figuras 13B e F).

Uma correlacdo inversa foi observada na comparacdo entre os dados obtidos no protocolo
Atropina e no protocolo Duplo Bloqueio II, onde ocorreu uma redugéo nos valores das fu Pré-
RA e fu POs-RA para uma mesma velocidade. Assim, apos a realizagdo do duplo bloqueio, a fu
Pré-RA diminuiu 20%, 18% e 16% (P< 0,05), respectivamente, nas velocidades de 15 cm.s?, 30
cm.s™ e 45 cm.s. O mesmo ocorreu para a fu POs-RA, com reducdes de, respectivamente, 19%,
17% e 16% (P < 0,05) (Tabela Il e Figuras 13D e F).
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Figura 13: Avaliagdo da Frequéncia Cardiaca Pré Respiragdo Aérea (fu Pré-RA - Linhas Pretas) e

Frequéncia Cardiaca Pos Respiragdo Aérea (fn POS-RA - Linhas Vermelhas) em
C.gariepinus sob diferentes velocidades de natagdo. A: Controle I; B: Controle II; C: ApGs
injecdo de Propranolol; D: Ap6s inje¢do de Atropina; E: Duplo Bloqueio I; F: Duplo
Bloqueio II. Nmeros diferentes indicam diferengas significativas entre fn Pré RA e fu P0s
RA em um mesmo grupo e velocidade; Letras diferentes indicam diferencas significativas
entre a fy Pré RA de um mesmo grupo em velocidades diferentes e entre a fr P6S RA de um
mesmo grupo em velocidade diferentes; (*) indica diferenga significativa em relacdo ao
Controle de seu respectivo grupo dentro de uma mesma velocidade para 0 mesmo parametro;
(): indica diferenga significativa em relagdo ao Duplo Bloqueio de seu respectivo grupo
dentro de uma mesma velocidade para 0 mesmo parametro. Valores sdo médias + EPM; n =
9 (P <0,05).
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4.3 Efeitos do Exercicio no Tonus

Os efeitos do exercicio na modulag&o das atividades dos tonus adrenérgico e colinérgico
no periodo Routine, Pré-RA e Pds-RA estdo expostos na Tabela IV.

Tabela 1V: Porcentagem de agdo dos tonus Adrenérgico e Colinérgico nos periodos Routine, Pré
Respiragdo Aérea e POs Respiracao Aérea, avaliadas em C. gariepinus submetido a diferentes
velocidades de natagdo. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas de um
mesmo ténus no periodo Routine nas diferentes velocidades. Letras mintsculas diferentes
indicam diferencas significativas dentro de um mesmo parametro nas diferentes velocidades.
(*) indica diferenca significativa entre a atividade Pré-Respiracdo Aérea e P6s-Respiracdo
Aérea de um tbnus em uma mesma velocidade. Valores expressos como média £ EPM (n=9;
Two-way ANOVA).

Velocidade (cm.s™)

15 30 45
Tonus Adrenérgico
Routine 23+23 12 +8 75
< Pré-RA 28+ 14 22+7 14 +3
O pos-RA 5+9 17+4 13+3
@ Tonus Colinérgico
© Routine 112 + 294 55 + 165 29 +9C€
Pré-RA 109 + 162 65+ 17" 34+ 9°
Pos-RA 31+5" 274" 17 +5
Tonus Adrenérgico
Routine 18+3 175 16+4
~ Pré-RA 20+3 19+4 17+4
O  Pés-RA 20+3 14+5 17+4
% T()ngs Colinérgico
O Routine 69 +4A 26+58 6+2C
Pré-RA 72452 30+4° 10+2°
P6s-RA 15+2" 10+1" 4+1

Apos a execucdo do protocolo Propranolol e do protocolo Duplo Blogueio (Grupo 1), foi
possivel quantificar a porcentagem de agdo dos tonus adrenérgico e colinérgico em cada
velocidade, no periodo Routine e também Pré-RA e P6s-RA.

Em relacdo ao tdnus adrenérgico no periodo Routine, ndo foram encontradas diferencas
significativas ao comparar as trés velocidades. Ja no ténus colinérgico no periodo Routine, ao
comparar sua agdo entre as velocidades 15 x 30 cm.s™ constatou-se que ocorreu uma diminuigéo
significativa de 51% (P < 0,05) e entre as velocidades 30 x 45 cm.s™ a diminuicdo encontrada foi
de 46% (P < 0,05) (Tabela IV e Figura 14A).

Na avaliacdo dos valores Pré-RA e Pds-RA, foi observado que o tdnus adrenérgico
permaneceu constante durante todo o protocolo, sem varia¢fes dentro de uma mesma velocidade,

bem como entre velocidades distintas (Tabela IV e Figuras 14B, C e D).
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Em relacdo ao ténus colinérgico, foram observadas alteracfes significativas em sua
modulagdo Pré-RA e Pds-RA nas velocidades de 15 cm.s™ e 30 cm.s™. Na primeira velocidade,
foi observada uma diminuicao significativa de aproximadamente 72% (P < 0,05) na acdo do tonus
colinérgico Pré-RA quando comparado com a agdo desse tonus Pés-RA. Na velocidade de 30
cm.s?, a diminuicdo observada corresponde a 58% (P < 0,05). Diferencas significativas entre a
modulagdo colinérgica Pré-RA e P6s-RA ndo foram observadas em 45 cm.s™ (Tabela IV e Figuras
14B, Ce D).

As modulages colinérgicas encontradas P6s-RA ndo diferiram significativamente entre
as trés velocidades. O mesmo ndo foi encontrado na modulacdo colinérgica Pré-RA, a qual
diminuiu significativamente conforme o aumento da velocidade de natacdo. Na mudanca de 15
cm.st para 30 cm.st observou-se uma diminuicéo de 40% (P < 0,05) e, ao aumentar de 30 cm.s
! para 45 cm.s, a reducdo observada foi de 48% (P < 0,05) (Tabela IV e Figuras 14B, C e D).

Também foi calculada a porcentagem de acdo dos tbnus apos a inversdo das drogas
(Grupo 2), onde os resultados obtidos assemelham-se aos encontrados no Grupo 1. Em rela¢do ao
periodo Routine, ndo foram observadas diferencas na acdo do tonus adrenérgico nas diferentes
velocidades. Por outro lado, redugdes significativas foram obtidas na avaliagdo da acdo do tonus
colinérgico, onde, na passagem de 15 cm.s* para 30 cm.s, houve uma diminuicéo de 62% (P <
0,05), ao passo que a reducéo observada entre as velocidades de 30 cm.s™ e 45 cm.s™* foi de 79%
(P < 0,05) (Tabela IV e Figura 15A).

Confirmando os dados encontrados no Grupo 1, notou-se que os valores Pré-RA e Pos-
RA do ténus adrenérgico ndo variaram em uma mesma velocidade, bem como entre velocidades
diferentes. Em relacdo ao ténus colinérgico foi possivel observar alteracdes significativas em sua
modulagdo Pré-RA e P6s-RA nas velocidades de 15 cm.s e 30 cm.s™. Na primeira velocidade
foi observada uma diminuigdo de aproximadamente 79% (P < 0,05) e, na velocidade de 30 cm.s°
! essa reducdo correspondeu a 65% (P < 0,05). Na velocidade de 45 cm.s? nédo foi observada
diferenca significativa entre a modulagdo colinérgica Pré-RA e a Pés-RA (Tabela IV e Figuras
15B, Ce D).

As modulages colinérgicas encontradas P6s-RA ndo diferiram significativamente entre
as trés velocidades. Por outro lado, a modulag&o colinérgica Pré-RA diminuiu significativamente
conforme se aumentou a velocidade de natagdo. Assim, na mudanca de 15 cm.s™ para 30 cm.s™
observou-se uma diminuicdo de 66% (P < 0,05) e, ao aumentar de 30 cm.s* para 45 cm.s?, a
reducéo observada foi de 48% (P < 0,05) (Tabela IV e Figuras 15B, C e D).
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Figura 14: Porcentagem de ac¢do do Tonus Adrenérgico (Coluna Branca) e Ténus Colinérgico (Coluna

Preta) sob diferentes velocidades de natacdo. A: Routine; B: 15 cm/s; C: 30 cm/s e D: 45 cm/s.
Letras maisculas diferentes indicam diferencas significativas de um mesmo tdnus no periodo
Routine nas diferentes velocidades. Letras mindsculas diferentes indicam diferencas
significativas dentro de um mesmo pardmetro nas diferentes velocidades. (*) indica diferenca
significativa entre a atividade Pré-Respiracdo Aérea e Pds-Respiracdo Aérea de um ténus em
uma mesma velocidade. Valores sdo médias + EPM; n =9 (P <0,05).
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Figura 15: Porcentagem de acdo do Tonus Adrenérgico (Coluna Branca) e Ténus Colinérgico (Coluna

Preta) sob diferentes velocidades de natacdo. A: Routine; B: 15 cm/s; C: 30 cm/s e D: 45 cm/s.
Letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas de um mesmo tonus no periodo
Routine nas diferentes velocidades. Letras minlsculas diferentes indicam diferencgas
significativas dentro de um mesmo pardmetro nas diferentes velocidades. (*) indica diferenga
significativa entre a atividade Pré-Respiracdo Aérea e Pds-Respiragdo Aérea de um tdnus em
uma mesma velocidade. Valores sdo médias + EPM; n =9 (P <0,05).
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5 DISCUSSAO

A natacdo em peixes pode ser dividida em trés tipos: sustentada, prolongada ou natagéo
de explosédo (HOAR & RANDALL, 1978). A natacéo de exploséo tem duracdo de apenas alguns
segundos e se caracteriza por ser anaerdbica, diferentemente das outras duas que se caracterizam
por serem aerdbicas e exigirem ajustes nos sistemas respiratério e cardiovascular (RANDALL,
1982). Desta forma, experimentos desenvolvidos em sistemas de respirometria exigem que 0s
peixes avaliados desenvolvam uma natagdo sustentada, caracterizada também por um aumento de
4 a 6 vezes no consumo de O, em relacdo ao valor consumido em condigdes de repouso, sendo
que 93% deste consumo estdo relacionados ao aumento da atividade muscular necessaria para
realizar a natacdo (WEBB, 1998).

Neste trabalho, o exercicio aerdbico sustentado ocasionou um aumento na fra € também
na fu em C. gariepinus. Foi observado também que, conforme se aumentou a velocidade de
natagdo, ocorreu uma diminui¢do na agdo do tonus colinérgico, bem como uma diminuicdo nas
diferencas das fn Pré-RA e fu P8s-RA, tornando possivel a associagdo de tais mudangas a agdo
colinérgica vagal. Apos o bloqueio farmacoldgico do controle cardiaco observou-se diferengas na

fra, em relacéo ao Controle, no protocolo Propranolol.

5.1 Frequéncia de Respiragdo Aérea e Exercicio Fisico

Peixes de respiracdo aérea facultativa comumente utilizam a RA como mecanismo para
suprir a demanda de O, em condigdes hipoxicas ou durante atividade fisica. Porém, embora as
branquias de C. gariepinus sejam capazes de manter o metabolismo aerdbico do animal em
normoxia e em repouso, eventos de RA sdo facilmente visualizados nos tanques de aclimatacao
(observagdes pessoais). Tal comportamento foi anteriormente descrito por BELAO et al. (2011),
que observaram para a espécie aproximadamente 2 eventos de RA no intervalos de 1 h quando
em condi¢des de repouso e normoxia. Isto permite classificar C. gariepinus como respirador aéreo
facultativo continuo (ver detalhes em GRAHAM, 1997; BELAO et al., 2011).

Os resultados obtidos neste estudo revelaram uma relacao entre a natacao sustentada e a
fra em C. gariepinus. Com 0 aumento da velocidade de natagéo, foi observado um aumento na
fraem quase todos os protocolos, o que esta relacionado com o mecanismo de resposta da espécie
para a manutencdo do metabolismo aerébico. Estudos realizados com outras espécies bimodais
descreveram o mesmo padrdo observado em C. gariepinus. Em Amia calva e Lepisosteus
oculatus, FARMER & JACKSON (1998) relataram maiores valores de fra bem como um
aumento na quantidade de O, aéreo consumido com o aumento da velocidade de natacéo, apesar

dos eventos de RA ndo serem comuns em situacdes de repouso e norméxia. Adicionalmente,
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estudos também foram realizados com Megalops cyprinoides, Gymnotus carapo e Pangasius
hypophthalmus, porém em diferentes condi¢cbes de temperatura e protocolos de natacdo
(SEYMOUR et al., 2007; McKENZIE et al., 2012; LEFEVRE et al., 2013, respectivamente).
Embora diferencas nos valores absolutos da fra tenham sido registradas pelos autores,
considerando que a temperatura possui um efeito estimulador na fra (JOHANSEN et al., 1970;
GRAHAM, 1997), o mesmo padrdo de comportamento foi observado.

Os mecanismos de inducdo e regulacdo da RA durante o exercicio em condigdes de
normoxia ndo sdo totalmente conhecidos ainda. Acredita-se que alguns fatores possam influenciar
0 comportamento de RA, como uma limitag&o na extragdo de O pelas branquias (PACKARD,
1974). Em C. gariepinus, a taxa de extracdo de O, (EO2) em situagBes de normoxia, de
aproximadamente 49% (BELAO et al., 2011), é considerada baixa quando comparado a espécies
unimodais, como a carpa (Cyprinus carpio, 90%; LOMHOLT & JOHANSEN, 1979), a traira
(Hoplias malabaricus, 83%; RANTIN et al., 1992) e a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus,
80%; FERNANDES & RANTIN, 1994). A grande capacidade de extrair O, pelas branquias de
peixes unimodais esta associada a grande area para trocas gasosas na superficie respiratoria
branquial (FERNANDES et al., 1994), caracteristica ndo observada em peixes de respiragcdo
bimodal, para os quais acredita-se que, por possuirem uma estrutura auxiliar na captacdo de O, 0
ORA, a superficie funcional branquial para troca gasosa € menor, afetando assim a EO..

A EO; de C. gariepinus também é considerada baixa quando comparada com outras
espécies de respiracao bimodal, como o jeju (H. unitaeniatus, 71%; OLIVEIRA et al.,2004), a
enguia (Synbranchus marmoraturs, 67%; BICUDO & JOHANSEN, 1979) e Ancistrus chagresi
(79%; GRAHAM, 1983). Portanto, as branquias de C. gariepinus ndo sdo tdo eficientes na
extracdo de O, tornando-o0s mais dependentes do O, atmosférico captado pelos ORASs para suprir
a alta demanda metabdlica durante exercicio fisico. Outra caracteristica importante que elucida a
importancia do ORA para C. gariepinus é a alta pressao critica de O, apresentada pela espécie
(PcOy). Em um estudo que privava o acesso ao ar, impossibilitando, assim, a realizagdes de RA
pelo animal, BELAO et al. (2011) evidenciaram que a PcO; para a espécie é de aproximadamente
60 mmHg, um valor alto quando comparado a outras espécies de respiracdo bimodal (jeju, H.
unitaeniatus, ~40 mmHg, cascudo, Rhinelepis strigosa, ~24 mmHg, mugum, S. marmoraturs,
~40 mmHg; respectivamente, OLIVEIRA et al.,2004; TAKASUSUKI, 1998; BICUDO &
JOHANSEN, 1979). Tal fato, juntamente com a baixa EO; apresentada pela espécie, corroboram
a importancia do ORA na manutencdo do metabolismo aerdbico, especialmente quando a
demanda metabdlica aumenta durante o exercicio.

A atividade cardiaca de um peixe determina seu desempenho durante uma natagdo
sustentada (GRAHAM & FARREL, 1990), sendo afetada em grande parte pela disponibilidade
de O,, uma vez que se trata de um tecido aerdbico. Dessa forma, 0 aumento do consumo de O

pelo musculo esquelético durante o exercicio fisico leva a uma reducdo da PO, do sangue venoso.
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Assim, além da classica hipotese que associa 0 surgimento da RA a ambientes aquéticos hipoxicos
(JOHANSEN, 1970; KLINGER et al., 1982; DUNN, 1983), acredita-se que a RA possa ter
surgido como uma maneira de aumentar o suprimento de O para 0 coracdo durante atividades
fisicas, promovendo um aumento da PO, venosa e uma consequente melhora no desempenho
cardiaco (FARMER, 1997, 1999).

A crescente fra Observada em C. gariepinus nos protocolos de natacdo pode estar
associada ao aumento no consumo de O, pelos musculos, alterando a PO, venosa de forma
suficiente para sensibilizar os quimiorreceptores de O,, 0s quais estimulam o0s centros
respiratorios e induzem o aumento no comportamento de RA. Os quimiorreceptores de O que
modulam a fra em C. gariepinus estdo localizados principalmente no 1° arco branquial, podendo
ocorrer também em sitios extra-branquiais, como o ORA, e, devido a sua orientacdo interna e
externa, so capazes de monitorar alteracdes na PO, sanguinea e aquética (BELAO et al., 2015).
Portanto, alteragdes na PO, venosa podem ser responsaveis pelo aumento na fra durante o
exercicio fisico em C.gariepinus, fato ja relatado para a truta arco iris, Oncorhynchus mykiss
(STEVENS & RANDALL, 1967; FARRELL & CLUTTERHAM, 2003).

5.2 Bloqueio farmacologico e controle da Frequéncia de Respiragdo Aérea

A injecdo de propranolol, no Grupo 1, ndo modificou o padréo geral de aumento nos
eventos de RA conforme se aumentou a velocidade de natagdo. Apds a injecdo do farmaco, as
maiores fra, Observadas nas duas Ultimas velocidades de natagdo, podem ter ocorrido devido a
acdo do propranolol em receptores B-adrenérgicos presentes nas branquias de C. gariepinus. Em
um trabalho com jeju, H. unitaeniatus, MCKENZIE et al. (2007) observaram uma redu¢do na
ventilagdo branquial ap6s o bloqueio adrenérgico com propranolol durante a hipoxia. Tal resposta
pode ter ocorrido devido a um papel adrenérgico na regulagdo de quimiorreceptores sensiveis ao
O- e na regulacéo da respiracdo branquial pelos peixes (MCKENZIE et al., 1995).

Em estudos realizados com truta arco-iris, O. mykiss, PERRY et al. (1985) e VERMETTE
& PERRY (1988) evidenciaram a ag¢do de receptores B-adrenérgicos branquiais como agentes
vasodilatadores das arteriolas aferentes lamelares, diminuindo a resisténcia vascular e
aumentando, por consequéncia, a perfusdo sanguinea no Orgdo, enquanto 0s receptores o-
adrenérgicos e colinérgicos muscarinicos sdo responsaveis pela vasoconstricdo dos vasos
branquiais (NILSSON, 1983). Além disso, quando ligadas a receptores [3-adrenérgicos branquiais,
as catecolaminas aumentam a area de superficie funcional das branquias, aumentando assim a
captacdo de O, (SUNDIN & NILSSON, 2002). Desta forma, o bloqueio -adrenérgico pode ter
levado a uma diminuicdo na perfusdo sanguinea branquial e também a uma diminuicdo na
superficie de trocas gasosas, ocasionando uma diminuigdo da captacdo de O, compensada pelo

aumento na fra, COM uma maior utilizagdo do ORA.
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5.3 Resposta cardiaca e controle cardiaco durante o exercicio fisico

Peixes teleGsteos regulam a contracdo cardiaca e o fluxo sanguineo no sistema
circulatorio a fim de prover quantidades adequadas de O, e nutrientes para todos os tecidos e
sistemas. O aumento da demanda metabdlica do musculo vermelho durante o exercicio aerébico
sustentado é acompanhado por um aumento no débito cardiaco (Q) (JONES & RANDALL, 1978;
OLSON & FARRELL, 2006; ALTIMIRAS et al., 2008). Uma vez que o Q é resultante do produto
entre a fy e 0 volume sistélico (Vs), 0 aumento do Q pode resultar de elevagdes na fy e/ou Vs, que
sdo amplamente controlados pelo sistema nervoso autbnomo (CAMERON, 1978; OLSON &
FARRELL, 2006).

O valores da fu Routine observado na primeira velocidade de natacdo, 15 cm.s™, no
protocolo Controle em ambos 0s grupos experimentais, (53 + 3 bpm e 66 = 2 bpm,
respectivamente Grupo 1 e Grupo 2) evidenciam que, embora ndo estejam nadando efetivamente,
o fluxo de agua proporcionado pelo respirémetro foi suficiente para que um ajuste cardiaco nos
peixes fosse necessério. Estes resultados sdo corroborados por BELAO et al. (2011), onde em
experimentos em respirometria fechada, em condi¢des de repouso e normaxia, obtiveram valores
de fu proximos a 44 bpm.

A influéncia dos tonus adrenérgico e colinérgico durante a fn Routine foi elucidada com
os resultados obtidos nos protocolos Controle (ambos os grupos) e Propranolol, onde maiores
valores desta frequéncia foram observados conforme se aumentou a velocidade de natagdo. Dessa
forma, uma diminuicdo na acdo do tonus colinérgico foi evidenciada, sendo este, portanto, o
principal efetor no ajuste da f quando hd um aumento na demanda metabdlica, ocasionada, neste
estudo, pela natacdo sustentada. Em contrapartida, o tdnus adrenérgico permaneceu relativamente
baixo e constante em todas as velocidades. Corroborando os dados observados, a dominancia do
tdnus colinérgico em relagdo ao adrenérgico em controlar a fu em situacfes de repouso e sua
conseguinte diminuicdo durante aumento de atividade ja foi relatada para outras espécies de
peixes, como em Dicentrarchus labrax, Carassius auratus, Gadus morhua, Pagothenia bernacchi
e Protopterus annectens (IVERSEN et al. 2010; CAMERON, 1978; AXELSSON & NILSSON,
1986; AXELSSON et al., 1992; SANDBLOM et al., 2010, respectivamente).

Adicionalmente, AXELSSON et al. (1989), em um estudo com Hemitripterus
americanus, evidenciaram a importancia do toénus adrenérgico no aumento da fu durante a
atividade fisica. Sendo assim, uma dominéncia colinérgica ndo é comum para todos 0s peixes e
pode estar associada a caracteristicas espécies especificas. Ha também evidéncias de que as a¢bes
dos ténus variem com a temperatura na qual os peixes estdo aclimatados, onde, em um gradiente
de temperatura de -1 a 27 °C, observa-se que o tonus colinérgico possui maior agdo nos extremos,

tanto em temperaturas baixas quanto em altas, enquanto a a¢do do ténus adrenérgico é maior em
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temperaturas medianas desse gradiente (SANDBLOM & AXELSSON, 2011). Portanto,
considerando o habitat e a temperatura a qual C. gariepinus est& adaptado (25 °C), espera-se que
ocorra uma maior acdo colinérgica do que adrenérgica na modulag&o cardiaca, como observado
neste estudo.

Apos a realizacdo dos duplos bloqueios | e Il e do blogueio com atropina, foram
observadas fu Routine maiores do que as encontradas nos seus respectivos controles, sendo que
as mesmas permaneceram constantes ao longo de todo o protocolo. Tal fato, como discutido
anteriormente, deve-se a alta inibicdo vagal a qual o coracdo de C. gariepinus esta submetido.
Apesar de constante também, os valores obtidos ap6s o0 bloqueio com atropina foram superiores
aos encontrados ap6s o duplo blogueio. A inversdo na injecdo das drogas antagonistas possibilita
a observacgdo da interag@o entre os tonus, chamada de “demanda compensatdria”. Assim, a injecao
de propranolol antes da atropina promove nao apenas o bloqueio adrenérgico, como também um
estimulo do ténus colinérgico, representando uma resposta compensatéria para minimizar o efeito
da abolicéo da influéncia adrenérgica no coracéo (ALTIMIRAS et al., 1997). Portanto, diferengas
na fu Routine em relacdo ao controle ndo foram observadas e, somente ao realizar a injecdo de
atropina antes, foi possivel quantificar a importancia do ténus adrenérgico, onde a diferenca na
fnem relagdo ao duplo bloqueio pode ser creditada a agdo desse ténus.

Em peixes de respiracdo bimodal é possivel observar duas respostas cardiacas padrdo em
torno de cada RA, a bradicardia que precede o evento e a taquicardia que o sucede. Estas respostas,
observadas nos protocolos Controle e Propranolol realizados em C. gariepinus no presente estudo,
podem estar relacionadas a mecanismos fisiol6gicos que visam a otimizagdo do funcionamento
do ORA. A bradicardia observada ocorre devido a expiracao do ar pouco oxigenado de dentro da
camara bucal para o ar atmosférico, enquanto a taquicardia ocorre com a inspiracdo de O, da
atmosfera (JOHANSEN, 1966; GRAHAM et al., 1995). Além disso, acredita-se que a taquicardia
esteja associada a um aumento no débito cardiaco e na perfusdo do ORA (SKAALS et al., 2006).
Assim, tais respostas podem aumentar a absorcéo de O, atmosférico e melhorar sua distribuicéo
para os tecidos, tornando-os capazes de manter o metabolismo aerébico (GRAHAM et al., 1995),
principalmente em situagcBes de alta demanda energética, como durante o exercicio fisico
(FARMER & JACKSON, 1998).

Este padréo j& havia sido anteriormente relatado para C. gariepinus por BELAO et al.
(2011 e 2015) e também para outras espécies de respiracdo bimodal, como mugum, Synbranchus
marmoratus (JOHANSEN, 1966), Hoplerythrinus unitaeniatus (McKENZIE et al., 2007),
Anabas testudineus (SINGH & HUGHES, 1973) e Monopterus albus (IVERSEN et al. 2011).
Adicionalmente, a anatomia do sistema circulatorio de C. gariepinus, na qual ndo se observa um
desvio ou preferéncia na perfusdo das branquias ou do ORA, confirma a agdo da taquicardia como
mecanismo para aumentar a perfusdo do 6rgdo arbéreo (GRAHAM, 1997). De forma diferente

ao bagre, a piramboia, Lepidosiren paradoxa (peixe dipndico), possui uma maior perfusdo dos
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pulmdes apds o evento de RA associada principalmente a redistribui¢do sanguinea que a espécie
apresenta em sua circulacdo pulmonar, sendo o aumento na fn, embora presente, pouco
responsavel pela melhora na distribuicdo de O, observada (AXELSSON et al., 1989; TAYLOR
etal., 2010).

A importéncia do ténus colinérgico na modulagdo da fn Pré e PGs-RA esta relacionada,
no presente estudo, & auséncia de alteracdes da fn ap0s a realizagdo dos protocolos de Duplo
Blogueio e Atropina. O mecanismo associado as variagdes na fn em torno de eventos de RA esta
intimamente ligado a uma reducdo da atividade vagal cardiaca, que ocorre devido a uma
diminuicdo da atividade reflexa de receptores branquiais. Desta forma, mecanorreceptores que
agem durante os movimentos ventilatorios e quimiorreceptores de O,, apds um evento de RA,
diminuem suas atividades reflexas, ocasionando um aumento na fu. (LEITE et al., 2009;
TAYLOR et al., 2009).

A avaliagédo da agdo dos tonus adrenérgico e colinérgico nas situagdes Pré e P4s-RA neste
estudo torna evidente a importancia destes na modulagdo cardiaca. Em ambos 0s grupos
experimentais observou-se 0 mesmo padrdo de resposta, a qual consiste em uma atividade
constante do ténus adrenérgico, ndo variando sua a¢&o no periodo Pré e Pds-RA, onde o tonus
colinérgico corresponde ao principal modulador da variagdo na fu. Em um estudo anterior com
C. gariepinus em situagio de repouso, BELAO et al. (2015) relataram 0 mesmo padrdo de
controle autonémico Pré e P4s-RA e, assim como McKENZIE et al. (2007) em experimentos com
jeju (H. unitaeniatus), também observaram que, ap6s o blogueio adrenérgico, a taquicardia Pds-
RA né&o foi abolida, enquanto que, apds o tratamento com atropina, ambas as espécies nao foram
capazes de apresentar taquicardia Pés-RA. Dessa forma, prople-se que, em C.gariepinus,
possivelmente os receptores B-adrenérgicos estejam atuando apenas no aumento da forca de
contracdo (efeito inotropico positivo) Pré e POs-RA, fazendo com que os receptores o-
adrenérgicos sejam os responsaveis pela bradicardia Pré-RA, juntamente com a acdo colinérgica
vagal (BELAO et al., 2015), uma vez que ja foi relatado para outras espécies a agdo cronotropica
negativa desses receptores (TIRRI & RIPATTI, 1982; FARREL, 1984, 1991; TEMMA et al.,
1989). Sabendo disso, é interessante a realizacdo de outros experimentos farmacol6gicos para
elucidar a real contribui¢ao dos receptores a-adrenérgicos na modulagéo.

Por fim, a modulagdo cardiaca observada durante o exercicio em C. gariepinus apresentou
particularidades quanto ao previamente descrito para outras espécies. A maioria dos vertebrados,
incluindo peixes, apresenta uma ag¢do conjunta dos ramos parassimpatico e simpatico do SNA,
onde variacfes opostas na modulacdo destes possibilitam que seus efeitos sejam amplificados
(TAYLOR et al., 1999). No presente trabalho, o comportamento obtido se difere do padréo acima
citado, onde o tbnus adrenérgico ndo apresenta variagdo em sua modulacao associada a cada RA
(Pré e Pos), fazendo com que a taquicardia observada P6s-RA ocorra exclusivamente devido a

acdo colinérgica vagal, podendo se tratar de uma caracteristica espécie-especifica. Como se trata
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do primeiro estudo que visa compreender a modulagdo cardiaca durante o exercicio em peixes de
respiracéo aérea é interessante realizar experimentos com outras espécies de RA e observar como

se dard a modulagdo cardiaca durante os eventos de RA.

5.4 Critica ao método

Estudos prévios (SCHWERTE et al., 2006; SANDBLOM et al., 2009) demonstraram que
as acOes dos tonus adrenérgico e colinérgico podem variar em uma mesma espécie dependendo
do estéagio de desenvolvimento e do sexo. Também j& é conhecido que diferentes tipos de cirurgias
e instrumentacdo podem fazer com que haja diferencas na acdo dos tdbnus em uma mesma espécie
(GRANS et al., 2010). Sabendo disso, neste trabalho foram utilizados animais com tamanho e
peso similares, indicando estagio de desenvolvimento préximo. Adicionalmente, todos foram
submetidos a exatamente 0 mesmo protocolo pré e pos cirdrgico. Embora todos esses quesitos
tenham sido levados em consideracdo, foram observadas diferencas na fra, fu € % de acéo dos
tonus entre os grupos Controle | e Controle I1. Tais diferencas podem ser creditadas a perturbagoes
externas na sala onde foram realizados os experimentos, uma vez que em paralelo a0 mesmo
ocorriam outros, aumentando assim o indice de ruidos e luminosidade, fatores que podem
aumentar o estresse do animal, alterando assim as variaveis avaliadas. Porém, embora tais
diferencas nos valores absolutos de fra, fr € Nna % de acdo dos tonus tenham sido observadas, é
interessante ressaltar que o padrdo de resposta observado nos grupos foi 0 mesmo. Ambos
apresentaram um aumento na fra € nNa fu conforme se aumentou a velocidade de natacéo e
também foi observado, em ambos os grupos, um tonus adrenérgico constante durante todo o
protocolo € um tonus colinérgico que varia sua a¢dao, modulando de maneira efetiva a fn. Dessa
forma, podemos assumir que tais diferencas obtidas ndo inviabilizaram a importéncia e qualidade

dos resultados deste trabalho.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que, no bagre africano, Clarias
gariepinus, ha uma evidente relacdo entre 0 aumento na intensidade do exercicio fisico e o
aumento na frequéncia de respiracdo aérea. Esse comportamento foi alterado apos injecdo do
antagonista $-adrenérgico, propranolol. Alteragcdes ndo foram evidenciadas apés o duplo blogueio
autondmico cardiaco, ndo sendo possivel elucidar a real importancia das varia¢6es na frequéncia
cardiaca na Pré-RA e P6s-RA e sua relagdo com a perfusdo do ORA na espécie em questdo.
Também se observou um aumento na frequéncia cardiaca Routine conforme se aumentou a
velocidade de natagdo, sendo esta modulada principalmente por agdo colinérgica vagal inibitoria,
com o tonus adrenérgico constante durante todo o experimento, em ambos 0s grupos. Em relacéo
a frequéncia cardiaca Pré-RA e P6s-RA observou-se gque, conforme se aumentou a velocidade de
natacao, ocorreu uma diminuigéo na diferenca desses valores, paralelo a uma diminuicdo na acao
colinérgica vagal. Esses dados, juntos com os obtidos no protocolo Propranolol, evidenciaram
que as variacOes na frequéncia cardiaca que ocorrem em cada evento de RA sdo exclusivamente
devido a ag&o colinérgica vagal.

Dessa forma, este trabalho, pioneiro na area de modulagdo autonémica cardiaca durante
o exercicio fisico em peixes de respiracdo aérea, elucidou uma questao importante da espécie em
questdo e, junto a outros estudos com espécies de respiracdo bimodal, possibilitam uma maior

compreensdo deste grupo tao diverso.
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