UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

O COMPORTAMENTO RESPIRATORIO E A CASCATA DE O,
NO CASCUDO DE RESPIRACAO BIMODAL

Pterygoplichthys anisitsi
(TELEOSTEIL LORICARIIDAE)

ANDRE LUIS DA CRUZ

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
Universidade Federal de Sdo Carlos, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo
de Doutor em Ciéncias, area de
Concentragdo em Ciéncias Fisiologicas.

SAO CARLOS - SP

2007



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

C955cr

Cruz, André Luis da.

O comportamento respiratério e a cascata de O, no
cascudo de respiragdo bimodal Pterygoplichthys anisitsi
(Teleostei, Loricariidae) / André Luis da Cruz. -- Sdo Carlos :
UFSCar, 2007.

161 f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2007.

1. Fisiologia respiratéria. 2. Loricariidae. 3. Peixe —
respiracado. 4. Superficie respiratoria. 5. Hemoglobina. 6.
Metabolismo. I. Titulo.

CDD:591.1 (20%)




Universidade Federal de Séo Carlos
P6s-Graduacgao em Ciéncias Fisiolégicas

Defesa de Tese de ANDRE LUIS DA CRUZ

Prof. Dr. Augusto Shinya Abe ................. ﬂ '/ ,

Prof. Dr. Luiz Henrique Florindo .. C\" J




“Quanto aos sentimentos: sdo puros todos aqueles que o senhor concentra e guarda, impuros
os que agarram so um lado de seu ser e o deformam. Tudo o que pode pensar a respeito de sua
infancia ¢ bom. Tudo que o torna algo mais do que foi até agora em suas melhores horas é
bom. Toda intensifica¢do é boa, quando esta em todo o seu sangue, quando ndo é turva
ebriedade, mas alegria cujo fundo se vé. Compreende o que quero dizer?

Sua duvida pode tornar-se uma qualidade se o senhor a educar. Deve-se transformar em saber,
em critica. Cada vez que ela lhe quiser estragar uma coisa, pergunte-lhe por que aquilo é feio.
Peca-lhe provas, examine-a, talvez a ache indecisa e embaragada, talvez revoltada. Mas ndo
ceda, exija argumentos. Ponha-se a agir assim, atenta e conseqiientemente, cada vez e dia verd
em que, de destruidora, ela se tornara sua melhor colaboradora, talvez a mais sabia de quantas
cooperam na constru¢do de sua vida.”

Rainer Maria Rilke
“O senhor escute meu coragdo, pegue no meu pulso. O senhor avista meus cabelos
brancos...Viver- ndo é?- é muito perigoso. Porque ainda ndo se sabe. Porque aprender-a-viver
¢ que é o viver, mesmo. O sertdo me produz, depois me engoliu, depois me cuspiu do quente da

boca...O senhor cré minha narracdo?”

Jodo Guimardes Rosa
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“E avida?

E avida o que é diga lda, meu irmdo?
Ela é a batida de um coracdo?
Ela é uma doce ilusdo?

Mas e a vida?

Ela é maravilha ou é sofrimento?
Ela é alegria ou lamento?

O que ¢, o que é meu irmdo?

Ha quem fale que a vida da gente
E um nada no mundo
E uma gota, é um tempo
Que nem da um segundo,
Ha quem fale que é um divino
Mistério profundo
E o sopro do Criador
Numa atitude repleta de amor
Vocé diz que ¢ luta e prazer,
Ele diz que a vida é viver;
Ela diz que o melhor ¢ morrer,
Pois amada ndo é
E o verbo é sofrer

Eu 56 sei que confio na moga

E na moga eu ponho a for¢a da fé
Somos nos que fazemos a vida
Como der ou puder ou quiser

Sempre desejada
Por mais que esteja errada
Ninguém quer a morte
So saude e sorte

E a pergunta roda
E a cabega agita
Fico com a pureza da resposta das criangas
E a vida, é bonita e é bonita.

Viver e ndo ter a vergonha de ser feliz
Cantar e cantar e cantar
A beleza de ser um eterno aprendiz
Eu sei que a vida devia ser bem melhor e serd
Mas isto ndo impede que eu repita
E bonita, é bonita e é bonita...”

Gonzaguinha

Aos amigos de sempre, Luis Inoue, Monica Costa, Cléo Leite, Keico Nonaka, Ivani
Albers e Fernando D"Avila, pelo grande companheirismo e pelas longas conversas de
sempre... E a Vida, e € bonita!!!



“E 0 céu uma abébada aureolada
Rodeada de gases venenosos
Radiantes planetas luminosos

Gravidade na cosmica camada
Galaxia também hidrogenada
Como é lindo o espago azul-turquesa
E o sol fulgurante tocha acesa
Flamejando sem pausa e sem escala
Quem de nos pensaria apaga-la
86 o santo doutor da natureza
De tais obras, o homem e a mulher
Sdo antigos e ricos patrimonios
Geram corpos em forma de horménios
Criam seres sem duvida sequer
O homem apos esse mister
Perpetua a espécie com certeza
A mulher carinhosa e indefesa
Da a luz uma vida, novo brilho
Nove meses no ventre aloja o filho
Pelo santo poder da sd natureza
O peixe ¢é bastante diferente
Ninguém pode entender como é seu génio
Reservas porgoes de oxigénio
Mutagbes para o meio ambiente
Tem mais cartilagem resistente

Habitando na orla ou profundeza

Devora outros peixes pra despesa
E tem época do acasalamento

Revestido de escamas esse elemento
Com a for¢a da santa natureza

O poraqué ou peixe-elétrico é um tipo genuino

Habitante dos rios e dguas pretas
Com ele possui certas plaquetas
Que o dotam de um mecanismo fino
Com tal cartilagem esse ladino
Faz contato com muita ligeireza
Quem tocd-lo padece de surpresa
Descarga mortifera absoluta
Sua auto voltagem eletrocuta
Com os fios da santa natureza
Tartaruga gostosa, feia e mansa
Habitantes dos rios e oceanos
Chegar aos quatrocentos anos
Para ela é rotina, é confianga
Guarda ovos na areia e nem se cansa
De por ele zelar como defesa
Nascido os filhotes com presteza
Nas dguas revoltas ja se jogam
Por instinto da raga ndo se afogam
E pelo santo poder da natureza
O canario é passaro cantor
Diferente de garca e pelicano

Papagaio, arara e tucano
Todos eles com majestosa cor
O gavido é um tipo cagador
E columbiforme é a bruguesa
O aquatico flamingo ¢ da represa
A aguia rapace agigantada
Eis 0 mundo das aves a passarada

Quanto ¢ grande, poderosa e bela a natureza...

O macaco faz tudo mas ndo fala
Por atraso da espécie, por fraqueza...
Acho também interessante
O réptil de aspecto esquisito
O pequeno tamanho do mosquito...
A saliva incolor do ruminante
A mosca nociva e indefesa
A cobra que ataca de surpresa
Aplicar veneno é seu mister
De uma vez mata trinta se puder
Mas isso é coisa da natureza
No nordeste ha quem diga que o cordo
Possui certos poderes encantados
Através de fenomenos variados
Prevé a mudancga de estagdo
De fato no auge do verdo
Ele entoa seu cantico de tristeza
De repente um milagre, uma surpresa
Cai a chuva benéfica e divina
Quem lhe diz, quem lhe mostra, quem lhe
ensina?

S6 pode ser o autor da natureza
Quem é que ndo sabe que o morcego
Com o rato bastante se parece
Nas cavernas escuras sobe e desce
Sugar sangue dos outros é seu emprego
As noites escuras tem apego
Asqueroso ele é tenho certeza
Tem na vista sintoma de fraqueza
Porém o seu ouvido é muito fino
E um sonar aparelho pequenino
Que lhe deu o autor da natureza...

A aranha pequena, tdo arguta
De finissimos fios faz a teia
Nesse mundo almoga, janta e ceia
E ali que passeia, vive e luta
Labirinto intrincado ela executa
Seu trabalho é bordado em qualquer mesa
Quem pensar destruir-lhe a fortaleza
Perdera de uma vez toda a esperanga
Sua rede é auténtica seguranga
Operdaria das mdos da natureza...’

>

Ivanildo Vilanova e Xangai

Aos modelos experimentais de nossos trabalhos, os seres vivos.
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Capitulo 4

Figura 1. Diagrama do esquema de amostragem do seccionamento das branquias. (A)
Branquias mostrando os pontos de secdo dos 4 arcos branquiais sequencialmente
numerados para obter 3 amostras de cada arco. (B) Esquema dos 4 quatro blocos de
metacrilato mostrando as porc¢des branquiais embebidas aleatoriamente e a orientagdo
sequencial de cada por¢do branquial sobre o eixo vertical de 0-180°C para obter
amostragem combinada para determinar o volume de referéncia pelo principio de
Cavalieri e a superficie respiratoria pelo método de se¢do vertical. A rotagdo seqiiencial
foi feita adicionando-se 15°C a cada porcao branquial do ponto inicial. As medidas de
comprimento dos tecidos branquiais (L1, L2, L3) dentro dos blocos para determinar o
comprimento total (Lt= comprimento dos 4 blocos). (C) Visao superior detalhada de
um bloco de metacrilato indicando a rotacdo seqiiencial das trés por¢des branquiais
aleatodrias sobre o eixo vertical. (D) Visao lateral de um bloco de metacrilato embebido
com trés porcdes aleatdrias de arcos branquiais. Linhas tracejadas indicam a distancia
(d) entre as seg¢des no eixo vertical (VA, seta). (E) Vista frontal de um bloco de
metacrilato mostrando as por¢des de branquias embebidas aleatoriamente e uma secao.
0) plano horizontal (HP) ¢ 0 plano do

Figura 2: Sistema arcos cicloides e pontos utilizados para a determinag@o do volume de
referéncia, superficie respiratoria e densidade de volume (Vv) das branquias.
Coloragao: Azul de Toluidina/Fucsina. Escala: 10

Figura 3. (a) Vista geral de um corte de branquias de Pterygoplichthys anisitsi
mostrando filamentos e lamelas secundarias (L). Escala: 2 mm (b) Parte de filamentos
branquiais; a seta vermelha indica uma extensdo da cartilagem de sustentacdo; a seta
preta evidencia uma lamela secundaria. Coloracdo: Azul de Toluidina. Escala: 5

Capitulo 5

Figura 1. Representagdo esquemadtica dos padrdes eletroforéticos das hemoglobinas de
Pterygoplichthys anisitsi, normoéxia (N), hipoxia (HX), ar 24 horas (AR),
comparativamente a humana (H). A linha tracejada corresponde ao ponto de aplicagdo
dAS AIMOSIIAS. ..c.eeeiiiiiiiiicii ettt s 108

Figura 2. Comportamento funcional da afinidade da afinidade por oxigénio (Psg) e
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RESUMO

A condi¢do de pouca disponibilidade de oxigénio, conhecida como hipdxia,
pode afetar ambientes aquaticos. Suas causas podem ser naturais ou, mais comumente,
devido a acdo antropogénica. Entre os peixes, o grupo Siluriformes (bagres e cascudos)
possui espécies tolerantes a hipdxia, sendo consideradas bons modelos experimentais
para estudos com hipdxia. Este estudo utilizou o cascudo de respiracdo aérea acessoria
Pterygoplichthys anisitsi, com o objetivo de analisar sua fisiologia respiratoria, em
respira¢do aquatica e em respiracao aérea, sob condigdes experimentais de hipoxia e de
exposicao aérea para interrelacionar seu comportamento respiratdrio € os eventos da
cascata de O, (ventilatérios, morfofuncionais, hemoglobinicos e metabolicos). A partir
dos experimentos realizados com esses aspectos, em condi¢ao de hipodxia, foi concluido
que a superficie respiratoria das branquias ¢ maior que a superficie respiratoria
estomacal, o que indica dependéncia da respiracdo aquatica e, o o0rgdo de respiragao
aérea serve como um reservatorio de ar e pode auxiliar na tolerdncia a baixa
disponibilidade de oxigénio na dgua. Como verificado, o comportamento de respiragao
aérea ¢ continuo, em intervalos ndo regulares, mas ndo-obrigatério e, mesmo em
normoxia, sua maior freqiiéncia ocorre no periodo noturno e de modo sincronico,
possivelmente, um comportamento antipredatorio. J4 na exposi¢do a hipdxia, sem
acesso ao ar atmosférico, a partir da diminui¢do da taxa metabolica e extracdo de Oy, o
estdbmago suporta o comportamento oxi-conformista caracterizado por apnéia com a
reducdo gradual da tensdo de oxigénio. Aliado ao fato do estdmago ser fonte de
estocagem de ar, a respiragdo aérea ser continua mas ndo-obrigatdria e o
comportamento, em hipdxia sem acesso ao ar atmosférico, ser oxi-conformista
caracterizado por apnéia, também a presenca de uma componete hemoglobinico
catodico, com alta afinidade ao oxigénio e ndo afetada por diminuicdo de pH, ¢ a
verificagdo de uma maior afinidade hemoglobina-oxigénio em hipdxia constituem
ajustes auxiliares e necessarios frente a condicdo de hipoxia. Conjuntamente, a esses
ajustes, a tolerancia a hipdxia também ¢ suportada pelos parametros hematologicos, por
meio da hemoconcentragdo que contribui para maior capacidade de carreamento de
oxigénio para uma demanda aumentada e, da mesma forma, a afinidade hemoglobina-
oxigénio ¢ maior. Ainda, com a diminui¢do da taxa metabolica e extracao de O,, ha
ativacdo do metabolismo anaerdbico com o processo de fermentacdo lactica para tentar
manter o fornecimento energético. Diferentemente da condigdo de hipdxia, as
branquias, aparentemente, ndo sdo funcionais na exposicao aérea, pois ndo ha fluxo de
dgua que passa entre seus filamentos e, dessa forma, a superficie respiratoria a ser
considerada ¢ unicamente a do estdmago. Quando exposto ao ar sdo verificados
periodos de comportamento de “inspiracdo” e “expiracdo” intermitentes pela boca, de
forma a suprir o estdmago com ar. Na condi¢do de exposicdo ao ar, a afinidade
hemoglobina-oxigénio ¢ similar aquela da condi¢do de normoxia e, da mesma forma,
ndo hé alteragdo nos pardmetros hematoldgicos, o que evidencia a funcionalidade da
superficie respiratdria estomacal e, também, ha a manutengdo do metabolismo aerobio.
Embora ndo ocorram alteracdes nesses pardmetros e a espécie mostre capacidade de
obter O, atmosférico, a exposicdo aérea ¢ uma condi¢do estressante, verificado pela
reducdo de glicose hepatica e muscular e, aumento da glicose plasmatica, e assim parece
ser utilizada pela espécie em situagdes emergenciais.



ABSTRACT

The condition of poor oxygen, called hypoxia, can affect aquatic environments.
Their cause can be natural or, more frequently, a consequence of anthropogenic action.
Among fish, the Siluriformes group (catfishes and armoured catfishes) contains
hypoxic-tolerant species, being considered interesting experimental models. This study
utilized the air-breathing armoured catfish Pterygoplichthys anisitsi, with the objective
to analyze its respiratory physiology, at aquatic and air respiration, submitted to
experimental conditions of hypoxia and air exposure to compare its respiratory
behaviour and oxygen transport cascade steps (ventilatory, morphofunctional,
haemoglobin and metabolic aspects). From all these experiments it can be concluded
that gills respiratory surface is much more developed than stomach’s surface, which
indicates dependency on aquatic respiration. Furthermore, the air-breathing organ serves
as an air reservatory that can assure the tolerance to reduced oxygen availability in the
water. It was verified that the air-breathing behaviour is continuous, in non regular
periods, but not obligatory and, even in normoxia, its more frequently occurs at night
and in synchronic episodes, probably consisting in an antipredatory behaviour. In
exposure to hypoxia and without access to atmospheric air, the reduction in metabolic
rate and O, extraction, the stomach supports the oxy-conformist behaviour that is
characterized by apnoea with the gradual reduction of oxygen tension. The association
among a stomach air reservatory, the continuous, but non-obligatory air breathing, an
oxy-conformist behaviour characterized by apnoea, the presence of an haemoglobin
cathodic component, and a higher haemoglobin-oxygen affinity in hypoxia perform
necessary adjustments to hypoxia conditions. Moreover, the haematological parameters
increase hypoxia tolerance, since hemoconcentration contribute to the enhanced
capacity of O, transportation in response to the increased demand and, therefore, result
in a higher haemoglobin-oxygen affinity. With the decrease of metabolic rate and O,
extraction, there is the activation of anaerobic metabolism by fermentative process to
maintain the energetic supply. Differently from hypoxia condition, the gills do not seem
to be functional during air exposure, given that it was not observed a water flow through
branchial filaments and, thus the stomach surface can be considered the respiratory
organ in this condition. When exposed to air, periods of intermittent “inspiration” and
“expiration” behaviour through the mouth are verified in order to supply air to the
stomach. Additionally, haemoglobin-oxygen affinity is similar to that observed in
normoxia and, in the same way, there is not alteration on haematological parameters.
These observations indicate the functionality of stomach as a respiratory surface and the
maintenance of aerobic metabolism. However, air exposure is a stressful condition, as it
can be proved by the reduction of hepatic and muscular glucose and, the increase of
plasma glucose, and may, as a consequence, be utilized by species only in emergence
situations.



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL
1. Introducao

Na fisiologia animal, a compreensao das funcdes de 6rgados e sistemas dos animais €
seus ajustes frente as alteragdes internas e externas sdo, sem duvida, sustentados pelo uso
de uma abordagem comparativa que permite uma melhor compreensdo de como cada
animal ou grupos de animais enfrentam as limita¢cdes impostas pelo ambiente garantindo a
manutencdo da vida. Os animais ndo poderiam existir independentemente do ambiente, ao
utilizar seus recursos devem ser também capazes de enfrentar as adversidades que o mesmo
pode apresentar, como insuficiéncia ou auséncia de oxigénio (hipéxia ou anoxia), de agua,
de alimento e variagdo de temperatura (Dejours, 1981; Schmidt-Nielsen, 1996).

Nos ambientes aquaticos, o oxigénio proveniente da atmosfera ou do fitoplancton ¢
dissolvido na agua e, via respiragdo, supre as necessidades metabolicas dos animais, que
vivem nesse ambiente, seja na coluna d’agua ou no substrato. Uma vez dissolvido nas
superficies aquaticas, a condi¢do normal ¢ que ocorra a difusdo do oxigénio para as aguas
mais profundas. Quando o suprimento de oxigénio ¢ interrompido, ou a taxa de consumo
dos animais e das plantas aquaticas excede o difundido, a concentra¢do de oxigénio declina
além da concentracdo minima necessaria para a vida da maioria dos animais. A condigdo de
baixa concentragdo de oxigénio dissolvido ¢ conhecida como hipdxia ambiental (Diaz,
2001; Karim et al., 2003). A concentragdo de oxigénio em que 0s peixes € outros
organismos aquaticos comeg¢am a apresentar sinais de falta de oxigénio € variavel, mas em
geral, isso ocorre quando a concentragdo de oxigénio esta abaixo de 2 mgO,.L" (Diaz,
2001).

A hipoxia ambiental pode ser um fendmeno natural causado pela estratificacao

vertical da coluna d’4agua. Porém, freqlientemente, a hipoxia ¢ provocada pela acdo



antropogénica por meio do excessivo despejo de nutrientes e matéria organica dentro de
corpos d’agua. Atualmente, hipoxia ou anoxia afetam aguas continentais e grandes
extensdes costeiras marinhas em todos os continentes do mundo (Soares et al., 2006;
Camargo e Alonso, 2006). Nas ultimas décadas, aumento nos niveis de nutrientes tem sido
evidente, o que ¢ atribuido a excessiva utilizagdo de fertilizantes, desflorestamento,
descarga de esgotos domésticos e a atividade de pisciculturas. Em conseqiiéncia, pode
ocorrer mortalidade em massa de peixes e mamiferos, diminuicdo das populacdes
bentonicas e diminui¢do na producao pesqueira (Wu, 2002; Camargo e Alonso, 2006).

Em aguas doces tropicais, que sdo caracterizadas por uma combinag¢dao de altas
temperaturas e baixa concentracdo de oxigénio na agua, a situacdo torna-se drastica.
Freqiientemente, os peixes confrontam suas necessidades de oxigénio para satisfazer seus
requerimentos metabolicos com condi¢des de reduzida disponibilidade de oxigénio na agua
(Val, 1996; Hochachka e Somero, 2002). As aguas doces subtropicais, entretanto, exibem
mudangas ciclicas na temperatura e, embora freqlientemente oxigenadas, durante a estacao
chuvosa os peixes podem ser expostos a periodos de altas temperaturas e hipoxia devido a
alta entrada de materiais organicos ou floragdes de microrganismos. Em tais ambientes
instaveis, tanto os peixes de respira¢ao exclusivamente aquatica quanto os peixes de
respiracdo aérea acessOria mostram respostas que integram os niveis de organizacao
bioldgica para sobreviverem (Kalinin ef al., 1996; Fernandes et al., 1999).

Os peixes com respiragdo aérea obtém oxigénio do ar atmosférico a partir da
utilizacdo de superficies respiratorias localizadas na regido da cabega, como as superficies
bucais, faringeanas, branquiais e camera opercular, ou em 6rgdos ao longo do tubo
digestorio ou a ele associados, como esdfago, estdmago e intestino e, o ducto pneumatico e
a bexiga natatoria (Graham, 1997; Satora, 1998; Satora e Winnicki, 2000; Podkowa e
Goniakowska-Witalinska, 2002; Moron ef al., 2003; Moraes et al., 2005). Como nos peixes
com respiracao exclusivamente aqudtica, os peixes com respiragdo aérea também ajustam
as atividades ventilatorias e cardiacas (Graham, 1997; Takasusuki et al., 1998; Mattias et
al., 1998; Oliveira et al., 2004; Juca-Chagas, 2004; Affonso e Rantin, 2005) ¢ mostram
alteragdes bioquimicas (Graham, 1997; Weber et al., 2000; Nelson, 2002; Moraes et al.,
2002; Moraes et al., 2004; Peres et al., 2004) dependendo do nivel hipoxico.



A obtengdo de oxigénio do ambiente e seu transporte para o tecido metabolizante
estdo na dependéncia de processos convectivos e difusivos. Esse transporte ¢ conhecido
como “cascata de O,”, e resulta da interacdo de quatro eventos na transferéncia do O,, os
quais funcionam em série: ventilacdo, difusdo de O, do ar para o sangue, circulacdo e
difusdo de O, para o interior das células (Wang e Hicks, 2002).

Na maioria dos estudos de respiragdo em peixes sdo considerados aspectos
particulares, ou seja, as respostas ventilatorias e cardiacas, ou a morfologia dos 6rgdos
respiratorios, ou as alteragdes bioquimicas, como nas referéncias citadas acima. Neste
estudo, foram analisados conjuntamente o comportamento respiratorio e aspectos da
cascata de O, (ventilatorios, morfofuncionais, hemoglobinicos e metabolicos) em diferentes
condi¢cdes experimentais para uma melhor compreensdo da respiragdo do cascudo
Pterygoplichthys anisitsi.

O cascudo, P. anisitsi, utiliza o estbmago como 6rgao de respiragdo aérea. No rio
Preto (Mirassolandia-SP), ele ¢ encontrado tanto em locais bem oxigenados quanto em
regides poluidas, caracterizadas principalmente por baixas concentragdes de oxigénio
(CETESB, 2002, 2004). Essa espécie ¢ pertencente aos Siluriformes, grupo esse apontado
em revisao efetuada por Hochachka e Lutz (2001), como contendo peixes altamente
tolerantes a hipdxia. Assim, tais caracteristicas tornam a espécie em questdo um modelo

experimental adequado para o estudo aqui proposto.

Consideragoes Sobre a Espécie

Aspectos morfologicos

Pterygoplichthys anisitsi € um loricariideo de porte grande, com comprimento total e
massa corporea alcangando, aproximadamente, 50 cm e 900 g, respectivamente. A espécie
apresenta o corpo achatado coberto por placas dérmicas, pedinculo caudal longo,
nadadeiras peitorais grandes, olhos dorsais € boca na posi¢do ventral com labios

relativamente desenvolvidos, que funcionam como ventosas (Figura 1) (Weber, 1992).



Figura 1: Espécime de Pterygoplichthys anisitsi (37 cm).

Posicdo taxonomica

Durante muito tempo todas as espécies de Loricariidae com nadadeira dorsal de base
longa (10 ou mais raios ramificados) eram pertencentes ao género Pterygoplichthys Gill,
1858. Em 1980, Isbrucker descreveu Megalancistrus e agrupou nesse novo género as
espécies que possuiam odontodes pré-operculares muito desenvolvidos. Finalmente, Weber
(1992) dividiu as espécies remanescentes de Pterygoplichthys sensu latu em trés géneros:
Pterygoplichthys Gill, 1858; Liposarcus Gunther, 1864 (revalidado) e Gliptoperichthys
gen. n. Weber, 1991.

Mais recentemente, Armbruster (2004) realizou a andlise filogenética da familia
Loricariidae considerando sua osteologia, anatomia externa e anatomia do trato digestorio,
e verificou que as espécies de Pterygoplichthys, Gliptoperychthys e Liposarcus formam um
clado bem diagnosticado, e o fato que estes sdo prontamente identificaveis da maioria das
outras espécies de Loricariidac por seu alto numero de raios da nadadeira dorsal,
considerou que essas espécies pertencem a um unico género, Pterygoplichthys.

Dentro da organizagdo sistematica animal, Pterygoplichthys anisitsi ocupa a seguinte
posicao:

Classe: Osteichthyes

Ordem: Siluriformes
Familia: Loricariidae
Tribo: Pterygoplichthini
Género: Pterygoplichthys

Espécie: P. anisitsi



Distribui¢do geografica, habitats e procedéncia

Pterygoplichthys anisitsi ¢ uma espécie com ocorréncia na América do Sul nas bacias
do médio e alto Parana, do Paraguai e do Uruguai (Weber, 1992; Langeani e Araujo, 1993).
A espécie explora trés microambientes ao longo do ano e do desenvolvimento
ontogenético. Um deles, o leito do rio, no qual cresce, prepara-se para a desova, constrdi a
loca e desova (onde passa a maior parte do tempo); outro, as lagoas marginais perenes, nas
quais permanece de 2 a 3 meses apos o periodo reprodutivo; finalmente, o terceiro, as
lagoas temporarias, que ¢ aquele explorado pelas larvas e jovens. Nelas permanecem
também de 2 a 3 meses, € a larvicultura. Assim, durante seu ciclo de vida, esse cascudo
utiliza mais de um microambiente, em que a ocupacdo ¢ sazonal e fisiologica (Garutti e
Figueiredo-Garutti, 1993).

Os espécimes adultos de cascudo, P. anisitsi, foram obtidos no Centro de Aqiiicultura
da UNESP (CAUNESP), Campus de Jaboticabal, SP, Brasil. A procedéncia desses
cascudos ¢ do rio Preto (20°32°S-49°29°W), cuja bacia hidrografica situa-se na regido
Noroeste do Estado de Sao Paulo, a 430 e 600 m de altitude. O rio Preto é afluente da
margem esquerda do rio Turvo, que desagua na margem esquerda do rio Grande, integrante
da bacia do alto Parana. O rio Preto em seu trajeto no sentido SE-NO apresenta varzeas

largas em alguns trechos e muitas lagoas marginais temporarias e perenes (Garutti, 1993).

2. Objetivos

Objetivo geral

Analisar conjuntamente o comportamento respiratorio e aspectos da cascata de O,
(ventilatorios, morfofuncionais, hemoglobinicos e metabolicos) da respiragdo bimodal do
cascudo Pterygoplichthys anisitsi, durante a respiragao aquatica em condi¢des de normodxia
e hipoxia ambiental e, durante a exposi¢do aérea para avaliar a capacidade de adaptacao

desta espécie a essas condigdes ambientais.

Objetivos especificos
(a) determinar se P. anisitsi € uma espécie que apresenta respiracdo aérea facultativa ou

respiragdo continua ndo-obrigatéria, segundo defini¢ao de Graham (1997);



(b) determinar as respostas ventilatérias de P. anisitsi frente a hipoxia gradual sem acesso a
superficie aquatica, e a hipoxia gradual e aguda com acesso a superficie aquatica;

(c) descrever a morfologia do estdmago de P. anisitsi quanto a organizagdo estrutural e
adaptagdo como 6rgao para a respiragdo aérea;

(d) descrever a morfologia branquial de P. anisitsi e estimar a superficie potencialmente
respiratoria;

(e) caracterizar estrutural e funcionalmente as hemoglobinas de P. anisitsi em condi¢des de
normoxia, submetidos a hipoxia gradual e expostos ao ar atmosférico;

(f) determinar os parametros hematologicos e os intermediarios metabolicos no plasma,
figado e musculo branco em P. anisitsi expostos a hipoxia aguda no ambiente aquatico

€ ao ar atmosférico.

Na figura 2, os objetivos estdo apresentados esquematicamente.
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Figura 2: Esquema dos objetivos do estudo proposto considerando o comportamento respiratorio e a cascata de O, desde o
transporte de oxigénio a partir da dgua/ar até a utilizagdo pelos tecidos em P. anisitsi. O transporte de oxigénio segue 0s
seguintes eventos: ventilagdo das superficies respiratorias, difusdo de oxigénio através das superficies respiratdrias para
absor¢do em agua/ar (branquias/estbmago) para o sangue, circulacao (ligagdo Hb-O,) e difusdo do oxigénio para os tecidos
(metabolismo glicidico). Do lado direito do diagrama estao indicados os objetivos especificos do estudo.
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CAPITULO 2

COMPORTAMENTO RESPIRATORIO E RESPOSTAS VENTILATORIAS DO
CASCUDO PTERYGOPLICHTHYS ANISITSI (TELEOSTEI, LORICARIIDAE)
SUBMETIDO AS CONDICOES DE NORMOXIA E HIPOXIA.

Palavras-chave: Pterygoplichthys anisitsi, respiragdo bimodal, apnéia, respiragdo
intermitente
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1. Introducao

Os primeiros vertebrados com respiracdo aérea foram os sarcopterigios (peixes de
nadadeiras lobadas) do Periodo Devoniano (350-400 milhdes de anos), os quais ocupam a
posicao basal em toda linhagem desde os peixes do Paleozdico aos mais derivados
tetrapodos. Assim, a respiracdo aérea teve importancia fundamental ao longo da histéria
evolutiva dos peixes recentes e, essa especializagdo, reflete a presenca constante de fatores
a selecionando (Graham, 1994; Perry e Sander, 2004). As diferengas fisicas entre 4gua e ar,
e os efeitos destes meios sobre a respiragdo, os fatores ecologicos e fisicos que afetam as
concentracdes de oxigénio em diferentes habitats aquaticos, constituem o cendrio evolutivo
dos 450 milhdes de anos da evolugdo dos peixes e contribuem para a origem dos peixes de
respiragdo aérea (Graham, 1990, 1997; Graham e Lee, 2004). As fontes de oxigénio em
corpos aquaticos naturais sdo a fotossintese realizada pelo fitoplancton e macroalgas e, a
difusdo do oxigénio proveniente da atmosfera (Chambers et al., 2006). Condi¢des hipdxicas
que diminuem o conteudo aquatico de oxigénio ocorrem com freqiiéncia em corpos d’agua
onde ha fluxo pequeno e lento ou estagnado, pouca fotossintese pela limitagdo na
penetragdo de luz, além das oscilagdes de temperatura e salinidade (Dejours, 1981; Karim
et al., 2003). Entretanto, a producdo deficitaria de oxigénio também estd freqiientemente
associada a acdo antropogénica pelo excessivo depdsito de nutrientes € matéria organica em
muitos corpos d’agua em todo o mundo (Diaz, 2001; Wu, 2002).

Nessas condigdes hipoxicas, os peixes de respiragdo aérea garantem o suprimento
adequado de oxigénio até os tecidos por meio dos o6rgdos de respiragcdo aérea (Graham,
1994, 1997). A predominancia da respiragdo aquatica ou adrea em peixes esta
freqlientemente relacionada a area de superficie dos orgdos respiratorios, as propriedades
sangiiineas respiratérias ¢ a habilidade das espécies detectarem uma redugdo do oxigénio
ambiental e iniciarem mecanismos fisioldgicos para compensar a diminuicdo de oxigénio
(Johansen et al., 1978; Rantin et al., 1992; Fernandes et al., 1994, 1995).

Segundo Graham (1997), os peixes respiradores aéreos estdo divididos em
facultativos e continuos. Por exemplo, os cascudos Ancistrus e Hypostomus sao
respiradores aéreos facultativos, ndo respiram ar normalmente quando em agua em

condi¢des de normoxia, mas necessitam adotar este modo de respiragdo quando expostos a
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condigdes desfavoraveis para respiragao aquatica (e.g. hipdxia, hipercapnia) ou em resposta
ao aumento do requerimento de oxigénio, como um resultado de mudangas na temperatura
da 4gua e/ou atividade do animal. Ja os respiradores continuos tomam ar a intervalos mais
ou menos regulares, porém nao altamente prediziveis, sob todas as condi¢des aquaticas, de
hiperdxia a hipoxia. Contudo, sua freqiiéncia de respiracao aérea ¢ regulada por fatores
afetando sua necessidade por oxigénio atmosférico, tal como hipdxia aquatica, temperatura
da 4gua e nivel de atividade. Além disso, os respiradores continuos podem ser divididos em
dois tipos, os obrigatérios e os ndo-obrigatdrios. Por exemplo, Arapaima e Anabas sdo
respiradores obrigatérios, ndo sdo capazes de sobreviver com a quantidade de oxigénio
obtida pela respiragdo aquatica, mesmo em condigdes de normoxia, € assim sempre
necessitam de oxigénio aéreo suplementar. Em contraste, como exemplo, Hoplosternum,
Piabucina e Erythrinus sdo respiradores continuos ndo-obrigatdrios que nao requerem
respiragdo aérea para sobreviver enquanto em condi¢do normoxica.

O cascudo Pterygoplichthys anisitsi (Teleostei, Loricariidae) apresenta respiragdo
aérea e habita regides poluidas sendo encontrado no rio Preto (Mirassolandia - SP), cujas
aguas sdo caracterizadas por concentragdes baixas de oxigénio (CETESB, 2002 e 2004). A
espécie ¢ pertencente ao grupo dos Siluriformes; grupo esse apontado por Hochachka &
Lutz (2001), como contendo espécies altamente tolerantes a hipoxia, o que torna a espécie
em questao um modelo experimental adequado para estudos de respiracao aérea.

Assim, este estudo teve como objetivo determinar o tipo de respiragdo aérea de P.
anisitsi € as respostas ventilatorias com acesso ao ar atmosférico em hipdxia gradual e

aguda e sem acesso ao ar atmosférico em hipoxia gradual.

2. Material e Métodos

Animais experimentais

Espécimes adultos de Pterygoplichthys anisitsi [massa corporal (M¢)= 0,139-0,382
kg] foram obtidos no CAUNESP (Centro de Agqiicultura da UNESP, Campus de

Jaboticabal, SP, Brasil). No laboratério, os peixes foram mantidos em tanque (1.000 L)
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com fluxo de agua continuo e aeracdo constante, a 23-25°C e alimentados com racao

comercial e folhas de alface (Lactuta sativa).

Experimentos com acesso ao ar atmosférico em normoxia

O experimento para verificar se a respiracdo aérea ¢ do tipo continua mesmo em
condi¢des normoxicas foram realizados com espécimes (n= 3) em um aquario-teste
(120x30x40 cm) com acesso livre a superficie da agua. A alimentacdo foi interrompida 24
h antes do experimento quando os espécimes foram introduzidos no aquario-teste mantido
com aeracdo constante (dgua normoxica, PO,= 130-140 mmHg) e temperatura entre 23-25
°C. Os animais foram mantidos nessas condigdes durante 18 h antes do experimento.

Os espécimes foram filmados (Camera JVC Videomovie GR-AXM77UM) em dois
periodos do dia (das 11:00 as 14:00 h e das 18:00 as 21:00 h) para observagao da atividade
natatéria e comportamento dos peixes principalmente quanto a utilizacdo da respiracao
aérea. No primeiro periodo de observacao (11:00 as 14:00 h), o ambiente manteve-se
iluminado pela luz solar (claridade do dia) e iluminacdo artificial com lampadas
fluorescentes. No segundo periodo (18:00 as 21:00 h), as lampadas fluorescentes foram
apagadas e a claridade do dia diminuiu com o entardecer. Para as filmagens nesse periodo
foi necessaria a utilizagdo de uma lampada incandescente indireta colocada embaixo da
mesa do aquario, garantindo somente a luminosidade suficiente para os registros para que

ndo influenciasse o comportamento dos animais.

Experimentos com acesso ao ar atmosférico em hipoxia gradual e aguda

Os experimentos com acesso ao ar atmosférico em hipoxia gradual e aguda foram
realizados com espécimes (n= 14) colocados em um aquario-teste (120x30x40 cm) com
livre acesso a superficie da agua. Os espécimes foram introduzidos no aquario-teste com
agua normoxica (PO,= 130-140 mmHg), a alimentagdo foi interrompida 24 h antes do
experimento, € a temperatura permaneceu constante e igual a do periodo de aclimatagao
(23-25 °C). Os animais foram mantidos nessas condi¢des por pelo menos 18 h antes dos

experimentos.
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A reducdo gradual na tensdo de O, da 4gua foi alcangada por interrupgao da aeracio e
o borbulhamento de N, no aquario como descrito abaixo para os experimentos sem acesso
ao ar atmosférico em hipdxia gradual. A reducdo aguda de O, do meio aquatico foi efetuada
por borbulhamento constante de N, com pressio de 1 kg.cm™, de forma que em cerca de 30
min era atingida a tensdo de 20 mmHg. As redugdes da PO, foram continuamente
monitoradas com um analisador de O, FAC-204A (FAC, Sao Carlos, SP, Brasil). O
comportamento do peixe e a freqiiéncia da respiracdo aérea foram monitorados em circuito

fechado de TV (Micro-cadmera CMOS Fujika 586C Color).

Experimentos sem acesso ao ar atmosférico em hipoxia gradual

Espécimes de P. anisitsi (n= 6) foram anestesiados por imersdo em Benzocaina®
(Sigma) 0,01% e posteriormente medidos e pesados. Em seguida, foram efetuados os
procedimentos cirtirgicos para as canulagdes das cavidades bucal e opercular com canulas
de polietileno. A canula da cavidade bucal foi introduzida através de um orificio, aberto
com o auxilio de uma furadeira Philips Mini Drill SBC 319, na regido mediana da cabega,
imediatamente posterior as valvulas orais, tornando-se possivel a tomada de amostras da
agua inspirada. A canula da cavidade opercular foi introduzida através de um orificio
aberto, utilizando-se a mesma metodologia anterior, no opérculo, possibilitando assim, a
tomada de amostras da agua expirada pelo animal. Posteriormente, os espécimes foram

colocados no interior de respirometros e transferidos para o sistema experimental de

respirometria (38 L) de fluxo constante (Figura 1) para determinagdo da D&)z (taxa
metabolica), ng(ventilagﬁo branquial), fr (freqliéncia respiratéria), Vi (volume

ventilatorio) e EO; (extragdo de O;). Todos os experimentos foram iniciados depois do
periodo de recuperagdo da anestesia e manuseio, que foi de 18 h apos a introdugdo no
respirdmetro.

As tensdes de oxigénio (PO;) da agua que entrava no respirdmetro (PinO,), para a
determinagdo das respostas ventilatorias foram 140 (normdxia), 100, 70, 50, 40, 30 e 20
mmHg. As reducdes das tensdes de oxigénio da agua do tanque experimental foram feitas

de forma gradual por meio de borbulhamento de nitrogénio através de dispersores. O tempo
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para a redu¢do de uma tensdo para a imediatamente inferior foi de aproximadamente 10
min. Apos a estabilizagdo, cada tensdo experimental foi mantida constante durante 45 min.
Os teores de oxigénio para a manutengdo das diferentes tensdes foram constantemente
monitorados por um analisador digital de oxigénio FAC-204A. O tanque de respirometria
permaneceu fechado durante os experimentos, permitindo assim a manutengao da tensao de

oxigénio experimental desejada por periodos de tempo relativamente prolongados.

Fonte: Mattias (1994)

Figura 1. Esquema do sistema de respirometria de fluxo constante utilizado para
determinacdo dos parametros respiratorios em Pterygoplichthys anisitsi. a.
respirometro; b, ¢. catéteres de polietileno para a tomada da agua que entra (PinO,) e
que sai (PoutO;) do respirdmetro, respectivamente; d, e. catéteres provenientes do
opérculo (PeO,) e boca (Pi0O;,), respectivamente; f. transdutor de pressio GOULD P23
XL; g. eletrodo de referéncia; h. torneira de trés vias; i, j. analisadores de oxigénio
FAC-204A; k. amplificador de pressdo Narco Bio-Systems P-1000B; P. registrador de
quatro canais Narco Bio-Systems; m. frasco de ajuste de fluxo; n. bomba para
circulacao da dgua; o. recipiente para circulagdao de agua; p. controlador de temperatura
FAC-207.
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As medidas de taxa metabdlica (V@z= mLO,.kg'h") foram efetuadas em

respirometro de fluxo constante. As tensdes de oxigénio da dgua de entrada (PinO;) e de
saida (PoutO,) do respirometro foram medidas sifonando-a com catéteres de polietileno e
fazendo-a passar, por gravidade, por meio de uma cuveta de PVC termostatizada contendo
um eletrodo de oxigénio. Este, por sua vez, foi conectado ao analisador digital de oxigénio
FAC-204A que forneceu as pressdes parciais de oxigénio em mmHg. A saida do
respirdbmetro foi conectada a um frasco coletor situado do lado externo do tanque
experimental. O ajuste desse frasco em diferentes alturas permitiu regular o fluxo de agua
através do respirometro que foi ajustado de acordo com o tamanho do animal e calibrado
volumetricamente utilizando-se uma proveta e um crondometro.

A determinagdo da taxa metabdlica pelos animais foi obtida como descrito por
Hughes et al., (1983) utilizando a seguinte equagao: D&QZZ (PinO; — PoutO,).aw0,.Vr/Mc,
onde: PinO;: tensdo de oxigénio (mmHg) da agua que entra no respirometro; PoutO,:
tensdo de oxigénio (mmHg) da 4gua que sai no respirdmetro; awO,: coeficiente de
solubilidade do oxigénio na agua (mLO,.L'.mmHg"); Vi: fluxo de agua através do
respirometro (L.h'l); Mc: massa corporea (kg).

Os parametros respiratorios branquiais, V%, V1 e EO,, foram determinados utilizando

o método descrito por Hughes ef al. (1983) por meio de medidas diretas da PO, agua
inspirada (Pi0O,) e expirada (PeO,) pelo peixe.

A PiO; e PeO, foram medidas, respectivamente, por meio de amostras de agua
obtidas diretamente da boca e opérculo do peixe, sifonando a d4gua por meio de catéteres de
polietileno implantados na cavidade bucal e opercular.

A ventilagdo branquial (V%: mLH,0.kg™.min™") foi calculada como: V%= (PinO, —
PoutO,)/(PiO,-PeO;)Vr/Mc.

A extracdo de O, da corrente ventilatoria (ou porcentagem da utilizagdo de O,: EO;
%) foi calculada como: EO,= 100(Pi0,-PeO,)/Pi0Os,.

A freqiiéncia respiratéria (fx= batimentos.min™) foi registrada conectando o catéter
bucal a um transdutor de pressdo. Os sinais emitidos foram amplificados e registrados em
um fisiégrafo Narco Bio-Systems, que permitiu determinar as variacdes de amplitude e

freqliéncia dos movimentos ventilatorios no decorrer de todo o experimento. O volume
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ventilatorio (V1= V%/fR) foi calculado dividindo-se a ventilagdo branquial pela freqiiéncia

respiratoria.

Analise estatistica

Os experimentos para avaliagdo do comportamento de respiragdo aérea, com acesso
ao ar atmosférico em hipoxia gradual e aguda e com acesso ao ar atmosférico em
normoxia, foram avaliados em fungao do tempo e freqiliéncia e, qualitativamente descritos.

Os dados das respostas respiratorias a hipoxia gradual sem acesso ao ar atmosférico
ndo apresentaram normalidade, motivo pelo qual se adotou as medianas ao invés dos
valores médios para sua melhor representagdo, e foram analisados pela prova de Kruskal-
Wallis para dados ndo paramétricos com o teste de Dunn para comparagdes multiplas (Zar,

1999).
3. Resultados

Respiragdo aérea

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados do experimento de normoxia, no qual
foi observado um grupo com trés animais com acesso ao ar atmosférico em dois periodos
do dia. Somente no segundo periodo do estudo (18:00-21:00 h) ocorreu respiracao aérea. A
partir do intervalo entre 18:00-19:30 h, quando o laboratorio estava quase totalmente
escuro, 0s espécimes iniciaram movimentos exploratorios (natagdo continua) e os
comportamentos de tomada rapida de ar na superficie por engolfamento. Quando o
laboratorio ja se encontrava totalmente escuro (19:30-21:00 h) a movimentacdo se
intensificou e o comportamento descrito acima foi exibido continuamente ao longo dos
registros. Para a tomada de ar na superficie foram observados os comportamentos de (a)
tomada rapida de ar na superficie por engolfamento (cinco vezes, Tabela 1) e (b) tomada de
ar em quase todo o tempo de registro com os espécimes nadando na superficie com a boca
acima do nivel da agua.

As freqliencias de episodios de respiracdao aérea em espécimes submetidos a hipoxia

gradual e aguda com acesso ao ar atmosférico estdo apresentadas na Tabela 2.
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Nos experimentos de reducao gradual das tensdes de oxigénio, realizados durante o
dia, ndo houve respiracdo aérea acessoria (NRA). Respiragdo aérea somente ocorreu
quando a reducao foi aguda, nesse caso foi observado o comportamento de engolfamento
de ar na superficie aquatica. A tomada rapida (engolfamento) de ar na superficie foi
caracterizada pelos seguintes comportamentos: (a) liberacdo de bolhas de ar pela boca e
opérculos, seguido de (b) rapida atividade de natacdo sinuosa em direcdo a superficie, (c)
tomada do ar atmosférico, seguida por (d) submersao rapida ao fundo do aquario. Antes ou
apods as tomadas de ar foi observado comportamento agressivo deflagrado pelos espécimes
maiores em relagdo aos menores.

Ao reduzir as tensdes de oxigénio experimentais foi observado que quando a tensao
de oxigénio da 4gua atingiu cerca de 50 mmHg os espécimes exibiram o comportamento de
apnéia ao (a) fecharem os opérculos, (b) protrairem seus labios e (¢) iniciarem movimentos
da boca em forma de pulsagdes, por cerca de 20 segundos, fazendo com que a agua entrasse

e saisse exclusivamente pela boca e, na seqiliéncia, (d) fecharem a boca completamente.



Tabela 1. Freqiiéncia dos comportamentos de respiragdo aérea exibidos por
Pterygoplichthys anisitsi em condi¢do de normoxia durante dois periodos. F1:
registro entre 11:00-12:30 h; F2: registro entre 12:30-14:00 h; F3: registro
entre 18:00-19:30 h; F4: registro entre 19:30-21:00 h; NRA: sem episodios de
respiracao aérea; S: episddios de respiracdo aérea continuos e sincronicos. Os
numeros correspondem aos minutos dos registros em que ocorreram episodios
de respiragdo aérea.

COMPORTAMENTO F1 F2 F3 F4

engolfamento NRA NRA 26; 91 9:17;54;67;68
superficie NRA NRA NRA S
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Tabela 2. Freqiiéncia dos episddios de respiracdo aérea de Pterygoplichthys anisitsi em fungdo das reducdes

gradual e aguda das tensdes de oxigénio. Os experimentos de 1 a 6, indicados entre parénteses,
foram conduzidos em triades de espécimes (E1,E2,E3 e E8,E9,E10) e duplas (E4 ¢ ES, E6 e E7, E11
e E12, E13 e E14). NRA: sem episodios de respiragdo aérea. O espécime 13, na tensdo de 70 mmHg,
foi a superficie para engolfamento de ar uma tnica vez.

Hipoxia Espécime Tensdo (mmHg) Episodios de Respiracio
Aérea
Gradual E1 (1) 20 NRA
E2 (1) 20 NRA
E3 (1) 20 NRA
E4 (2) 20 NRA
E5 (2) 20 NRA
E6 (3) 20 NRA
E7 (3) 20 NRA
Aguda E8 (4) 20 10
E9 (4) 20 3
E10 (4) 20 3
El1 (%) 20 4
E12 (5) 20 NRA
E13 (6) 70 1

El4 (6) 20 NRA

21
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Respiragdo aquatica
Os resultados da taxa metabodlica (5892) e dos parametros respiratorios (V%, Vr, EO,,

fr) do cascudo P. anisitsi frente as tensdes de oxigénio da dgua de entrada (PinO,) estdo
apresentados na Tabela 3 e, na Figura 2 estdo graficamente apresentados os registros da
freqiiéncia respiratoria de trés espécimes.

A taxa metabolica e os pardmetros respiratorios sem acesso ao ar atmosférico
apresentaram ampla variagdo em cada tensao de oxigénio da agua.

Durante os experimentos de hipoxia gradual sem acesso a superficie aquatica foi
observado que os espécimes entravam em longos periodos de apnéia em diferentes tensoes
de oxigénio, fato caracterizado pela auséncia dos registros das freqii€ncias respiratorias, o
que levou a interrupcdo dos experimentos. Em um estudo piloto, foi verificado que um
espécime ficou em apnéia por 4,5 h. Logo apos ser retirado do respirdmetro realizou
profundo engolfamento de ar atmosférico pela boca e, em seguida a sua recolocacdo no
tanque de manutencdo, em condi¢do de normoxia, exibiu recuperagdo, fato verificado pela
sua sobrevivéncia.

A Figura 2a, b e ¢ (PO, = 140 mmHg) mostra a variagdo dos registros da freqiiéncia
respiratoria obtida em condi¢do de normodxia, anteriormente ao inicio da redugdo gradual de
oxigénio, e dos registros nas tensdes anteriores as que precederam a apnéia (Fig. 2a, b, c;
PO, = 40, 40 e 20 mmHg, respectivamente). Um espécime (Fig. 2¢) ndo apresentou
respiracao continua ao longo da hipdxia gradual até a tensdo de 20 mmHg; seu padrao
respiratorio foi caracterizado por freqii€ncias ciclicas (ver Reid et al., 2003) de diferentes
amplitudes, interrompidos por periodos curtos de apnéia.

Apesar da ampla variac¢do verificada para a espécie nos parametros respiratorios e do
comportamento de apnéia foi detectada diferenca significativa nos parametros respiratorios
durante a hipoxia gradual sem acesso a superficie. A taxa metabolica (Vbz) diminuiu na
tensdao de 40 mmHg em relacdo as condigdes de normoxia (p= 0,004).

Ao contrario da taxa metabolica, a ventilagdo branquial (D%) e a freqiiéncia

respiratéria (fr) mostraram uma tendéncia no aumento de seus valores (p= 0,07 e p= 0,058,
respectivamente).
Por outro lado, o volume ventilatorio e a extragdo de oxigénio ndo apresentaram

diferencas significativas durante a redugdo gradual das tensdes de oxigénio. Considerando a



23

variabilidade das respostas (Tabela 3), o volume ventilatorio, na tensdao de 50 mmHg,
apresentou a maior amplitude (4-107 mLO,.kg".bat"). Enquanto que, ao considerar os
valores medianos, a extra¢dao de oxigénio, na tensao de 40 mmHg, apresentou menor valor.

O espécime 6 foi o unico animal levado até a tensdo de 20 e 10 mmHg. Nessas

tensdes houve elevagdo acentuada da ventilagdo branquial (V%) ¢ volume ventilatorio (Vr)

(Tabela 3).
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Tabela 3. Valores medianos (n= 6) da taxa metabdlica (VSQZ) e dos parametros ventilatdrios branquiais (D%, V1, EO; e fr) em funcao

das redugdes nas tensdes de oxigénio da dgua inspirada (PiO,) de P. anisitsi em hipoxia gradual sem acesso ao ar

atmosférico. Entre parénteses estao os valores minimo e maximo dos parametros analisados.

PiOz V@Z DSC% Vr EO, fR n’
(mmHg) (mLO,.kg™.h™) (mLH,0.kg".min") (mLO,.kg " bat™) (%) (bat.min™) espécimes
132 (121-136) 52 (30-97) 734 (603-1452) 6 (5-11) 20 (12-38) 117 (106-132) 6
93 (86-101) 42 (24-56) 501 (253-1843) 5(2-15) 27 (12-66) 122 (118-144) 6
68 (58-74) 39 (27-46) 936 (413-8710) 7 (3-66) 26 (2-59) 127 (120-142) 4
49 (41-54) 36 (30-58) 1496 (474-11982) 10 (4-107) 25 (3-56) 118 (110-124) 4
40 (38-42) 12 (9-32) 1290 (513-6490) 9 (2-50) 14 (2-62) 132 (122-218) 4
28 34 9890 159 5 62 1
13 5 23076 262 1 88 1




Figura 2 a: Registros respiratdrios obtidos em hipoxia gradual durante experimento de respirometria sem acesso ao ar
atmosférico no espécime “1”. O registro de cada tensao de oxigénio (mmHg) mostrado ¢ de 10 segundos.
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Figura 2 b: Registros respiratorios obtidos em hipoxia gradual durante experimento de respirometria sem acesso ao ar
atmosférico no espécime “2”. O registro de cada tensao de oxigénio (mmHg) mostrado ¢ de 10 segundos.
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Figura 2 c: Registros respiratérios obtidos em hipoxia gradual durante experimento de respirometria sem acesso ao ar
atmosférico no espécime “3”. O registro de cada tensdo de oxigénio (mmHg) mostrado ¢ de 10 segundos.
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4. Discussao

Respiracdo aérea

Entre os peixes de agua doce, a causa primaria para a respiracao aérea parece decorrer
dos efeitos de condi¢des aquaticas hipoxicas (Randall et al., 1981). De fato, a maioria dos
peixes recentes que possuem respiracdo aérea ocorre em ambientes tropicais, os quais estao
sujeitos a periodos sazonais de seca e flutuagdes de temperatura e O, (Graham e Baird,
1982; Graham, 1997, Takasusuki et al., 1998; Mattias et al., 1998).

A diminui¢ao das concentragdes de oxigénio estd associada a um limiar para o inicio
da respiracdo aérea, a partir do qual ¢ caracteristico um aumento consideravel de sua
freqliéncia (Graham e Baird, 1982; Graham, 1997; Takasusuki et al., 1998; Mattias et al.,
1998). Por outro lado, o aumento da freqiiéncia de respiracdo aérea também pode ser
devido a um aumento de atividade animal, como verificado para Hoplosternum thoracatum
(Gee e Graham, 1978).

Outros loricariideos como Glyptoperichthyes gibbceps e Pterygoplichthys pardalis
exibem grande tolerancia em niveis extremamente baixos de oxigénio dissolvido (menos
que 1 mg.L™") sendo capazes de sobreviver por 2,5 horas em hipéxia, mostrando nio serem
estritamente dependentes da respiragdo aérea para sobreviver em condigdes hipdxicas
(MacCormack et al., 2003).

Neste estudo, P. anisitsi exibiu respiragdo aérea em normoéxia apenas no periodo de
maior restricdo luminosa no qual também ocorreu maior atividade. A espécie mostrou
tolerancia a hipdxia, porém nessas condicdes ambientais a atividade natatéria foi
semelhante a apresentada pela espécie durante o periodo diurno em normoxia, ou seja,
ficando inativa no fundo do aquario com pequenas movimentagdes. Dessa forma, P.
anisisti, segundo a terminologia proposta por Graham (1997), se comporta como um
respirador aéreo continuo, mas nao obrigatdrio, ou seja, captam ar sob todas as condigdes
de oxigénio dissolvido a intervalos nao regulares.

Analises de radiotelemetria sobre o comportamento de quatro espécimes de G.
gibbceps mostraram um padrdo ciclico de comportamento. Os espécimes permanecem

sobre o fundo durante o dia e exploram a coluna d’agua, mais freqlientemente, durante a
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noite e inicio da manha em ambiente em que o oxigénio dissolvido e a temperatura nao
variaram nas profundidades testadas (MacCormack et al., 2003).

Esse padrao ciclico apresentado por G. gibbceps ¢ semelhante ao observado para P.
anisitsi. Um padrdo comportamental semelhante em espécies de mesmo grupo pode
significar padroes fisioldgicos adaptados as necessidades frente ao ambiente.

Um importante fator a ser considerado no ambiente de peixes respiradores aéreos sao
os potenciais predadores aquaticos e terrestres (Power, 1987). Grupos de algumas espécies
respiram ar em intervalos curtos de tempo onde a respiracdo por um peixe ¢ seguida pela
respiracdo de um ou mais peixes, ocorrendo assim um sincronismo entre eles. Entre os
peixes de respiragdo aérea esse comportamento ¢ comum e, tem sido sugerido que esse
comportamento reduz a probabilidade de contato entre predador e presa (peixe), assim
como o efeito de cardume (Kramer e Graham, 1976; Gee ¢ Graham, 1978; Gee, 1980). Em
P. anisitsi, também foi observado sincronismo na respiracdo aérea e esse possivel
comportamento anti-predacao pode ser auxiliado pelo fato que as excursdes a superficie sdo
realizadas, com maior freqiiéncia, durante o periodo noturno.

A hipoxia nos ambientes aquaticos ¢ considerada como o fator primario na evolugao
da respiragdo aérea em peixes ¢ a manutengdo da respiragcdo aérea pode conferir um alto
grau de independéncia da qualidade da 4gua as espécies que apresentam esse modo de
respiracao.

Em algumas espécies, a respiragdo aérea pode permitir melhor prevengdo contra
predadores do que outros tipos de estratégias de sobrevivéncia, como a respiracdo na
superficie aquatica (Gee e Graham, 1978; Florindo, 2002), uma vez que gastam menos
tempo na superficie aquatica onde os peixes sdo vulneraveis a predacao aérea. Além disso,
a respiragao bimodal pode ser energeticamente favoravel sobre a respiracao exclusivamente
aquatica devido as diferencas de densidade e viscosidade entre ar e dgua (Kramer et al.,
1978).

As branquias apresentam o sistema de contracorrente para respiracao aquatica que ¢ a
forma mais efetiva para troca de gases no meio aquatico (Hughes e Morgan, 1973; Evans et
al., 2005). Em condi¢des hipdxicas, em que ndo houve respiracdo aérea, anteriormente a
subida para engolfamento de ar, houve fechamento dos opérculos e, aparentemente, ocorreu

a ventilagdo das branquias com agua que entrava e saia exclusivamente pela boca. Esse
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comportamento pareceu ser uma resposta a asfixia provocada pela condi¢do hipodxica.
Posteriormente, os espécimes fechavam completamente a boca e se iniciava um periodo de
apnéia.

A utilizagdo de um padrao de respiracao intermitente € caracteristico em Synbranchus
marmoratus, no qual periodos de apnéia sao regularmente interespacados com intervalos de
ventilagdo aquética. Quando submetido a hipoxia, o animal responde primeiro com a
redugdo dos intervalos apnéicos, deste modo diminuindo a freqiiéncia ventilatoria, e
finalmente pela completa parada ventilatoria (Graham e Baird, 1984; Graham et al., 1987).

A respiragdo continua ou intermitente sdo manifestacdes de um sistema de controle
comum em todos os vertebrados de respiracdo aérea. Em muitas espécies de peixes que
normalmente exibem ventilacdo continua ¢ também observada a passagem da respiracao
continua para intermitente em agua bem oxigenada sob condi¢des de baixa taxa metabolica
(Milsson, 1991). O mesmo autor comenta que sob essas condigdes, os padrdoes de
respiragdo intermitente podem representar estratégias adaptativas que, em parte, servem
para minimizar o custo da ventilagao.

Em Loricariidae, assim como proposto para Synbranchidae (Graham et al., 1987), o
conjunto das especializagdes respiratorias exibidas por diferentes espécies da familia
podem exemplificar diferentes formas no processo respiratorio, ja que o cascudo Loricaria
typus (Carter e Beadle, 1931) apresenta respiracao aquatica exclusiva, Hypostomus regani e
Rhinelepis strigosa (respectivamente, Mattias et al., 1998 e Takasusuki et al., 1998)

respiragdo aérea facultativa e, P. anisitsi (este trabalho) respiracdo aérea continua.
Respiragdo aquatica

Taxa metabolica ( DSOZ )

A taxa metabolica (DSOZ: mLO, kg'.h™") de teledsteos exibe uma ampla variagio

dependendo da temperatura, atividade, habitat e estado fisioldgico das distintas espécies. A
taxa metabolica ¢ utilizada como uma medida quantitativa da atividade geral de uma
espécie e de suas necessidades metabolicas (Rantin e Johansen, 1984; Fernandes e Rantin,
1989; Fernandes et al., 1995; Muusze et al., 1998; Sakuragui et al., 2003; Affonso e
Rantin, 2005).
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Considerando as espécies que possuem respiracao aérea acessoria, duas comparacdes
interespecificas podem enfatizar a relagao entre respiragdo aérea e uma limitada capacidade
para respiragdo aquatica. A comparacdo dos efeitos da hipoxia gradual sobre o ndo
respirador aéreo Piabucina panamensis e seu congénere respirador aéreo P. festae mostra
que o respirador aéreo tem reduzida capacidade ventilatéria e ndo pode sustentar seu
consumo de oxigénio aquatico na mais baixas tensdes de oxigénio (Graham et al., 1978). O
mesmo padrdo foi observado para outros caracineos, como o nao respirador aéreo Hoplias
malabaricus e o respirador aéreo Hoplerythrynus unitaeniatus (Mattias et al., 1996).

Entre as espécies de Loricariidae ja estudadas, hd grande variagdo na taxa metabdlica,
apesar das espécies pertencentes a familia possuirem baixa atividade natatoria e

apresentarem baixas taxas metabdlicas. Em condigdes normoxicas da agua, Ancistrus
chagresi a 25-27°C apresentou D892= 84 + 4 mLO,.kg'.h"' (Graham,1983), Rhinelepis
strigosa a 25°C apresentou V@z= 23 + 2,7 mL Oykg'.h' (Takasusuki e al., 1998) e
Hypostomus regani a 25°C apresentou D892= 39,75 + 2,19 mL O,.kg'.h™" (Mattias et al.,
1998). Ja Pterygoplichthys anisitsi, segundo os valores medianos, a 23-25°C apresentou
V@z= 52 mL O,.kg.h"'. A baixa taxa metabolica (D@z) verificada em loricariideos pode
estar relacionada a grande quantidade de tecido cujo metabolismo € muito baixo.

Nelson et al. (2006) também encontraram uma grande variacdo nas respostas
respiratorias em H. regani submetido a hipoxia e sugeriram que essa variagdo poderia ser o
resultado de diferente nivel de estresse individual as condi¢des experimentais como
anestesia, canulagdo e presenga humana o que poderia modular as respostas fisiologicas.

Neste estudo, a varia¢do individual foi muito grande e os valores médios ndo foram
representativos da taxa metabolica. Apesar disso, foi observado que ocorreu reducao na

taxa metabolica entre as condi¢des normoxicas e a tensao de oxigénio experimental de 40

mmHg, o que segundo os valores medianos representa uma redugdo maior que quatro vezes
ou 77% da taxa metabolica em normoxia. A gradativa redugdo da 5892 (valores medianos)
de P. anisitsi durante a hipoxia mostrou que a espécie ndo foi capaz de manter a V@z e

pode ser considerada como uma espécie oxi-conformista.
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As espécies oxi-conformistas sdo incapazes de regular a taxa metabolica e permitem
passivamente que a taxa diminua continuamente com a redu¢ao da tensdao de oxigénio do
meio (Dejours, 1981; Piiper, 1982). De forma geral, os teledsteos de respiracao exclusiva
aquatica como Oreochromis niloticus (Fernandes e Rantin, 1989), Salminus maxillosus
(Salvo Souza, 1999), Prochilodus scrofa (Fernandes et al., 1995) e Hoplias malabaricus
(Sakuragui et al., 2003) sdo oxi-reguladores, o que implica que quando submetidos a
hipoxia gradual sdo capazes de manter sua taxa metabdlica até uma tensdo critica. Alguns
loricarideos como H. regani e R. strigosa, também sao oxi-reguladores e a tensao critica de
O, foram determinadas como PO, = 34 e 23,9 mmHg, respectivamente (Mattias et al., 1998
e Takasusuki et al., 1998) e em A. chagresi, a taxa metabolica diminui rapidamente abaixo
da tensdo de oxigénio da cdmara experimental estar em 40 mmHg, nesta tensdo a taxa ¢
aproximadamente 60 mLO,.kg™.h™.

As especializagdes como area branquial e musculatura ventilatoria reduzida, desvios
na circulagdo branquial, mudancas na concentracdo de hemoglobina e afinidade da
hemoglobina ao oxigénio, que minimizam a perda potencial de oxigénio pelas branquias,
também reduz a capacidade para a respiragdo aquatica (Graham e Baird, 1982). Desta
forma, a baixa taxa metabdlica e a incapacidade de manté-la constante frente a hipoxia
gradual como observado em P. anisitsi podem refletir as limitacdes da respiragcdo aquatica

pela presenca dessas especializagdes favorecendo uma eficiente respiracao aérea.

Ventilagdo branquial ( V%), Freqgiiéncia respiratoria (fgr), Volume ventilatorio (Vi) e
Extragdo (EO;)

Em ambientes aquaticos sujeitos a oscilagdes na concentracdo de oxigénio ou a
freqiientes periodos hipoxicos € necessario que os peixes promovam ajustes respiratorios
para manterem a transferéncia adequada de oxigénio do ambiente aos tecidos para garantir
os processos aerobicos (Fernandes e Rantin, 1989). Para isso ¢ fundamental que exista a
capacidade de integrar as informacdes sensoriais sobre as variagdes dos niveis de oxigénio
do meio para que ocorram ajustes cardio-respiratérios adequados para a sobrevivéncia em
condi¢des adversas (Fritsche e Nilsson, 1993; Taylor et al., 1999; Florindo et al, 2004;
Reid et al., 2005).
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Entre as respostas produzidas pelo estimulo dos receptores de oxigénio estdo o
aumento na ventilagdo, a bradicardia hipoxica, o sincronismo cardio-respiratério e a
constri¢ao dos vasos sangiiineos periféricos (Satchell, 1991).

O aumento da ventilagdo branquial tem sido considerado como a primeira resposta
dos teledsteos a hipoxia ambiental (Lomholt e Johansen, 1979). A ventilagdo branquial
ocorre pela agdo alternada de uma bomba de pressao na cavidade bucal e, de uma bomba de
succao na cavidade opercular ¢ pode ser avaliada como a amplitude e frequéncia dos
batimentos operculares. Conseqiientemente, o aumento da ventilagdo pode ser o resultado
do aumento da amplitude e/ou da freqiiéncia respiratoria (Hughes e Shelton, 1962; Hughes
e Morgan, 1973; Jensen et al., 1993). A reduzida tensdo de oxigénio da dgua ¢ compensada
passando uma maior quantidade de dgua pelas branquias por unidade de tempo. Entretanto,
quando o custo energético da ventilagdo excede o ganho na tomada de oxigénio, ocorre
uma diminui¢do na ventilagdo. A tensdo de oxigénio da agua do meio em que ocorre esta
transicdo ¢ denominada tensao critica de oxigénio (PcO,), onde o peixe perde a capacidade
de compensar a diminuigdo da tensdo de oxigénio do meio e ndo mais mantém o consumo
(Fernandes e Rantin, 1989).

Diferentes espécies de teledsteos apresentam diferentes modos para acionar a
hiperventilacio quando em hipdxia. A resposta mais comum ¢ a hiperventilagio por um
maior aumento no volume ventilatério que na freqiiéncia respiratoria. Possivelmente, esse
tipo de resposta esta relacionado a vantagem de um menor custo energético na ventilagao
branquial, enquanto que uma alta freqiiéncia de contracdo ¢ limitada pelo trabalho contra
uma alta viscosidade interna dos musculos e da alta viscosidade da 4agua (Rantin et al.
1992).

A capacidade de extragdo de oxigénio do meio pelos peixes depende, entre outros
fatores, do volume e da velocidade do fluxo de dgua sobre as branquias. Quando um grande
volume de 4gua passa sobre as branquias, parte dela nao entra em contato com as lamelas e,
um aumento na velocidade do fluxo reduz o tempo de difusdo do oxigénio, resultando
numa diminui¢do na eficiéncia das trocas gasosas (Hughes e Shelton, 1962).

Em hipoxia gradual, existe um aumento na ventilagdo numa relacdo inversa a tensdo
do meio, com um consequente aumento no volume e na velocidade do fluxo de agua sobre

as branquias, diminuindo a eficiéncia da extracdo pelas mesmas. Abaixo da tensdo critica, o
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animal perde a capacidade de compensar maiores redugdes na tensdo do meio, ocorrendo
uma diminui¢do da ventilagdo branquial e do volume ventilatorio e, uma redu¢ao na
velocidade e no volume do fluxo de 4gua sobre as branquias, com um aumento percentual
da extracao de oxigénio.

Em Hoplias malabaricus, peixe com respiragdo exclusivamente aquatica, o aumento
da ventilagdo branquial ocorreu pelo aumento conjunto do volume ventilatorio e freqiiéncia
respiratoria (Sakuragui et al., 2003). No cascudo H. regani a hiperventilagdo, durante
hipdxia, ocorreu devido a um maior aumento no volume ventilatoério do que na freqiiéncia
respiratoria embora essa espécie como os demais loricariideos tenha certa limitagdo
anatomica quanto a capacidade para expansao das cavidades bucal e opercular (Mattias et
al., 1998). No cascudo R. strigosa foi observado uma correlagdo entre o aumento da
ventilagdo branquial e do volume ventilatorio e, uma diminui¢do da extracdo de oxigénio
até atingir a tensdo critica, abaixo da qual ocorreu o inverso, ou seja, a diminuicdo da
ventilagao branquial e do volume ventilatorio e, um aumento na extragao (Takasusuki et al.,
1998). Porém, neste estudo, P. anisitsi exibiu uma tendéncia a aumentar a ventilagao
branquial por meio da freqii€ncia respiratéoria como mecanismo compensatorio frente a
reducdo na disponibilidade de oxigénio no meio. O mecanismo compensatorio exibido por
P. anisitsi parece ser a conseqiiéncia de sua ineficiéncia em utilizar os ajustes respiratorios
ja discutidos frente a hipoxia, o que o faz se comportar como oxi-conformista. Os
mecanismos compensatorios também podem ser ineficientes devido as branquias tornarem-
se completamente ndo efetivas como 6rgdo de captagdo de oxigénio em hipoxia e poderem
perder oxigénio para a agua, como verificado em Lepisosteus oculatus (Smatresk e
Cameron, 1982; Burleson et al., 1998).

Entre os fatores morfologicos e fisioldgicos que propiciaram uma menor dependéncia
do oxigénio dissolvido na agua estdo os oOrgdos de respiracdo aérea, as adaptagdes
circulatérias, o controle cardio-respiratorio, as propriedades respiratdrias sangiiineas e as
adaptagdes metabdlicas (Graham, 1997).

De acordo com Roberts e Graham (1985), os peixes que sdo respiradores aéreos em
agua hipoxica nao ventilam suas branquias o tempo todo, mesmo quando eles ndo estdo
utilizando a respiracdo aérea. Por exemplo, Synbranchus marmoratus apresenta apnéia

quando submetido a hipoxia gradual sem acesso ao ar diminuindo a freqiiéncia ventilatoria
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e posteriormente apresentando parada respiratoria completa (Graham et al., 1987). O
comportamento respiratorio de apnéia exibido por P. anisitsi submetido a hipdxia gradual
também ¢ uma resposta respiratoria frente a hipoxia, jA que a espécie apresenta
caracteristicas adaptativas que a torna capaz de manter sua sobrevivéncia em situagoes
hipdxicas com maior independéncia do meio aquético.

A respiracdo aérea normalmente suplementa a respiracdo branquial e, durante o
aumento de atividade, pode proporcionar o aumento da capacidade metabdlica além dos
limites da respiracdo exclusivamente branquial (Gee e Graham, 1978).

Assim, o comportamento oxi-conformista e e a interrup¢ao da respiragdo exibido por
P. anisitsi em hipoxia, sugere que a ventilacdo branquial € um processo energeticamente

caro e nao eficaz frente as reducdes graduais das tensdes de oxigénio.
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CAPITULO 3

ADAPTACAO MORFOFUNCIONAL DO ESTOMAGO DO CASCUDO
PTERYGOPLICHTHYS ANISITSI (TELEOSTEIL LORICARIIDAE) PARA A
RESPIRACAO AEREA

Palavras-chave: Pterygoplichthys anisitsi, respiragdo bimodal, estomago, superficie
respiratdria e capacidade de difusdo morfométrica
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1. Introducao

Muitas espécies de peixes podem respirar ar atmosférico utilizando ampla variedade
de adaptacdes estruturais para respiracdo aérea a partir de diversos orgdos ou tecidos
(Graham, 1997). No decorrer das eras geologicas ocorreram grandes oscilagdes na
concentracdo de oxigénio como resultado de altas temperaturas e da decomposi¢dao de
material organico em rios e lagos rasos, e varzeas. Tais oscilagdes tém sido consideradas
como o estimulo para a transi¢do da respiracdo aquatica para a aérea em peixes, 0 que
ocorreu muitas vezes ao longo da evolugdao (Johansen, 1970). Os peixes Osseos com
respiracao bimodal estdo distribuidos em 49 familias e utilizam diferentes estruturas para
trocas gasosas, como pulmodes, boca, faringe, diverticulo branquial, ducto pneumatico,
estobmago, intestino e pele (Graham, 1997). O cascudo, Pterygoplichthys anisitsi
Eigenmann e Kennedy, 1903, é um teledsteo de agua doce da familia Loricariidae que
utiliza o estbmago como 6rgdo de respiracdo aérea (Oliveira et al., 2001). A espécie €
pertencente ao grupo dos Siluriformes; grupo esse apontado em revisao efetuada por
Hochachka e Lutz (2001), como contendo espécies altamente tolerantes a hipoxia.

Um orgdo com funcdo respiratoria aérea deve possuir epitélio altamente
vascularizado, e ser capaz de realizar trocas gasosas entre 0 meio externo € o interno
(Huebner e Chee, 1978; Daniels et al., 2004). O conhecimento da estrutura de 6rgaos de
respiragdo aérea em peixes tem progredido a partir de estudos morfologicos e
morfométricos e, as microscopias eletronicas de varredura e a de transmissao tém revelado
particularidades estruturais e ultraestruturais de superficies respiratérias fundamentais a
respiracdo aérea (Maina, 1987; Hughes et al., 1992; Podkowa e Goniakowska-Witalinska,
1998; Daniels et al., 2004). No caso de uma superficie respiratéria desenvolvida no trato
digestorio se faz necessaria uma modificacdo regional ndo sé quanto ao aumento da
vascularizacdo, mas também quanto a especializacdes na conformacao do epitélio do 6rgao
acessorio (Huebner e Chee, 1978). Modificagdes do trato digestorio para respiragdo aérea
em peixes t€m sido descritas na familia Loricariidae (Silva er al, 1997; Satora, 1998;
Podkowa e Goniakowska-Witalinska, 1998, Satora e Winnicki, 2000; Podkowa e
Goniakowska-Witalinska, 2003). Entretanto, esses estudos ndo tém fornecido dados

quantitativos que possibilitem uma avaliagdo da capacidade morfométrica de difusdo dos
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gases nessas estruturas. Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar a superficie
respiratoria, espessura da barreira ar-sangue e capacidade de difusdo morfométrica dos
gases respiratorios associado as modificacdes do estomago de P. anisitsi de forma a

contribuir para a melhor compreensao da fisiologia respiratoria dessa espécie.

2. Materiais e Métodos

Animais experimentais

Espécimes adultos de cascudo Pterygoplichthys anisitsi [massa corporal (Mc¢)= 0,084
a 0,600 kg; comprimento total (Cr): 24 a 39cm] foram obtidos no CAUNESP (Centro de
Aqiiicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil). No laboratorio, os peixes
foram mantidos em tanque (1.000 L) com fluxo de 4gua continuo e aeragdo constante, a 23-
25°C durante 3 semanas e alimentados com racdo comercial e folhas de alface (Lactuta

sativa).

Anestesia e fixagdo

Os peixes foram gradativamente anestesiados, por imersdo em solugdo de
Benzocaina® (Synth) 0,1%, para incisdo da cavidade abdominal e posterior remocao do
estomago. Foi efetuada uma fixacdo prévia in situ para evitar alteracao do tecido estomacal
durante a remoc¢ao do mesmo. A fixacdo teve inicio com a introdugdo de glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato 0,1M (pH 7,4; 300 mOsm) no estomago, via cavidade bucal, logo
apos o sacrificio de cada animal, e o fechamento das transi¢des esdfago-estdmago e
estdmago-intestino garantiu a permanéncia do fixador dentro do 6rgdo. Apods a remogao do

estdmago, 0 mesmo permaneceu imerso no mesmo fixador para completar a fixagao por 24

h.

Processamento histologico

As amostras do estomago dos espécimens foram aleatoriamente retiradas seguindo os
principios da estereologia. Para tanto foram selecionadas aleatoriamente cinco regides de
amostragem ao longo de todo 6rgdo, de onde foram retirados fragmentos com darea

superficial de 1 cm” e desidratadas em etanol. Posteriormente, as amostras foram embebidas
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em Historesina (Leica, Heidelberg, Germany), efetuados cortes de 3 pum de espessura e
corados com azul de toluidina/fucsina para analise estrutural e morfométrica. Os cortes
semi-finos foram submetidos a reacdo de acido peridodico de Schiff para a deteccdo de
mucopolissacarideos neutros (PAS) e a coloracdo com Alcian Blue pH 2,5 foi feita para

deteccao de mucopolissacarideos acidos.

No processamento para microscopia eletronica de varredura (MEV), as amostras pré-
fixadas das regides cardica, fundica e pilérica do estdmago foram submetidas a tratamento
para retirada do excesso de muco por meio de imersao em glicerol 16% por 24 h seguido de
etanol 20% por mais 24 h, e lavagens em tampdo fosfato 0,1M pH 7,4. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em gradiente crescente de solucdo de etanol, até etanol
absoluto, secas com HMDS (hexametildisilazane, 98%), aderidas a suportes proprios com
cola de prata condutora 200 (Degusa S.A.) e recobertas com ouro 99% e analisadas em um

microscopio de varredura ZEISS-DSM 940A.

Para processamento para microscopia eletronica de transmissdo (MET), cinco
fragmentos com 3 mm” do estdbmago dos cinco espécimes obtidas segundo os principios da
estereologia foram pos-fixadas com tetréxido de dsmio 1% com o mesmo tampao fosfato,
desidratadas em série crescente de acetona e incluidas em Araldite 6005 Resin (Ladd,
Burlington, Vermont, USA). Cortes semi-finos (0,5 pum) foram corados com azul de
toluidina. Posteriormente foram feitos cortes ultra-finos (60-90 nm), corados com acetato
de uracila e citrato de chumbo, e fotografados em um microscépio de transmissdo JEOL
JEM 100 CX TEM a 80 kV. Os negativos obtidos foram utilizados para as analises da

estrutura estomacal e morfométrica da barreira de difusdo ar-sangue.

Determinagdo do volume e superficie do estomago

As determinacdes do volume de referéncia do estdbmago, densidade de volume (razao
volume/volume) dos tecidos que constituem o estomago, superficie respiratoria e densidade
de superficie (razdo superficie/volume) desse o6rgdo foram realizadas em microscopio de
luz Olympus BX com camara de video e acoplada a um computador que possui um sistema

de analise de imagens especial para estereologia (C.A.S.T. System, Olympus, Denmark).
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O volume interno do estdmago foi determinado apds a remocdo do ar e pela
introducdo de quantidades controladas de tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4; 300 mOsm). O
volume de referéncia e a maior circunferéncia transversal e anterior-posterior foram
determinados apos a abertura do estobmago. O volume de referéncia do tecido estomacal foi
calculado em fungdo da area (A) do estdmago aberto e da espessura (E) do tecido estomacal
(Vrer = ALE). A éarea foi determinada usando contagem de pontos de um sistema-teste
isotropico, sendo a area do ponto conhecida. A area total do estdmago foi calculada com a
equacio, A= YP.d%, onde YP é o numero total de pontos sobre a superficie do estdmago e
d* é a area associada a cada ponto. A espessura da parede do estdmago foi determinada por
meio de segdes verticais VUR (segdes verticais e aleatorias ao plano horizontal da parede
do estdmago) em microscopia de luz. O volume de referéncia total do estomago foi
calculado somando-se o volume aéreo ao volume do tecido estomacal. A densidade de
volume (Vv: propor¢do de volume da estrutura analisada em relacdo ao volume de
referéncia do 6rgao) dos principais tecidos estomacais foi calculada utilizando-se contagem
de pontos de um sistema-teste isotropico, no qual a area do ponto era conhecida e a
equacgdo: Vv= Pg/Pr, onde Pg € o nimero de pontos sobre a estrutura analisada e Pr ¢ o
nimero de pontos sobre uma secao histologica em microscopia de luz a um aumento final
de 3.800x (Fig. 1a).

A éarea de superficie por unidade de volume (densidade de superficie= Sy) e a
superficie total (S) do estdmago foram calculadas pela contagem de intersec¢cdes com a
superficie mucosa e serosa do estdmago e pontos sobre o tecido estomacal utilizando um

sistema-teste de arcos cicloides seguindo Howard e Reed (1998):

Sy= 2. XTi/(I/p.XPi) e S=Sy.V

onde, Pi é o nimero de pontos sobre o tecido, I/p € o comprimento do arco cicldide
por ponto do sistema-teste e Ii ¢ o numero da contagem de intersecgdes com a superficie

respiratéria em microscopia de luz a um aumento final de 3.800x (Fig. 1b).
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Determinacgdo da barreira ar-sangue do estomago

As determinagdes da espessura da barreira de difusdo ar-sangue para cada individuo
foram realizadas em negativos de micrografias eletronicas de transmissdao a magnificacao
final de 3.300x. Para a determinagdo da espessura da barreira ar-sangue do estdmago foi
utilizado um sistema constituido de um visor de negativos sobre o qual se colocava o
negativo e a este era sobreposto um sistema-teste de arcos cicloéides. O comprimento de
cada segmento de linha do sistema-teste conectando as superficies do epitélio e da célula
sangiiinea foi medido com uma régua logaritmica, de acordo com o método de Perry

(1983).

Fator anatomico de difusdo (ADF) e da capacidade de difusdo morfométrica

O ADF, definido como a razdo da area da superficie respiratéria em relacdo a massa
corporal dividido pela média harmonica da espessura da barreira de difusao (th), foi
calculado diretamente a partir dos dados estereologicos dessas varidveis. A estimativa da
capacidade de difusdo morfométrica foi calculada como o produto de ADF pelo coeficiente
de difusdao de Krogh (K). O valor de K foi corrigido para 25°C. No estdmago, para o
epitélio e o endotélio foi assumido o valor de K para “tecido de pulmao de rato” e para a
membrana basal foi assumido o valor de K para “tecido conjuntivo de ra” (Bartels, 1971).
Os valores de K assumidos s3o em decorréncia de serem tecidos similares, ja que ndo ha

valores de K para os tecidos analisados.

Andalise estatistica

Os célculos para determinar a precisdo da estimativa de volume e superficie
estomacal foram feitos para cada individuo de acordo com Gundersen e Jensen (1987) e
Howard e Reed (1998). A variabilidade entre os espécimes foi representada pelos valores
médios, acompanhados pelos respectivos erros padrdes da média. Uma vez que o desvio-
padrao da média harmonica ndo ¢ definido, foi calculado o erro padrio das médias

aritméticas da distancia de difusdo da barreira ar-sangue.



Figura 1: (a) Secdo histolégica (3 um) do estdmago de P. anisitsi sobre o

qual foi colocado um sistema-teste de pontos para estimativa da densidade
de volume dos principais tecidos (b) Seg¢do histolégica (3 pm) do
estomago de P. anisitsi sobre o qual foi colocado um sistema-teste de
arcos cicloides e pontos para estimativa da densidade de superficie e a
superficie total do epitélio respiratorio. Coloragdo: Azul de
Toluidina/Fucsina. Escala: 10 um.

(b)
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3. Resultados

Aspectos estruturais

Pterygoplichthys anisitsi tem um eso6fago muscular e curto que se abre em um
estomago grande em formato de U com parede fina e translucida (Fig. 2a, 2b). O estdmago,
altamente vascularizado (Fig. 2b, 2c¢) e expandido com bolhas de ar, ocupa
aproximadamente toda cavidade celomatica e ndo foram encontradas particulas alimentares
em seu interior em todos os espécimes analisados. Continuo ao estdmago ha um longo, fino
e transparente intestino localizado ventralmente ao estdmago e disposto em formato

espiralizado.

Histologicamente, o estdmago consiste de quatro camadas: (1) serosa, a camada mais
externa que ¢ caracterizada por camada simples de células epiteliais pavimentosas
sustentadas por tecido conjuntivo frouxo contendo vasos sanguineos; (2) muscular lisa,
formada por finos feixes de musculatura lisa circular e feixes descontinuos com orientacdo
longitudinal e obliqua entre quantidades pequenas de tecido conjuntivo; (3) submucosa,
constituida por tecido conjuntivo frouxo e vasos sangiiineos de diferentes diametros; e (4)
mucosa, constituida por lamina propria contendo vasos sangiiineos pequenos € uma camada
simples de células epiteliais achatadas, a qual sua superficie apical estd contactando o
limen estomacal, apoiada na membrana basal que estd em contato com numerosos
capilares sanguineos (Fig. 2d). As glandulas gastricas estdo localizadas na camada mucosa

(Fig. 2d).
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esofago o

Figura 2. (a) Vista ventral de P. anisitsi, o estobmago ¢ localizado no interior da
cavidade celomatica, mostrando parede transliucida e vascularizado. Escala: 1 cm
(b) Vista ventral do estdmago de P. anisitsi, apds ser retirado do interior da
cavidade celomética, mostrando a porcao final do esdfago e a inicial do intestino.
(c¢) Vista da face interna do estomago de P. anisitsi observado sob estereoscoOpio.
(d) Secao histoldgica (3 um) do estdmago mostrando as quatro camadas: (1) serosa
com epitélio pavimentoso simples, (2) muscular lisa ndo organizada no interior de
distintas camadas, (3) submucosa de tecido conjuntivo frouxo e (4) mucosa formada
por epitélio pavimentoso simples e ldmina propria. Coloragdo: Azul de Toluidina.
Escala: 10 pm.
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Aspectos Ultraestruturais

Analises de microscopia eletronica de varredura da superficie mucosa de P. anisitsi, a
baixa magnifica¢do, mostra dobras irregulares na mucosa na regido cardica (Fig. 3a,
1.500x), dobras longitudinais na regido fundica (Fig. 3c, 1.000x) e quase auséncia de
dobras na regiao pildrica (Fig. 3e, 500x). A alta magnificagdo mostra que as células
epiteliais pavimentosas sdo poligonais na forma e, a maioria delas das regides cardica e
pilérica tem microvilos curtos distribuidos irregularmente pela superficie celular (Fig. 3b,
4.000x; 3f, 3.000x), mas algumas das células possuem superficie celular lisa e seus limites
ndo sdo claramente identificados (Fig. 3d, 5.000x). Numerosas aberturas de glandulas
gastricas sao distribuidas entre as células em todas as regides do estomago (Fig. 3b, 3d, 31).

As células epiteliais da camada mucosa do estdmago sdo achatadas com nucleos
grandes, em geral, e localizados entre capilares adjacentes (Fig. 4a) ou, raramente,
alongados se localizados sobre capilares que estdo imediatamente abaixo da membrana
basal (Fig. 4b). Essas células epiteliais possuem muitas mitocondrias, complexos de Golgi
bem desenvolvidos, reticulo endoplasmatico rugoso e ribossomos (Fig 5a e 5b). A maioria
das células possui numerosos corpos lamelares em diferentes estdgios de maturagdo (Fig.
5a e 5b). Em alguns corpos lamelares ¢ observada uma regido central amorfa elétron densa

da qual emerge um sistema de membranas concéntricas (Fig. 5b).

As células epiteliais sao unidas entre si por complexo juncional curto caracterizado
por zonula de oclusdo, zonula de adesdo com, em geral, apenas um desmossomo e intensa
interdigitacdo entre as células (Fig. 6). A lamina basal sobre a qual se apdia as células
epiteliais estd em contato direto com o endotélio dos capilares, exceto nas regides onde sao
encontradas as glandulas gastricas. As células endoteliais possuem nucleo heterocroméatico
localizados na regido basal do capilar e podem ser alongadas ou projetar-se para o interior

do capilar (Fig. 4b).



Figura 3. Microscopia eletronica de varredura de regides do estdmago de P.
anisitsi. A baixa magnificacdo, as regides cardica (a, 1.500x), escala 2pm;
findica (¢, 1.000x), escala 5 um; pilorica (e, 500x), escala 2 um. Em alta
magnificagdo da camada mucosa do epitélio, as regides cardica (b, 4.000x),
escala 0,5 um; fandica (d, 5.000x), escala 4 pm e pilérica (f, 3.000x), escala 5
um. Notar a superficie celular com microvilos curtos em (b) e (f), e uma
superficie lisa em (d). As setas indicam as aberturas das glandulas géstricas.
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Figura 4. (a) Fotomicrografia eletronica de transmissdo mostrando nucleo de uma
célula epitelial do estomago localizado entre capilares vizinhos (N), eritrécito (E)
no interior de um capilar, nticleo da célula endotelial (Ne) e nas proximidades fibras
colagenas (Co). Escala: Sum. (b) fotomicrografia mostrando o nucleo de uma célula
epitelial da mucosa estomacal (seta). Capilar sangiiineo (*) e eritrocito (E). Escala:
Spm.
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(b)

Figura 5. (a) Fotomicrografia eletronica de transmissdo da regido apical de uma
célula epitelial. Sdo evidenciadas mitocondrias (M), cisternas de Golgi dilatadas
(C) e complexo de Golgi (G), e corpos lamelares (L). (b) fotomicrografia
mostrando corpos lamelares em diferentes estagios de maturacao situados em uma
célula epitelial (setas). Eritrocito (E). Escala: 0,5 pm.

53



Figura 6. Fotomicrografia eletronica de transmissdo mostrando jungdes
intercelulares de células epiteliais. Zonula de oclusdo (o), zonula de
adesdo (a), desmossomo (d) e interdigitacdes (i). Nucleo da célula
epitelial (N) e eritrocito (E). Escala: 0,5 pm.
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Células endoteliais adjacentes podem sobrepor-se mostrando pequenos dobramentos e
frequentemente um desmossomo pode ser identificado nas jungdes celulares (Fig. 7). A
barreira ar-sangue que separa o lumen géstrico dos capilares sangiiineos ¢ muito delgada e
constituida por trés camadas, expansdo citoplasmatica das células epiteliais pavimentosas,

lamina basal, e a fina camada de células endoteliais (Fig. 7).

Entre os capilares, leucocitos e outras células nas camadas mucosa e submucosa e
outros tecidos que constituem a parede do estomago sdo preenchidos com grupos de fibras

de colageno em dire¢des diferentes. (Fig 4a)

As glandulas gastricas sdo regularmente distribuidas ao longo da mucosa sendo mais
freqiientes nas regides fundica e pilorica e podem ter formato arrendodado ou piramidal.
Nenhuma diferenca morfologica foi identificada entre as glandulas gastricas das trés
regides do estobmago. Embora elas sejam continuas com o epitélio, as glandulas na lamina
propria sdao circundadas por fibras coldgenas. Tais glandulas se apresentam abaixo do
epitélio e se abrem ao limen estomacal sendo constituidas de 8 a 12 células (Fig. 8). As
células dessas glandulas possuem ntcleo heterocromatico basal, poucas organelas
citoplasmaticas e numerosos corpos lamelares. A regido apical dessas células contém
numerosas vesiculas. As células glandulares sdo aderidas entre si por desmossomos e
interdigitagdes. A coloragdo com Alcian Blue e a reagdo do acido periddico de Schiff
(PAS) negativas indicaram que essas glandulas ndo sintetizam, respectivamente,

mucopolissacarideos acidos e neutros.



Figura 7. Fotomicrografia eletronica de transmissdo da barreira ar-sangue
do estdmago de L. anisitsi composta pela célula epitelial (C), membrana
basal (asterisco) e membrana endotelial (seta) exibindo adesdo celular
por desmossomos entre células vizinhas. Eritrocito (E). Escala: 0,5 pm.
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Figura 8. Fotomicrografia eletronica de transmissdo de uma glandula
gastrica (Gg) exibindo em seu interior grande quantidade de corpos
lamelares (seta). Os tecidos das proximidades das glandulas sdo ricos em
fibras coladgenas (Co). Escala: 5 um.
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Morfometria do estomago

O volume total do estdmago inflado (ar + tecido), volume de tecido estomacal e os
volumes fracionais dos principais componentes do estomago de P. anisitsi estdo
apresentados na Tabela 1 e 2. De 20,24 + 4,75 cm’ que corresponde ao volume total do
estdmago (ar + tecido) somente 0,42 + 0,07 cm’ representa o tecido estomacal sendo a razdo
volume total do estdbmago/massa corpérea igual a 85,21 + 14,09 cm’ kg (Tabela 1). O
volume total do estdmago inflado mostrou correlagdo com massa corpdrea (p= 0,0014),
entretanto o volume de tecido ndo mostrou correlagdo com a massa corporea (p= 0,09).

A camada muscular (34,80 + 1,56%) corresponde a maior densidade de volume do
estomago (Tabela 2) sendo que a mucosa e a submucosa, onde se localizam alta densidade
de capilares e as glandulas estomacais, correspondem a 48,44%. A serosa corresponde a
16,75% do tecido estomacal (Tabela 1). Considerando apenas a mucosa, as glandulas
gastricas, os capilares sanguineos e o epitélio representam, respectivamente, 46%, 34% e
20% de seus volumes (Fig. 9).

A densidade média da superficie respiratoria do estdmago representa 68,60% da
propor¢ao da superficie respiratoria do estdmago. A relacdo superficie do estomago e a
massa corporea (i.e. superficie respiratoria especifica) é, em média, 157,21 + 45,33 cm®.kg™
(Tabela 3). A superficie respiratéria ndo mostrou correlagdo com a massa corporea dos
espécimes (p= 0,25).

O valor médio da espessura da barreira de difusdo ar-sangue (média aritmética) foi
determinado como 1,24 + 0,17 um e a resisténcia da barreira de difusdo ar-sangue calculada
pela média harmonica dos interceptos das distancias de difusdo variaram de 0,31 a 0,82 um

(Tabela 4). O fator anatomico de difusdo (ADF) médio para o estdmago de P. anisitsi foi
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calculado em 331,43 + 172,75 cm”.um™ kg e a média especifica da capacidade de difusdo
morfométrica (Do) foi calculado em 0,0972 + 0,0469 cm’.min” .mmHg " kg™'. Os valores de
ADF e da capacidade de difusdo do oxigénio foram maiores para os menores individuos e

menores para os maiores (Tabela 4).
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Tabela 1. Volume de ar (Vy, estom.), volume de tecido (Viec., estom.), Volume total do estdmago (Vior, estom.) € relacdo volume total do
estomago/ massa corporea (Vo estom. /Mc) do estomago de P. anisitsi. Média + Erro Padrao da Média.

Animal Massa corpérea Comprimento total Var, estom. Viec., estom. Viot., estom. Viot., estom. /Mc
N° (Mc) (Cr)
(kg) (cm) (cm’) (cm’) (cm’) (cm’kg™)
1 0,084 23 11,30 0,22 11,52 137,13
2 0,151 28 10,60 0,49 11,09 73,47
3 0,178 29 16,10 0,25 16,35 91,86
4 0,415 37 26,10 0,55 26,65 64,22
5 0,600 42 35,00 0,61 35,61 59,35
0,285 31,80 19,32 0,42 20,24 85,21
Média

Erro Padrdo 0,096 3,39 4,69 0.07 4,75 14,09




Tabela 2. Volumes fracionais (Vy) dos principais componentes do estomago de P. anisitsi. Média +
Erro Padrao da Média.

Animal Massa corpdrea Vv
N° (Mc) (%)
Mucosa Submucosa Muscular Serosa
(kg) (%) (%) (%) (%)
1 0,084 23,51 17,96 32,69 25,83
2 0,151 20,32 29,76 40,06 9,85
3 0,178 19,00 34,64 35,95 10,41
4 0,415 16,69 35,61 34,43 13,27
5 0,600 16,64 28,07 30,88 24,42
Média 0,285 19,23 29,21 34,80 16,75

Erro Padrdo 0,096 1,28 3,15 1,56 3,47
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Vv dos componentes da mucosa

Capilares Epitélio

Glandulas gastricas

Figura 9. Porcentagem dos volumes dos componentes da mucosa do estdmago de P. anisitsi.
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Tabela 3. Superficie do estomago (Sg) e porcentagem da darea de superficie que ¢
respiratoria (%S ) do estdmago de P. anisitsi. Média + Erro Padrao da Média.

Animal Superficie Estomacal (Sg) %Sk
NO
Superficie Respiratoria Superficie
(cm?) Respiratoria/Mc (%)
(cm”kg™)
1 23,64 281,40 45
2 38,07 252,15 74
3 19,00 106,72 69
4 32,23 77,68 76
5 40,85 68,08 79
Média 30,76 157,21 68,60

Erro Padrio 4,15 45,33 6,11
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Tabela 4. Espessura da barreira de difusdo ar-sangue [(Ta.im) média aritmética, (ty) média
harmonica], (ADF) fator anatdomico de difusdo (= Sar/th) € capacidade morfométrica de
difusdo para oxigénio (Do,) do estomago de P. anisitsi. Média + Erro Padrao da Média.

Animal Tarith, estom. Th, estom. ADF cgiom. Doy estom.
N° (um) (um) (cm® pum'kg™) (cm’min ' mmHg'kg™)
1 0.72 0.31 59333 0,2466
2 1,28 0,51 531,54 0,1335
3 1,67 0,82 225,04 0,0354
4 1,02 0,46 163,73 0,0451
5 1,51 0,71 143,53 0,0252
M¢édia 1,24 -- 331,43 0,0972

Erro Padrao 0,17 -- 172,75 0,0469
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4. Discussao

Os peixes sdo dependentes de metabolismo aerobico, excecdo feita a curtos periodos
de anaerobiose quando expostos a condicdo de baixa disponibilidade de oxigénio
(Fernandes ef al., 1999). Sob tais condi¢des, apenas a respiragdo branquial ndo ¢ suficiente
para a manutencao da taxa metabolica e algumas espécies garantem a sobrevivéncia quando
em condicdes de oxigénio desfavoraveis devido a capacidade para respirar ar atmosférico a
partir de uma diversidade de 6rgdos adaptados a absor¢@o de oxigénio (Johansen, 1970). Na
familia Loricariidae, muitas espécies sdo capazes de extrair oxigé€nio ao longo do trato
digestorio (Armbruster, 1998; Delariva e Agostinho, 2001, Podkowa e Goniakowska-
Witalinska, 2002, 2003).

O grau de diversidade do trato digestorio de peixes ¢ muito grande. Diferentes
espécies com o mesmo tipo de dieta podem diferir na estrutura do sistema alimentar, mas as
adaptacdes funcionais relacionadas a natureza do alimento e habito alimentar sdo similares,
embora exista variagdo do grau de relagdo entre trato digestorio e alimento (Kapoor ef al.,
1975).

Em peixes herbivoros pode faltar o estdmago e o esdfago ¢, em geral, curto e com
camada muscular mais espessa do que outras regides do trato digestorio (Logothetis et al.,
2001). Segundo esses autores a auséncia do estdmago e o rapido tempo de passagem do
alimento para o intestino sdo decorrentes do baixo contetdo protéico do habito herbivoro.
Nos loricariideos, cujas espécies sdo herbivoras e/ou detritivoras, a presenga de intestino
longo caracteriza a maioria das espécies, € ¢ maior em espécies com estomagos pouco
desenvolvidos (Delariva e Agostinho, 2001). Em Pterygoplichthys anisitsi, espécie de
habito herbivoro e detritivoro, a um esdfago curto e muscular seguem-se um estdmago
grande, pouco diferenciado e altamente vascularizado, geralmente vazio de alimento, mas
distendido por ar engolfado pelo animal, e um intestino muito longo. Assim, para essa
espécie de cascudo ndo ha uma relagdo entre sua dieta alimentar e anatomia do estdmago.

O estomago tipico de peixes teledsteos, assim como para os vertebrados em geral, € o
sitio de digestdo alimentar e sua parede espessa ¢ composta pelas seguintes camadas:
serosa, espessa camada muscular de células lisas, submucosa de tecido conjuntivo, e

mucosa com vasos sangiiineos presentes na lamina propria da camada mucosa sob o
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epitélio (Kapoor et al., 1975; Sis et al., 1979; Caceci et al., 1997; Albrecht et al., 2001;
Diaz et al., 2003). Dentre as espécies da familia Loricariidae que usam o estdbmago como
um o6rgao de respiracdo aérea acessoria, a adaptacdo desse Orgdo para as trocas de gases
inclui uma capilarizagdo extensa imediatamente abaixo do epitélio da mucosa estomacal
além dos vasos sangiiineos distribuidos na lamina prépria, o que favorece a absorcao de
oxigénio como descrito em Ancistrus multisppinis (Satora, 1998), P. anisitsi (Oliveira et
al., 2001), Hypostomus plecostomus (Podkowa e Goniakowska-Witalinska, 2003) e no
presente estudo. Diversidade quanto a adaptagdo desta estrutura também ¢ encontrada entre
os loricariideos como, por exemplo, o estdmago de Loricariichthys platymetopon que
possui a forma de dois sacos livres alongados como estrutura respiratoria, em que 0S
capilares penetram a mucosa e formam uma rede intraepitelial ocorrendo a fusdo entre a
membrana basal do endotélio com a do epitélio (Silva et al., 1997). O trajeto esdfago-
intestino, passando pelo estomago nos loricariideos, apresenta diferengas com relagdo a
anatomia e estrutura de seus componentes, com isso mostrando diferentes adaptacdes para a
respiragdo aérea (Armbruster, 1998). Por exemplo, A. multispinnis possui estbmago com
trés regides gastricas distintas, cardia, corpo e piloro e, ndo apresenta camada muscular
(Satora, 1998), enquanto P. anisitsi, como ja verificado por Oliveira ef al. (2001), possui
estomago pouco diferenciado em regides e apresenta camada muscular descontinua. Outro
componente estrutural € o colageno, que constitui um tipo de proteinas selecionado para
exercer diferentes fungdes, principalmente estruturais, como a sustentagdo de orgaos
expansiveis. Durante o processo de evolugdo, o coldgeno modificou-se e adquiriu graus
variaveis de rigidez, elasticidade e forca de tensdo (Junqueira, 2004). No baiacu Diodon
holocanthus, as fibras colagenas na derme sdo fundamentais para o inflamento e suporte
dos espinhos eréteis do corpo que tem fungdo defensiva (Brainerd, 1994). As numerosas
fibras coldgenas no estomago de P. anisitsi, também verificadas para a espécie por Oliveira
et al. (2001), fornecem sustentacdo da estrutura das paredes do o6rgdo frente a distensao
provocada pelo engolfamento de ar, como € nos sacos respiratorios de P. platymetopon
(Silva et al., 1997), no estomago de H. plecostomus (Podkowa e Goniakowska-Witalinska,
2003) e nos capilares respiratorios do réptil Rhacodactylus leachianus (Perry et al, 1989).
A camada muscular dos estdmagos adaptados a troca de gases ¢ relativamente fina quando

comparada a lamina propria e em P. anisitsi, ela ¢ arranjada em feixes descontinuos de
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musculatura lisa envolvidos por tecido conjuntivo, semelhante ao estdomago de Hypostomus
plecostomus (Podkowa e Goniakowska-Witalinska, 2003).

De forma geral, a principal diferenca entre o estdmago tipico de teledsteos e aqueles
adaptados para a troca de gases esta na camada mucosa. A mucosa dos estdbmagos tipicos ¢
composta por altas dobras e coberta por epitélio colunar simples (Morrison e Wright, 1999;
Cataldi et al., 2002). Enquanto que nos estomagos com fun¢do respiratoria, como em P.
anisitsi, a mucosa ¢ caracterizada por um epitélio pavimentoso simples.

O citoplasma apical das células epiteliais em estomagos digestivos de teledsteos ¢
preenchido por numerosas vesiculas contendo mucopolissacarideos acidos (Caceci et al.,
1997; Albrecht et al., 2001; Diaz et al., 2003). O muco ¢é secretado no interior do limen
estomacal e forma uma camada que protege o epitélio contra o atrito mecanico dos
alimentos, agindo como um lubrificante para o conteudo estomacal, e contra atividade
enzimatica (Kapoor et al., 1975). No estomago de P. anisitsi, a regido apical das células
epiteliais, bem como suas superficies, ndo mostra reagdes positivas ao Alcian Blue e PAS,
sugerindo que o estdbmago ndo sintetiza, respectivamente, mucopolissacarideos acidos e
neutros, tal como ja descrito para os sacos respiratorios de Loricariichthys platymetopon
(Silva et al., 1997) e para o estdbmago respiratorio de H. plecostomus (Podkowa e
Goniakowska-Witalinska, 2003).

Em peixes, as glandulas gastricas sdo tubulares e estdo no tecido conjuntivo,
consistindo de células piramidais e trapezoides com nucleo localizado basalmente (Coetzee
et al., 1991). Em estomagos respiratorios, glandulas exdcrinas sdo um componente da
camada epitelial mucosa e apresentam-se na forma de rasas depressdes, como nos sacos
respiratorios de L. platymetopon (Silva et al., 1997), e regido cardica do estdmago de A.
multispinnis (Satora, 1998). No interior dessas glandulas (L. platymetopon) ou no
citoplasma das células epiteliais (4. multispinnis) estao localizados corpos lamelares. Em P.
anisitsi, corpos lamelares sdo observados tanto no interior das glandulas géstricas quanto no
citoplasma das células epiteliais, e os seus conteudos parecem ser liberados no limen
estomacal por exocitose. Corpos lamelares sdo caracteristicos do epitélio do pulmao de
vertebrados (dipndicos, anfibios, répteis ¢ mamiferos) e sdo os sitios de acumulo de
surfactante, que reduz a tensdo superficial na superficie mucosa dos pulmdes e bexigas

natatérias (Daniels et al, 2004). Os surfactantes, além de facilitarem a absor¢do de



68

oxigénio, também estdo envolvidos nos mecanismos de defesa e na remocao de substancias
estranhas que alcancam as vias respiratorias atuando como um anti-adesivo (Orgeig e
Daniels, 2001). Além disso, o surfactante pode também evitar dessecamento e danos
oxidativos no epitélio (Daniels e Orgeig, 2001). A funcdo do surfactante no estdbmago de P.
anisitsi parece estar relacionada ao dessecamento visto que quando em contato com o ar
atmosférico em situagdes de engolfamento de ar ou de secas de corpos d’agua em que o
peixe estd fora d’agua ¢ imprescindivel a manutencdo da superficie respiratoria umida.
Visto que corpos lamelares sao comuns nas glandulas gastricas do estomago de P. anisitsi e
pulmdes de vertebrados € possivel estabelecer uma analogia funcional entre essas glandulas
e 0s pneumocitos de mamiferos.

Ao mesmo tempo em que o surfactante em P. anisitsi evita dessecacdao da superficie
respiratoria estomacal, a presenga de microvilos, aparelhos de Golgi, mitocondrias e
complexos juncionais também sdo fundamentais para garantir a funcionalidade do epitélio
dessa superficie respiratoria pela expansdo da area superficial, manutencao do epitélio de
transporte e coesdo celular, o que também ¢ registrado para as células ciliadas do epitélio
respiratorio de vertebrados (Perry et al., 1989).

Em P. anisitsi, a presenca de microvilos pode ter também funcgdes sensorias e
quimiorreceptivas. No intestino posterior do peixe Corydoras aeneus, sua fina parede ¢
adaptada para respiracdo aérea. Nessa regido, a mucosa ¢ delineada com epitélio
respiratorio e células quimiosensorias solitarias que possuem longos e finos microvilos
presentes (Podkowa e Goniakowska-Witalinska, 2002). Segundo Sbarbati e Osculati
(2005), a presenca de microvilos em superficies digestéria e respiratoria deve ser
considerada uma especializagdo da membrana apical e participar de um sistema de
quimiorrecepgao difuso, que recobre grandes areas possuindo analogias com os sistemas
quimio-sensorios descritos em vertebrados aquaticos.

A arquitetura da barreira de difusdo ar-sangue do epitélio respiratorio do estomago de
P. anisitsi ¢ a mesma para o epitélio respiratorio dos vertebrados na obtengao de oxigénio
molecular. O modelo da tripla membrana (epitélio, membrana basal e endotélio) da barreira
de difusdo para os gases respiratorios € caracteristico da barreira 4gua-sangue das branquias

de peixes e também da barreira ar-sangue dos pulmdes de vertebrados de respiracao aérea,
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que primeiro surgiu nos peixes pulmonados a cerca de 400 milhdes de anos (Maina e West,
2005).

Os volumes dos capilares e vasos das camadas mucosa e submucosa do estobmago de
P. anisitsi, a presenga de glandulas géstricas com corpos lamelares e a barreira ar-sangue
muito delgada caracterizaram o 6rgdo como uma superficie respiratdria apta para absorcao
de oxigénio, cuja superficie potencialmente respiratoria corresponde a 68,46% do total da
superficie do estdmago. Em outros vertebrados, como o dipndico Lepidosiren paradoxa
(Moraes et al., 2005), alguns répteis, aves e mamiferos (Perry, 1989) que dependem da
estrutura pulmonar para a obtengdo do oxigénio necessario ao metabolismo, a superficie
potencialmente respiratdria corresponde a valores acima de 70% de toda estrutura
pulmonar. A espessura da barreira ar-sangue expressa pelas médias aritmética e harmonica
do estomago de P. anisitsi sdo similares as obtidas para pulmoes de outros grupos de
vertebrados (Maina e West, 2005). A média aritmética da barreira ar-sangue do estdmago
de H. plecostomus foi calculada em 0,86 £ 0,41 um (Podkowa e Goniakowska-Witalinska,
2003). Esse valor pode ser considerado muito baixo e provavelmente deve-se a
metodologia utilizada nas determinacgdes efetuadas considerando apenas as distancias mais
curtas da barreira de difusdo. No presente estudo e naqueles efetuados nos demais
vertebrados citados (Perry, 1989), a estereologia foi a metodologia utilizada, metodologia
esta sem tendéncias e amplamente aceita pelos pesquisadores (Runciman et al, 1999;
Barbier e Bachofen, 2000; Burri ef al., 2003).

Do ponto de vista evolutivo, com relagdo aos valores similares entre espécies de
diferentes grupos de vertebrados (Maina e West, 2005) e os valores obtidos neste estudo
para P. anisitsi, ¢ importante considerar o fato da conservagdo da barreira agua/ar-sangue
ao longo do processo evolutivo (Maina e West, 2005). Dessa forma, a ocorréncia conjunta
tanto espacial (presente nos diversos grupos animais) quanto temporal (ao longo do tempo
evolutivo), tem mostrado que o modelo da barreira de difusdo de gases tem sido preservado
nas suas propriedades estruturais, espessura extremamente fina, para permitir eficiente
processo de difusdo durante as trocas gasosas. Assim, os valores registrados para as
barreiras ndo parecem representar grandes discrepancias entre si.

Em pulmdes, a capacidade de difusdo morfométrica estima a maxima condutancia

possivel sob condigdes ideais de ventilagdo e perfusdo em toda a barreira embora tais
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condi¢des sejam raramente alcancadas mesmo durante exercicios (Weibel, 1999). A
estimativa fisiologica da capacidade de difusdo ¢ sempre menor do que a estimativa
morfométrica (Perry, 1989). O fato de a barreira ser extremamente delgada ¢ essencial para
uma troca gasosa eficiente por difusdo passiva, enquanto a forga de coesdo da barreira ¢
necessaria para manter sua integridade estrutural (Maina e West, 2005); um aumento na
espessura da barreira consequentemente levaria a uma diminuigdo da capacidade de difusao
0 que poderia causar um processo de hipoxemia (Bajanowski e Brinkmann, 2000). Mesmo
em espécies filogeneticamente distantes, a comparacdo entre a capacidade de difusdo
morfométrica de gases do estdmago de P. anisitsi (0,0972 cm’.min” . mmHg kg™ e do
pulméo de P. paradoxa (0,110 cm®.min".mmHg ' .kg") pode refletir uma semelhanca entre
as caracteristicas estruturais e funcionais dos tecidos respiratorios e também o padrao de
atividade das espécies, ja que se tratam de peixes com baixa atividade natatoria.

A descricdo da estrutura de um o6rgao é provavelmente um pré-requisito para o
desenvolvimento do entendimento da fun¢do e o estudo da morfologia funcional ¢ uma
contribuicdo essencial para estudos fisiologicos (Gilmour, 1998). Ao mesmo tempo, o
estudo morfométrico da barreira agua/ar-sangue ¢ de igual relevancia para analise
fisiologica ao medir o grau de resisténcia que a barreira pode oferecer aos gases
respiratérios (capacidade de difusdo) e estimar a quantidade de atividade metabodlica a ser
esperada neste local critico (Weibel e Knight, 1964). O fato de P. anisitsi ser um peixe
adaptado a respiragdo acessoria aérea utilizando-se de uma superficie estomacal com
propriedades morfoldgicas e morfométricas necessarias para obtencdo suficiente de
oxigénio o capacita a viver em ambientes pobres em oxigénio quando comparado a peixes

de exclusiva respira¢ao aquatica.
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CAPITULO 4

FRACIONAMENTO DA SUPERFICIE RESPIRATORIA DAS BRANQUIAS E DO
ESTOMAGO DO CASCUDO PTERYGOPLICHTHYS ANISITSI (TELEOSTEI,
LORICARIIDAE)

Palavras-chave: Pterygoplichthys anisitsi, branquias, estbmago, morfometria, estereologia,
superficie respiratoria
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1. Introducao

A obtengdo de oxigénio nas superficies respiratdrias ¢ o processo inicial para a
producao de energia necessaria a todos os processos bioldgicos nos organismos aerobios e
depende da superficie do 6rgdo (S) e da distancia de difusdo (t) entre os meios interno e
externo do animal, que pode ser descrita como Dg, = K.S/t onde Do, € a capacidade de
difusdo do oxigénio e K ¢ a constante de difusdao de Krogh (Hughes, 1984; Perry, 1989).

Na maioria dos peixes, as branquias sdo os principais 6rgaos para a respiracdo. O
oxigénio contido na agua ¢é extraido por um sistema de contracorrente (Hughes, 1966;
Piiper, 1998) entre a 4gua, no meio externo, e o sangue que circula no interior das lamelas,
assegurando uma alta porcentagem de utilizagdo do oxigénio dissolvido na agua de até 80-
90% em algumas espécies, como a traira, Hoplias malabaricus (Rantin et al., 1992), a
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Fernandes et al., 1996) e o pacu, Piaractus
mesopotamicus (Aguiar et al., 2002). O oxigénio absorvido pelas branquias ¢ transportado
ao restante do corpo por vasos e capilares e, destes difunde-se para as células teciduais
(Hughes, 1984).

Como meio respiratorio, a agua ¢ 50 vezes mais viscosa que o ar, a concentragao de
oxigénio dissolvido na agua ¢ cerca de 1/30 do ar, a taxa de difusdo do oxigénio na agua ¢é 8
x 10’ menor que a do ar e, o coeficiente de capacitancia, isto é, o aumento da concentragao
por aumento na pressao parcial de oxigénio, na agua ¢ 30 vezes menor que no ar. Em agua
saturada com O, a 20°C, 1 mL de oxigénio esta contido em 200 mL (aproximadamente
200g) de agua, enquanto 1 mL de oxigénio esta presente em 5 mL de ar (aproximadamente
7g de massa) (Dejours, 1981). Assim, considerando essas propriedades, a respiracao
aquatica comparada a respira¢do aérea requer mais energia para obter uma quantidade
equivalente de oxigénio (Maina, 2002). Além disso, alteragdes no ambiente aquatico
provocadas por altas temperaturas, introducao de matéria organica e, polui¢do causada por
processos industriais e metais pesados provenientes da agricultura, contribuem para a
reducdo da disponibilidade de oxigénio para a respiracdo dos peixes e outros animais

aquaticos (Diaz, 2001; Mazon et al., 2002).
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As limitagdes de oxigénio no meio aquatico e as variagcdes que este gas apresenta
dependendo das condigdes ambientais estimulam a evolu¢ao de varias espécies de peixes
que realizam respiracdo aérea acessoria (Johansen, 1970). A respiragdo aérea se torna
possivel a partir de 6rgdos especializados para absorcdo de oxigénio atmosférico com a
finalidade de complementar as necessidades metabolicas do organismo. Entre os 6rgdos
especializados para a respiracao aérea estdo a cavidade bucal, a pele, o trato gastrointestinal
e a bexiga natatoria (Graham, 1997).

A predominancia da respiragdo aquatica ou aérea em peixes esta freqiientemente
relacionada a area de superficie dos orgdos respiratorios, as propriedades sangiiineas
respiratérias e a capacidade das espécies detectarem uma reducdo do oxigénio ambiental e
iniciarem mecanismos fisioldgicos para compensar a diminui¢ao de oxigénio (Johansen et
al., 1978; Rantin et al., 1992; Fernandes et al., 1995, 1996).

Na maioria dos peixes de respiragdo aérea, ¢ bem documentada uma redugao geral da
area respiratoria branquial. A interpretacdo mais parcimoniosa € que a reducdo da
superficie branquial respiratéria faz parte do fracionamento respiratério aéreo e aquatico
que, para fungdo respiratdria 6tima, sofreu selecdo conjuntamente com o desenvolvimento
do 6rgdo de respiragao aérea (Graham, 1997). Com relacdo ao fracionamento respiratério, o
mesmo autor ainda comenta sobre a importancia da realizacdo de estudos para comparar, de
forma mais completa e critica, as inter-relagdes entre os 6rgdos de respiracdo aérea e as
branquias.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi estimar a superficie potencialmente
respiratoria das branquias e comparar com a do estdmago (capitulo 3) para avaliar a
participacdo de cada um desses Orgdos na obtencdo de oxigénio em Pterygoplichthys

anisitsi.

2. Materiais e Métodos

Animais experimentais

Espécimes adultos de cascudo Pterygoplichthys anisitsi [massa corporea (M¢)= 0,084
a 0,600 kg; comprimento total (Ct): 24 a 39 cm] foram obtidos no CAUNESP (Centro de
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Aqiiicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil). No laboratorio, os peixes
foram mantidos em tanque (1.000 L) com fluxo de agua continuo e aerag¢ao constante, a 23-
25°C durante 3 semanas e alimentados com ragdo comercial e folhas de alface (Lactuta

sativa).

Anestesia e fixagdo

Os mesmos peixes que foram anestesiados por imersao em solugdo de Benzocaina®
(Sigma) 0,1% para posterior remogao do estomago (capitulo 3) também tiveram suas
branquias removidas. As branquias foram fixadas em solu¢@o de glutaraldeido (GTA) 2,5%
em tampao fosfato 0,1M (pH 7,4; 300 mOsM). A fixagao teve inicio através de introducao
de solugdo fixadora de GTA nas cavidades branquiais logo apoés o sacrificio de cada
animal, para que ndo houvesse alteragdo dos tecidos durante a retirada do material. As
branquias foram mantidas em GTA 2,5% por 24 h e, ap0ds esse periodo, foram transferidas
para uma solugdo de GTA 0,5% em tampao fosfato 0,IM (pH 7,4; 300 mOsM) para

conservagao até o momento do processamento histologico.

Processamento histologico

A amostragem ¢ o procedimento para inclusdo das branquias foram efetuados de
forma a combinar o principio de Cavalieri para determinacdao do volume de referéncia com
o método de seccdo vertical para determinacdo da superficie respiratéria (Costa et al.,
2007).

Os arcos branquiais do lado esquerdo do animal foram individualmente separados e
os rastros e os 0ssos do epi- e ceratobranquial foram removidos. As amostras constituidas
pelos filamentos e as lamelas foram desidratadas em etanol e incluidas em metacrilato
(Historesin® Leica) de acordo com Moraes ef al. (2005) e Costa et al. (2007). Uma breve
descricao do processamento histologico ¢ mostrada na Figura 1: (1) os arcos branquiais
foram seccionados em trés partes cada (Fig. 1a) e nimeros aleatorios foram dados as
amostras que foram incluidas com a hemibranquia anterior voltada para baixo, assim
definindo o plano horizontal para que os cortes verticais fossem efetuados posteriormente,
ou seja, todos os planos perpendiculares ao plano horizontal; (2) cada por¢do do arco

branquial foi girada em seu eixo do eixo vertical (Fig. 1b e ¢) de acordo com o método para
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amostragem aleatoria sistematica (VUR) (Gundersen e Jensen, 1987); (3) em cada peixe, o
corte inicial foi escolhido aleatoriamente entre 0 e 15° a partir da orientagao inicial (o eixo
transverso foi 0°) e adicionado 15° na amostra branquial seguinte (Fig. 1b). Quatro amostras
foram incluidas em cada bloco, uma sobre a anterior apds a polimerizagao parcial da resina
na temperatura ambiente, de forma que todo o tecido branquial respiratério de um lado do
animal estivesse incluido em somente trés blocos, cada um contendo quatro amostras com
diferentes orientacdes (Fig. 1b).

Os blocos foram seccionados com espessura de 3 um e oito cortes foram obtidos do
total dos trés blocos a distancias regulares cujo corte inicial foi aleatério (Fig. 1d e 1e). Os
cortes foram corados com azul de toluidina/fucsina acida e utilizados para determinar o
volume de referéncia, segundo o principio de Cavalieri, e a superficie das lamelas (regido

respiratoria das branquias).
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Figura 1. Diagrama do esquema de amostragem do seccionamento das branquias. (A)

Branquias mostrando os pontos de secdo dos 4 arcos branquiais sequencialmente
numerados para obter 3 amostras de cada arco. (B) Esquema dos 4 quatro blocos de
metacrilato mostrando as por¢des branquiais embebidas aleatoriamente e a orientagao
sequencial de cada porcdo branquial sobre o eixo vertical de 0-180°C para obter
amostragem combinada para determinar o volume de referéncia pelo principio de
Cavalieri e a superficie respiratoria pelo método de se¢ao vertical. A rotagdo seqiiencial
foi feita adicionando-se 15°C a cada porcao branquial do ponto inicial. As medidas de
comprimento dos tecidos branquiais (L1, L2, L3) dentro dos blocos para determinar o
comprimento total (L= comprimento dos 4 blocos). (C) Visdo superior detalhada de
um bloco de metacrilato indicando a rotacdo seqiiencial das trés porgdes branquiais
aleatorias sobre o eixo vertical. (D) Visao lateral de um bloco de metacrilato embebido
com trés porgdes aleatorias de arcos branquiais. Linhas tracejadas indicam a distancia
(d) entre as se¢des no eixo vertical (VA, seta). (E) Vista frontal de um bloco de
metacrilato mostrando as por¢des de branquias embebidas aleatoriamente ¢ uma segao.
O plano horizontal (HP) ¢ o plano do papel.
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Determinagdo do volume e da superficie das branquias

O volume da regido respiratoria das branquias e a sua respectiva superficie foram
estimados utilizando um sistema-teste de contagem de pontos e intersegdes (pontos e arcos
cicloides que possuem uma orientagdao de distribuicdo proporcional ao seno do angulo do
eixo vertical) cujas dreas associadas a cada ponto e intersec¢do sdo conhecidas. As andlises
foram efetuadas em um microscopio Olympus BX com camara de video acoplado a um
computador que contém um programa para analise de imagens especializado em
estereologia (C.A.S.T. System, Olympus, Denmark) a um aumento final igual a 760x.

O volume da regido respiratoria e de cada componente das lamelas (espago sangiiineo,
células pilares e epitélio) foi estimado segundo a equacdo de Howard e Reed (1998): V=
T.a/p.2.Pi, onde T ¢ a distancia entre os cortes, a/p ¢ a area do ponto e Pi é o numero de
pontos sobre a estrutura a ser estimada (Fig. 2).

A densidade de volume (Vv: propor¢do do volume da estrutura analisada em relacdo
ao volume total do 6rgao) dos filamentos e lamelas foi estimada utilizando a contagem de
pontos de um sistema-teste isotropico, cuja area do ponto ¢ conhecida, sobre os cortes
histologicos (Fig. 2) de acordo com a seguinte equacdo: Vy = Pg /Pt, onde Pg é o nimero
de pontos sobre a estrutura analisada e Pr ¢ o niimero de pontos sobre uma se¢do
histologica em microscopia de luz.

A superficie respiratoria e nao-respiratoria foi estimada utilizando a contagem das
intersecoes dos arcos cicléides com a superficie das lamelas e do filamento,
respectivamente (Fig. 2). A superficie respiratoria por unidade de volume (densidade de
superficie = Sv) e a superficie total (S) foram estimadas segundo as equagdes de Howard e

Reed (1998):
Sv=2.2Ti(I/p.2Pi) e S=Syv.V
onde, Pi é o nimero de pontos sobre o tecido, I/p € o comprimento do arco cicldéide por

ponto do sistema-teste ¢ [i ¢ o nimero da contagem de intersecdes com a superficie das

lamelas em microscopia de luz.
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Analise estatistica

A determinagdo da precisao da estimativa de volume e superficie branquial foi feito
para cada individuo de acordo com Gundersen e Jensen (1987) e Howard e Reed (1998)
utilizando software Microsoft Excel. A variabilidade entre os espécimes foi representada

pelos valores médios e acompanhada pelos respectivos erros padrdes da média.



Figura 2: Sistema arcos cicloides e pontos utilizados para a determinagdo do
volume de referéncia, superficie respiratoria e densidade de volume (Vv)
das branquias. Coloracdo: Azul de Toluidina/Fucsina. Escala: 10 um.
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3. Resultados

Aspectos estruturais

As branquias do cascudo Pterygoplichthys anisitsi sao constituidas por quatro arcos
branquiais que se dispde de cada lado da faringe, delimitando as fendas branquiais. Os
arcos branquiais sdo formados por ossos delgados que estdo suspensos no teto do cranio e
se articulam com a mandibula por meio de ligamentos e cartilagens na sua regido inferior.
Esses arcos suportam as holobranquias que sdo constituidas por duas fileiras de filamentos
branquiais e voltadas para a cavidade opercular. As duas fileiras de filamentos branquiais,
inseridas no arco branquial, possuem as lamelas, regularmente espacadas e dispostas acima
e abaixo dos filamentos (Fig. 3a e 3b).

Um raio cartilaginoso de forma cilindrica € com prolongamentos transversais ao
longo do seu eixo longitudinal (cartilagem de sustentag@o) se articula com os ossos do arco
branquial e da sustentacdo aos filamentos (Fig. 3b). A artéria branquial aferente da origem
as artérias primdrias. Essas artérias, que se localizam no septo interbranquial e ao longo dos
filamentos, dao origem as artérias secundarias que se ramificam e chegam as lamelas. O
sangue passa pelos espagos formados pelos flanges das células pilares, canal proximal e
marginal e € recolhido um sistema de artérias eferentes: artérias secundarias, artérias

primarias e branquial.



(b)

Figura 3. (a) Vista geral de um corte de branquias de Pterygoplichthys
anisitsi mostrando filamentos (F) e lamelas secundarias (L). Escala: 2 mm
(b) Parte de filamentos branquiais; a seta vermelha indica uma extensao da
cartilagem de sustentacdo; a seta preta indica uma lamela secundaria.
Coloracao: Azul de Toluidina. Escala: 5 pm.
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Analise quantitativa das branquias

Para a andlise quantitativa foram considerados as lamelas branquiais e os filamentos,
os quais incluiram os septos branquiais, a cartilagem branquial, as artérias primarias
aferentes e eferentes, o seio venoso e o epitélio.

Os volumes das lamelas (VL) e dos filamentos (V) foram 231,87 + 35,99 cm’ e
547,83 + 221,39 cm’, respectivamente, ¢ a densidade de volume para as lamelas (Vyr) e
para os filamentos (Vyr) correspondeu a 35,11 e 64,89%, respectivamente. Nenhuma
correlagdo foi verificada entre os volumes e a massa corporea dos espécimes (Tabela 1).

A superficie total lamelar (S;) e do filamento (Sg) foi 173,35 + 43,07 cm® ¢ 66,47 +
17,12 cm?, respectivamente (Tabela 2), enquanto a densidade de superficie lamelar (Syi)
foi de 704,71 + 132,77 um™' e a densidade de superficie do filamento (Sve) igual a 142,38 +
31,18 pm™. A densidade média da superficie lamelar das branquias foi cerca de 5 vezes a
superficie do filamento e representa 82,40% da superficie respiratéria da branquia. A
relacdo superficie lamelar e a massa corporea (i.e. superficie respiratdria especifica) foi, em
média, 2.889,23 + 717,89 cm’.kg"' (Tabela 2). A superficie respiratéria ndo mostrou

correlagdo com a massa corpdrea dos espécimes.



Tabela 1. Volume das lamelas (Vi) e dos filamentos (V§) e, porcentagem de volume
das lamelas(Vvyy) e filamentos (Vvyr) das branquias de P. anisitsi. Média

Erro Padrao da Média.
Animal Massa  Volume da Volume do Porcentagem  Porcentagem
N° corporea  Lamela  Filamento  do Volume do Volume dos
Mc) (Vo) (Vp) das Lamelas Filamentos
(Vvr) (Vvr)
(kg) (cm’) (cm’) (%) (%)
1 0,084 134,88 147,05 47,84 52,16
2 0,151 228,75 421,01 35,20 64,80
3 0,178 305,58 1180,62 20,56 79,44
4 0,415 258,27 442,63 36,85 63,15
Média 0,207 231,87 547,83 35,11 64,89

Erro Padrio 0,072 35,99 221,39 3,34 3,34
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Tabela 2. Tabela 2. Superficie branquial (S), relagdo superficie/massa corpdrea (S/Mc), razdo superficie-volume
(Sv), porcentagem da area de superficie que € respiratéria (%Sg ) das lamelas e filamentos de P. anisitsi.

Média + Erro Padrdao da Média.

Animal Superficie Superficie Superficie Superficie  Superficie/ Superficie/ Supeficie
No. Branquial Branquial Lamelar/ Filamentar/  Volume Volume Respiratoria
Lamelar Filamentar Massa Massa Lamelar  Filamentar Branquial
(Sp) (Sg) corporea corporea (Svr) (Svr) (Sks)
(St/Mc) (Se/Mc)
(cm?) (cm?) (em*kg")  (cm’kg?) (um™) (um™) (%)
1 44,68 17,11 744,80 285,25 331,31 116,38 74,00
2 207,94 71,26 3.465,81 1.187,71 909,04 169,26 84,30
3 213,77 82,99 3.562,88 1.383,20 699,56 70,29 90,87
4 227,00 94,54 3.783,44 1.575,73 878,93 213,59 80,45
173,35 66,47 2.889,23 1.107,97 704,71 142,38 82,40
Média
Erro Padrao 43,07 17,12 717,89 285,45 132,77 31,18 2,65
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Comparagdo morfométrica entre estomago e branquias

As branquias apresentaram um volume total maior do que o estdmago (779,70 +
227,18 cm? e 20,24 + 4,75 cm?, respectivamente), bem como maior relagdo volume/massa
corporea (4.424,48 + 1.269,52 cm’.kg™' e 85,20 + 14,16 cm3 kg™, respectivamente) (Tabela
3).

A densidade de superficie (relagao superficie/volume) das lamelas branquiais (0,070 +
0,013 pm'l), assim como sua area total (173,35 + 43,07 cm?) foram maiores que a da
mucosa estomacal, a qual possuiu densidade de superficie igual a 0,007 + 0,0008 um™ ¢
area total de 30,76 £ 9,31 cm? (Tabela 4).

As lamelas branquiais também apresentaram maior relagdo superficie/massa corporea

que a mucosa estomacal, 2.889,23 + 717,89 cmz.kg'1 e 157,20 £ 45,54 cmz.kg'l,

respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 3. Volume total do estomago (Vr g), volume total das branquias (Vr B),
relacdo volume do estomago/massa corporea (Vr g/Mc) e relagdo volume
das branquias/massa corporea (Vr /Mc) de P. anisitsi. Média £ Erro

Padrao da Média.
Animal Volume total  Volume total Volume do Volume das
N° do Estomago  das Branquias Estomago/ Branquias/
(V1E) (V) Massa corporea  Massa corporea
(Vre/Mc) (Vrs/Mc)
(cm’) (cm’) (cm’ kg™) (cm’ kg™)
1 11,52 281,93 144 3356,40
2 11,09 649,77 73,93 4303,13
3 16,35 1486,20 96,17 8349,47
4 26,65 700,90 64,63 1688,93
5 35,61 - 59,35 -
Média 20,24 779,70 85,19 4.424,48

Erro Padrao 4,75 227,18 14,16 1.269,52




Tabela 4. Superficie (S), relagdo superficie/massa corporea (S/Mc), relagao superficie/volume (Sy)
da mucosa estomacal e das lamelas branquiais de P. anisitsi. Média £ Erro Padrao da

Média.
Animal Superficie da  Superficie da  Superficie/  Superficie/  Superficie/ Superficie/
N° Mucosa Lamela Massa Massa Volume da Volume da
(Sm) (Su) corpéreada  corpdrea da Mucosa Lamela
Mucosa Lamela (Svm) (Svi)
(S/Mc m) (S/Mcy)
(cm’) (cm’) (em’kgh) (em’kgh)  (um’) (um™)
1 23,63 44,68 281,39 744,80 0,010 0,033
2 38,07 207,94 252,15 3465,81 0,007 0,090
3 18,99 213,77 106,72 3562,88 0,007 0,069
4 32,23 227,00 77,67 3783,45 0,005 0,087
5 40,85 - 68,08 - 0,006 -
M¢édia 30,76 173,35 157,20 2.889,23 0,007 0,070

Erro Padrio 4,17 43,07 45,54 717,89 0,0008 0,013
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4. Discussao

Morfologia branquial

Todas as superficies respiratorias apresentam aspectos morfolégicos basicos como (1)
evaginacdo ou invaginacdo a partir da superficie corporea; (2) estratificagdo ou
compartimentaliza¢do, meios pelos quais uma extensa area superficial ¢ formada em espaco
limitado; (3) intensa vascularizagdo, caracteristica que aumenta o volume de sangue ao
meio respiratdrio externo e (4) organizagdo geométrica dos componentes estruturais,
caracteristica que determina a interagdo com o meio respiratorio (Hughes e Morgan, 1973;
Maina, 2002).

As superficies respiratdrias, nos diferentes grupos animais, sdo constituintes dos
diferentes sistemas de trocas gasosas evolutivamente selecionados. Entre esses sistemas, o
sistema contracorrente, utilizado pelos peixes para ventilar suas branquias, ¢ considerado o
de maior eficiéncia garantindo altas taxas de absor¢do de oxigé€nio a partir da agua que
passa entre as lamelas (Piiper, 1998; Maina, 2002; Wilson e Laurent, 2002).

Geralmente, as branquias de peixes teledsteos de respiragdo exclusivamente aquatica
sdo compostas por quatro arcos branquiais de cada lado da faringe, cada um sustentando
duas fileiras de filamentos branquiais. A superficie dos filamentos contém uma fileira de
lamelas, os sitios de trocas gasosas, regularmente espagadas de cada lado (Hughes, 1984;
Laurent, 1984; Fernandes, 1996).

Cascudos que possuem respiragao aérea como Hypostomus plecostomus (Perna, 1996)
e Rhinelepis strigosa (Santos, 1994), e também Pterygoplichthys anisitsi, verificado neste
estudo, possuem a mesma estrutura basica das branquias de peixes teledsteos de respiracao
exclusiva aquatica, com holobranquias em todos os arcos branquiais € com lamelas acima e
abaixo dos filamentos branquiais. Por comparagdo, o posicionamento e a distribui¢do dos
componentes branquiais, sua forma e especialmente a sua dimensao podem variar entre as
espécies (Hughes e Morgan, 1973) e poderia refletir dependéncia da respiracao aquatica.

As lamelas sdo dobras transversas sobre ambas as superficies dos filamentos
branquiais que sdo constituidas por finas laminas de formato triangular, com a parte mais
alta voltada para o lado da entrada da agua, apoiadas sobre redes vasculares de modo a

favorecer as trocas gasosas (Hughes e Morgan, 1973).
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As lamelas consistem de uma camada vascular central formada pelos flanges de
células pilares, revestidas por uma fina membrana basal e duas camadas bilaterais de
epitélio constituido por células pavimentosas. As lamelas ndo apresentam uma organizacao
vascular semelhante a estrutura de capilares sangiiineos, o sangue flui entre os espacos
formados por prolongamentos laterais ou flanges das células pilares. O sangue chega as
lamelas por meio de uma rede de vasos aferentes provenientes da aorta ventral e ¢ levado
por vasos eferentes que vao formar a aorta dorsal. O fluxo de 4gua e de sangue ocorre em
sentidos opostos (sistema de contracorrente). Uma haste fina de cartilagem sustenta os
filamentos, com o auxilio de musculos abdutores e adutores, que movem os filamentos
durante o ciclo respiratorio (Hughes, 1984; Fernandes, 1996; Evans et al., 2005).

Geralmente, peixes de respiragdo aérea facultativa tém filamentos branquiais
reduzidos e menor nimero de lamelas com lamelas adaptadas para manutengao respiratéria
e eficiéncia osmorregulatoria. Por exemplo, Hoplerythrinus unitaeniatus, que tem uma
bexiga natatdria como um Orgdo respiratorio acessorio, tem quatro arcos branquiais
funcionais, porém sua superficie lamelar ¢ reduzida e a organizagdo das células pilares
forma canais paralelos em contraste ao arranjo hexagonal e tortuoso encontrado em
espécies de respiragdo aquatica como Hoplias malabaricus (Moron, 1994).

A morfologia branquial ¢ considerada uma estrutura dindmica com fun¢do para os
ajustes dos processos fisiologicos frente as condigdes ambientais. Recentemente, Sollid et
al. (2003 e 2005) e Sollid e Nilsson (2006) demonstraram remodelamento na morfologia
geral das branquias de peixes do género Carassius em resposta as mudangas na temperatura

e disponibilidade de oxigénio.

Morfometria branquial
A morfometria branquial ¢ de grande importancia para um melhor entendimento da
fisiologia respiratoria de peixes. Os estudos morfométricos com peixes geralmente se

\

referem as correlagdes entre a massa corporea ¢ a area de superficie respiratoria,

o

[

adaptagdo ao ambiente aquatico, a compreensdo de processos osmorregulatorios e
atividade dos animais (Hughes, 1984).
A érea total da superficie branquial respiratéria € o parametro mais utilizado na

analise morfométrica para a comparagao entre as diferentes espécies de peixes, com relagdo
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aos seus habitos, ambientes e conseqlientemente suas necessidades metabolicas (Santos,
1994; Fernandes, 1996).

Neste trabalho, para se estimar a superficie respiratoria foram utilizados os principios
da estereologia (Howard e Reed, 1998, Moraes et al., 2005, Costa et al., 2007), uma
metodologia de probabilidades (ndo de reconstrucdo de objetos tridimensionais) que
fornece uma estimativa de volume, area superficial a partir de seg¢des bidimensionais
aleatoérias de amostras de tecido branquial. Essa metodologia ¢ alternativa a descrita por
Hughes (1966 e 1984b), utilizada em todos os trabalhos anteriormente citados neste item,
na qual sdo utlizadas trés medidas essenciais, (a) o comprimento total de todos os
filamentos branquiais, (b) o nimero das lamelas nos dois lados dos filamentos e (c) uma
estimativa da area bilateral de uma lamela que pode ser considerada como representativa de
todas as lamelas de um particular sistema branquial. Assim o produto das medidas (a).(b)
fornece o numero total de lamelas e, o produto (a).(b).(c) a area total das lamelas.

Um possivel erro metodoldgico para a obtengdo das medidas bidimensionais sdo 0s
efeitos dos processamentos histoldgicos, como a retracdo dos tecidos devido aos produtos
quimicos utilizados no processamento (Hughes, 1984b). Para P. anisitsi, foram realizadas
medidas das branquias desde o tecido recém-extraido até os cortes histologicos incluidos
em metacrilato e ndo foram verificadas diferengas significativas ao longo do processamento
histologico (Cruz AL, Fernandes MN e Perry SF, em preparacao).

A area de superficie branquial pode estar relacionada a atividade e requerimentos de
oxigénio da espécie. Geralmente, uma area branquial muito reduzida ¢ encontrada em
peixes que tenham baixos requerimentos metabodlicos e em peixes com respiragao acessoria
que possuem a capacidade de obter oxigénio no ar atmosférico (Hughes, 1972). De fato, ao
comparar a superficie branquial de P. anisitsi (2.889,23 cm”kg') com outros valores
estereologicos para branquias de Lepidosiren paradoxa (0,65 cm>kg'; Moraes et al., 2005)
e branquias de Arapaima gigas (579,41 cm”.kg™'; Costa et al., 2007) ¢ verificado que esse
cascudo de respiracdo acessoOria continua mas ndo obrigatéria (capitulo 2) possui area de
superficie branquial maior que Lepidosiren e Arapaima, duas espécies de respiragdo aérea
obrigatoria que utilizam os pulmdes e a bexiga natatoria, respectivamente, como principais
orgaos respiratorios, o que indica uma relagdo de dependéncia do meio aquatico para a

respiragdo de P. anisitsi.
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Embora realizada a comparacao com espécies (Lepidosiren e Arapaima) que possuem
branquias extremamente reduzidas e com pequena funcdo respiratoria, novos estudos
necessitam ser realizados com a aplicagdo desse método, desde com peixes com respiracao
aquatica exclusiva até com outros peixes pulmonados, para uma maior comparagdo €
estabelecimento de relagdes entre as espécies € seus ambientes aquaticos.

Ao comparar os elementos branquiais de P. anisitsi entre si, foi verificado um volume
menor e uma superficie maior das lamelas quando comparadas aos filamentos. De fato, pela
disposi¢cao com inumeras dobras, as lamelas aumentam em muito a superficie do epitélio
branquial, o que resulta em uma pequena distancia de difusdo entre o sangue que perfunde
cada lamela e a agua, o meio respiratério (Evans et al., 2005). A superficie respiratoria

branquial em P. anisitsi corresponde a 82,40% do total da superficie da branquia.

Comparagdo morfométrica entre estomago e branquias

As branquias tém maior volume que o estdmago, assim como maior relacdo
volume/massa corpérea. Além disso, as lamelas possuem area superficial, relacao
superficie/massa corpdrea e densidade de superficie maior do que a mucosa estomacal. Isso
indica que P. anisitsi ¢ uma espécie que possui dependéncia da respiragdo aquatica, como
também evidenciado pela sua morfologia branquial. Mas, por outro lado, as propriedades
do meio respiratorio aquatico tornam a respiragdo aquatica um processo energeticamente
caro quando comparado ao meio aéreo, eg, a quantidade de oxigénio dissolvido no ar ¢é
muito maior que na agua. Para P. anisitsi as trocas gasosas realizadas pelo estdmago podem
ser mais eficientes que as realizadas pelas branquias, mesmo o estdmago possuindo uma
superficie respiratoria menor.

Assim, alternativamente, P. anisitsi utiliza branquias ou estdmago para a obtengdo de
oxigénio na dependéncia da necessidade de aporte suficiente de oxigénio para suprir suas
necessidades metabolicas, o que pode ser limitado por concentragdes de oxigénio

insuficientes no meio aquatico.
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CAPITULO 5

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DAS HEMOGLOBINAS DO
CASCUDO DE RESPIRACAO BIMODAL PTERYGOPLICHTHYS ANISITSI
(TELEOSTEI, LORICARIIDAE) SUBMETIDO A HIPOXIA GRADUAL E A

EXPOSICAO AEREA

Palavras-chave: Pterygoplichthys anisitsi, hipoxia gradual, exposicdo aérea, padrdo
eletroforético, componente catddico, afinidade hemoglobina-oxigénio
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1. Introducao

Os organismos com maior complexidade celular e maior tamanho corporal possuem
uma alta demanda de oxigénio para a respiracdo que ndo ¢ satisfeita por pequenas
quantidades de oxigénio dissolvidas diretamente no sangue. Um grande passo evolutivo foi
o surgimento dos pigmentos respiratorios para transportar o oxigénio do ambiente externo
para os tecidos, onde ¢ utilizado como aceptor final no catabolismo (Weber e Jensen, 1988;
Giardina, et al., 2004).

Em todos os vertebrados, a base quimica para o transporte de oxigénio € representada
pelas moléculas de hemoglobinas que estdo no interior de células especializadas, os
eritrocitos, que sdo suficientemente maleaveis e resistentes para nao se romper com O
estresse mecanico durante sua circulagdo no sistema cardiovascular dos organismos (Weber
e Jensen, 1988; Nikinmaa, 1990; Giardina et al., 2004).

A quantidade de oxigénio transportada por unidade de volume de sangue depende da
tensdo de oxigénio, do niimero de eritrocitos, da quantidade de hemoglobina nos eritrocitos
e da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Essa afinidade desempenha duas importantes
fungdes: a hemoglobina deve chegar efetivamente saturada de oxigénio (O;) nos capilares
dos 6rgaos de troca gasosa e, liberar o O, nos capilares dos tecidos a alta pressdo parcial de
oxigénio, necessaria para manter um gradiente de difusdo entre o sangue e as estruturas que
utilizam oxigénio (Riggs, 1988; Nikinmaa, 1992,1997).

Ao considerar a variedade de espécies que depende das hemoglobinas para o
transporte de oxigénio, essas moléculas desempenham suas fun¢des primarias sob
condigdes ambientais extremamente variaveis dependendo dos habitats das espécies
(Weber e Jensen, 1988; Clementi et al., 1994; Brauner ¢ Weber, 1998; Weber et al., 2002).
Por essa razdo, as hemoglobinas sofrem grande pressdo evolutiva, o que resulta no
desenvolvimento de mecanismos regulatorios complexos desenvolvidos para satisfazer os
requerimentos fisiologicos dos organismos (Giardina et al., 2004; Jensen, 2004).

A relacdo entre transporte de oxigénio e mecanismos regulatorios em hemoglobinas
pode ser evidenciada pela disponibilidade de oxigénio em ambientes aquaticos de agua
doce, os quais mostram acentuada variagdo diaria, espacial e sazonal (Val e Almeida-Val,

1995). A respiracdo em meio aquatico demanda grande energia metabolica, pois a



101

concentracdo de oxigénio ¢ baixa mesmo em agua saturada de ar (Withers, 1992). Ao
mesmo tempo, a respiragdo de organismos ¢ a decomposi¢do de matéria organica podem
causar grandes diminuigdes nas tensdes de oxigénio em ambientes aquaticos de dgua doce,
o que resulta em condigdes hipoxicas, especialmente durante o periodo noturno quando a
fotossintese ndo ocorre. Além disso, a superficie de aguas eutroficas ¢ freqiientemente
coberta com plantas, as quais dificultam a difusdo de oxigénio (Nikinmaa, 2002).

Assim, nenhum outro grupo de vertebrados estd sujeito a tdo grandes variagdes
ambientais como os peixes (Hochachka e Somero, 2002). Em peixes, podem ser
identificadas estratégias adaptativas, com relacdo as hemoglobinas, para a otimizacdo da
captacdo e do transporte de oxigénio frente as alteracdes ambientais, como a multiplicidade
de componentes e alteragdes na afinidade da hemoglobina ao oxigénio (Di Prisco e
Tamburrini, 1992). As flutuagdes na disponibilidade de oxigénio também sao consideradas
como o fator mais importante na evolugdo de peixes de respiragdo bimodal (Graham,
1997).

Com relagdo ao estudo com hemoglobinas em peixes de respiragdo bimodal, os
cascudos (Loricariidae) sdo um grupo de destaque na literatura, com estudos realizados
desde a Expedicao Alpha Helix 1976/1977, referentes ao efeito do pH na cinética das
reacdes de oxigé€nio e monoxido de carbono com hemoglobina de Loricariichthys sp
(Focesi et al.,1978), a separagdo e caracterizagdo de componentes de hemoglobina de
Pterygoplichthys pardalis (Brunori et al., 1978) e, ao equilibrio de oxigenagdo de
hemoglobinas de Hypostomus e Pterygoplichthys e suas sensibilidades a fosfatos organicos
(Weber e Wood, 1979). Posteriormente, Val et al. (1985 ¢ 1990) avaliaram os padroes
eletroforéticos, os fosfatos intraeritrocitdrios e o efeito Bohr das hemoglobinas de,
respectivamente, Hypostomus regani e Pterygoplichthys multiradiatus e, mais
recentemente, Smarra et al. (2000) e Delatorre et al. (2001) realizaram a purificacdo,
cristalizacao e difracao de raio-X de hemoglobinas de Pterygoplichthys anisitsi.

Com relagdo a andlise da fisiologia respiratéria de Pterygoplichthys anisitsi, o
objetivo deste estudo foi a caracterizagdo estrutural e funcional das hemoglobinas em
espécimes em condi¢des de normoxia, submetidos a hipoxia gradual e expostos ao ar

atmosférico por 24 horas.
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2. Material e Métodos

Animais experimentais

Espécimes adultos de Pterygoplichthys anisitsi [massa corporal (Mc)= 0,139-0,382
kg] foram obtidos no CAUNESP (Centro de Aqiicultura da UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP, Brasil). No laboratorio, os peixes foram mantidos em tanque (1.000 L)
com fluxo de agua continuo e aeracdo constante, a 23-25°C e alimentados com racao

comercial e folhas de alface (Lactuta sativa).

Protocolo experimental
Hipoxia gradual. Um espécime de P. anisitsi foi colocado no interior de um
respirdmetro e transferido para o sistema experimental de respirometria (38 L) de fluxo
constante. O experimento foi iniciado 18 h apds a introdu¢@o no respirdmetro. As reducdes
das tensdes de oxigénio (140, 100, 70, 50, 40, 30 ¢ 20 mmHg) da agua do tanque
experimental foram feitas de forma gradual por meio de borbulhamento de nitrogénio
através de dispersores. O tempo para a redugdo de uma tensdo para a imediatamente
inferior foi de aproximadamente 10 min. Apos a estabilizagdo, cada tensdo experimental foi
mantida constante durante 45 min. Os teores de oxigénio para a manutenc¢ao das diferentes
tensOes foram constantemente monitorados por um analisador digital de oxigénio FAC-
204A. O tanque de respirometria permaneceu fechado durante o experimento, permitindo
assim a manutengao da tensdo de oxigénio experimental desejada por periodos de tempo
relativamente prolongados. Apos as redugdes das tensdes de oxigé€nio, o espécime foi
retirado do respirdmetro e, imediatamente, realizada a retirada de sangue por puncao da
veia caudal.
Exposicdo aérea. Um espécime de P. anisitsi foi colocado em um sistema
experimental de PVC e exposto ao ar atmosférico por 24 h em ambiente com um fino filme
de agua suficiente para mantuten¢do da umidade e evitar o dessecamento do animal. Apos

as 24 h de exposi¢ao acérea foi realizada a retirada de sangue por puncao da veia caudal.
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Coleta de sangue e solugdo de hemoglobina

As amostras de sangue dos espécimes foram obtidas por pun¢do da veia caudal com
seringas heparinizadas. O sangue foi centrifugado a 1.085 x g, a 4°C por 20 min, em
centrifuga Sorvall RC-5B e o plasma foi eliminado. Em seguida, os eritrocitos foram
lavados trés vezes consecutivas com solugdo salina 0,9% (9g de NaCl em 1.000 mL de
agua destilada). Apds esse procedimento, o precipitado (eritrécitos) foi mantido em
congelador, a -20°C, em tubos de ensaios para utilizagdo em experimentos posteriores.

Quando para uso imediato, ap6és a ultima lavagem, a amostra foi hemolisada
adicionando-se tampao Tris HCl 10 mM e EDTA 0,005 M (pH 8,0). Seguiu-se o
congelamento e descongelamento da amostra por trés vezes para uma hemolise mais efetiva
e, a centrifugacdo a 20.200 x g, a 4°C por 20 min, em centrifuga Sorvall RC-5B.

A solucao de hemoglobina assim obtida foi utilizada nos experimentos de equilibrio

de oxigenacao da hemoglobina stripped e nas eletroforeses em gel de amido.

Hemoglobina stripped e reducdo de metahemoglobina

As amostras de hemolisado de sangue foram filtradas em coluna de Sephadex G-25,
com a presenca de ditionito de sodio (Na,S,04), para a obtengdo de uma solugdao de
hemoglobina isenta de efetores alostéricos (stripped) e, para a redugdo de
metahemoglobina, geralmente presente. A hemoglobina elui rapidamente pela coluna por
nao se ligar a resina. Quando essa passa pelo ditionito de sodio reduz-se totalmente,
passando a desoxihemoglobina. Ao sair da coluna, a hemoglobina entra em contato com o
ar atmosférico, oxigenando-se por completo e conservando o ferro reduzido (Fe™?).

A resina foi empacotada em uma coluna de 35 cm de comprimento por 1 cm de
didmetro e equilibrada com solugdo tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Apds a resina estar
equilibrada, a coluna foi fechada retirando-se o eluente que estava acima do topo da resina.
A seguir, foi adicionado a coluna 1 mL de solu¢do de ditionito de sédio a 5% em tampao
Tris-HC1 50 mM pH 8,0. A coluna foi aberta e tdo logo a solugdo de ditionito penetrou na
resina, aplicou-se de 2 a 3 mL de solugdo de hemoglobina com o uso de pipeta de Pasteur.

A seguir, a coluna foi ligada a um reservatdrio contendo Tris-HC1 50 mM pH 8,0.
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A primeira fracdo de hemoglobina a sair da coluna foi descartada devido a sua alta
diluicdo. A segunda fragdo coletada em um tubo de ensaio foi a amostra de hemoglobina
stripped utlizada nos experimentos de equilibrio de oxigenagdo. Esses procedimentos foram

realizados no maximo 20 min antes do inicio dos experimentos.

Equilibrio de oxigenagdo em solugcdao de hemoglobina: método espectrofotométrico

De acordo com o seu grau de oxigenacdo, a hemoglobina expde diferentemente os
atomos de ferro de seus grupos tetrapirrolicos (Antonini e Brunori, 1971). Hemoglobinas
com taxas de oxigenagdo diferentes possuem diferentes conformagdes espaciais, com
diferentes espectros de absor¢do medidos entre 500 e 600 nm. Por meio da analise desses
espectros diferenciais pode-se correlacionar pressio de oxigénio e taxa de oxigenacdo da
hemoglobina.

A afinidade da hemoglobina ao oxigénio foi determinada de acordo com o método
descrito por Riggs e Wolbach (1956). Foram usados tonometros cuja parte inferior € uma
cubeta de vidro de 1 cm de percurso 6tico.

Para o célculo do volume da solugdo de hemoglobina a ser adicionada ao tondmetro
foi utilizada a seguinte equagao: V= 0,85.3/L.60, onde V: volume de hemoglobina para os
tonometros (mL), 0,85: densidade otica desejada em 580 nm, 3: volume da cubeta dos
tonometros (mL), L: leitura da concentracdo de hemoglobina em 580 nm, e 60: diluicao.

Ao volume da solugdo de hemoglobina determinado por essa equagao foi adicionado
0,3 mL de tampao Tris ou Bis-Tris 0,1 M e 4gua destilada para completar 3 mL.

A partir dai, a amostra stripped de hemoglobina foi desoxigenada por meio de
passagem de nitrogénio (N>) e em seguida, submetida a vacuo, com subseqiiente agitagao
em banho rotativo. Apos a desoxigenacao foi tragado um espectro de absorgao de 500 a 600
nm em um espectrofotometro HP UV-VIS G 1107A acoplado a um micro-computador
IBM compativel. Obtida a primeira curva, foram injetadas quantidades crescentes e
conhecidas de ar e tragados novos espectros.

Apds um minimo de quatro injecdes de ar, cada tonometro foi aberto a pressao de
oxigénio ambiente sobre a amostra, sendo tragada a ultima curva que corresponde ao

espectro de absor¢ao da hemoglobina 100% oxigenada.
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A partir dos espectros de absor¢ao obtidos, as oxigenagdes parciais da hemoglobina
foram calculadas em trés comprimentos de onda (540, 560 e 580 nm) obtendo-se a média
aritmética das saturagdes parciais de cada injegdo de ar (Y).

Para cada oxigenagdo a pressao de oxigénio foi calculada pela equacdo: PO,= R.V,
onde, PO,: pressdo de oxigénio no interior do tonometro (mmHg), V: volume de ar injetado
(mL) e R: constante determinada por R= Ty/T, {0,2098 [PBc — (Pv.UR)]}/ Vi — V,, onde
Tp: temperatura do banho (K), Ta: temperatura ambiente (K), PB¢: pressao barométrica
corrigida, Py: pressdo de vapor da agua, UR: umidade relativa do ar e V,: volume da
amostra colocada no tondmetro (Laboratério do Prof. Dr Joseph Bonaventura, Duke
University, EUA).

Para cada tonometro foi tragado um grafico de log PO,log Y/1-Y para a
determinagao do valor de Psy e o coeficiente de Hill (n) pela declividade da reta obtida.

O coeficiente de Hill (n) indicou a cooperatividade das interacdes heme-heme,
correspondendo ao valor do coeficiente angular da reta de regressdao obtida para PO,/log
Y/1-Y.

A pressdo de oxigénio necessdria para saturar 50% dos sitios da hemoglobina (Ps),
corresponde ao valor zero de log POy/log Y/1 — Y. Como as curvas foram feitas em

diferentes pHs, foi elaborada uma representagao grafica do efeito Bohr (®@= Alog Pso/ ApH).

Equilibrio de oxigenagdo do sangue total: método gasométrico

O método baseia-se na determinagdo continua do oxigénio dissolvido em solugdo
tamponada, contendo sangue e fermento bioldgico. Inicialmente, o fermento consome todo
o oxigénio dissolvido na solugdo e, na tentativa de manter o equilibrio da pressao parcial de

oxigénio, o sangue cede o oxigénio ligado a hemoglobina ao meio.

As curvas de dissociagdo do complexo HbO; no sangue foram tracadas em diferentes
pHs com tampdes isotonicos Bis-Tris/HC1 0,1 M (pH 6,0 a 7,4) e Tris-HCI 0,1 M (pH 7,6 a
9,0) e com auxilio de um monitor bioldogico YSI e um registrador CG, segundo

metodologia descrita por Mangun e Kodon (1975) e Johansen et al. (1978).

Foram colocados 5 mL de cada tampao, fermento e algumas gotas de sangue na

cubeta do eletrodo polarografico. Apds vigorosa agitacdo, o equipamento foi rapidamente
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ligado e a curva de consumo de oxigénio foi detectada por um eletrodo polarografico e
registrada em um registrador grafico. As curvas obtidas assinalam a variagao decorrente do
consumo de oxigénio do meio pelo fermento e da tentativa de manuten¢do de um equilibrio

pelo sangue. O pH inicial e final foi registrado.

As pressdes parciais de oxigénio necessarias para uma saturagdo de 20, 40, 50, 60 e
80% de oxigénio do sangue foram obtidas pela equacdo: PO, (n)= PB.0,2098.Li/4L 0o,
onde PB: pressdo barométrica, Li: leitura obtida para cada porcentagem de saturag@o, Lioo:

leitura em 100% e n: porcentagem de hemoglobina ligada ao oxigénio.

Os valores de Psy (pressao de oxigénio necessaria para saturar 50% da hemoglobina)
foram convertidos para valores logaritmicos e plotados contra o pH final. As curvas de
efeito Bohr (= Pso/ApH) foram tracadas a partir de regressdo linear. Os resultados foram

expressos em forma logaritmica e construido o grafico Y/1-Y em fung¢do de log PO..

Eletroforese em gel de amido

A eletroforese ¢ um método fisico-quimico de separagdo utilizado no estudo da
estrutura de compostos bioldgicos. Diferentes proteinas diferem em sua seqiiéncia de
aminoacidos e no contetido dos mesmos, bem como, na sua carga liquida a um dado pH.
Esse método utiliza-se dessa diferenga para separar proteinas em um campo elétrico e neste
estudo foi utilizado para verificar o padrao eletroforético das amostras e a existéncia de
variacao intraespecifica.

O sistema de eletroforese em gel de amido utilizado foi o horizontal descrito por
Smithies (1955, 1959). Na preparacao do gel foi utilizado amido de milho a uma
concentracao de 13%, obtido segundo Val et al. (1981). Nesse sistema, as proteinas sao
separadas segundo sua carga elétrica e os poros do gel atuam como um filtro ao separar as
moléculas segundo seus tamanhos e formas.

Para confec¢do do gel foi utilizado tampao Tris-Borato-EDTA acido pH 8,6 (0,9 M
Tris, 0,5 M &cido borico, 0,02 M EDTA 4acido) diluido 40 vezes com molaridade final de
0,036 M. Nesse pH, a concentragdao do amido 13% ¢ suficiente para obter um gel com boas
propriedades mecanicas e separativas. Nas cubas foi utilizado tampao Borato pH 8,5 0,35

M.
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Ao término da cocgdo e deaeragdo, o gel foi despejado uniformemente em uma placa
de acrilico, com 6leo mineral em sua superficie para facilitar sua posterior retirada.

Ap6s o resfriamento do gel até 4°C, as amostras foram aplicadas através de retangulos
de papel Whatman 3MM (10 x 6mm) embebidos nas amostras de hemoglobina e inseridos
a uma distancia de 7 cm de distancia da extremidade catodica do gel.

As migragdes eletroforéticas foram feitas a 4°C, sendo aplicado ao gel uma diferenca
de potencial de 5 V/cm e uma corrente de 1,25 mA/cm durante 6 h utlizando-se uma fonte
de tensdo Permatron. Ocorrida a migragdo, o gel foi cortado no sentido horizontal, sendo a
metade superior corada com Amido Black (solugdo saturada de amido black, metanol e
agua destilada, v/v), para proteinas totais, e a inferior tratada com Benzidina (benzidina 1 g,
nitroprussiato de sodio 1 cristal e metanol qsp 75 mL) para revelacdo pela atividade
peroxidasica das hemoglobinas. Na lavagem dos géis foram utilizadas solu¢des de acido
acético 0,2 volumes, metanol 1 volume e agua destilada 1 volume para Amido Black e, éter
1 volume, metanol 2 volumes, acido acético qsp para abaixar o pH a 4,0 e perdxido de
hidrogénio (H,0,, 20V) 0,5 mL.

Apoés a revelacdo das bandas em gel de amido, as eletroforeses foram
transparentizadas, colocando-as entre duas folhas de papel celofane esticadas em um

bastidor e submetidas a desidratacdo em temperatura ambiente.

3. Resultados

Estudo estrutural: eletroforese em gel de amido

O hemolisado de Pterygoplichthys anisitsi revelou a presenga de dez componentes
hemoglobinicos, os quais foram numerados de acordo com a mobilidade anoddica
decrescente. O padrao eletroforético apresentou nove componentes anddicos, dois grupos
de componentes rapidos (I, II, IIT e IV, V, VI), um grupo de componentes com migracao
intermediaria (VII, VIII) e um componente de migracao lenta (IX). O componente maior

(X) correspondeu ao componente catddico (Fig. 1).

Nos padroes eletroforéticos ndo foram visualizadas diferengas evidentes entre os

espécimes (n= 6), dessa forma ndo parecendo haver indicacao de variagdo intraespecifica.
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Figura 1. Representacdo esquemadtica dos padrdes eletroforéticos das
hemoglobinas de Pterygoplichthys anisitsi, normoxia (N), hipdxia
(HX), ar 24 horas (AR), comparativamente a humana (H). A linha
tracejada corresponde ao ponto de aplicagdo das amostras.
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Estudos funcionais: métodos espectrofotométrico e gasométrico

O comportamento funcional das hemoglobinas em sangue total e hemolisado stripped
mostraram auséncia de efeito Bohr, no sangue total em condi¢do de normdxia, ou efeito
Bohr normal nas demais condig¢des, ou seja, valores mais elevados de Psy @ medida que o
pH se acidifica. (Tabela 1 e Fig. 2).

O sangue total, na condi¢do de normoxia, ndo mostrou a existéncia de efeito Bohr, por
toda a faixa de pH analisada, enquanto que na condicdo de hipoxia foi verificada a maior
amplitude de efeito Bohr (#=-0,24), o que indica uma maior dependéncia do pH (Tabela 1
e Fig. 2).

Ainda no sangue total, nas trés condi¢des estudadas, foram verificados valores de Ps
maiores do que aqueles obtidos em hemolisado stripped, o que indica um aumento da
afinidade da hemoglobina ao oxigénio na auséncia de moduladores (stripped). Ja entre as
condig¢des estudadas tanto em sangue total quanto no hemolisado stripped, a hemoglobina
na condi¢do de hipodxia apresentou valores menores de Psy, respectivamente, 4,4 ¢ 1,7
mmHg, indicando um aumento na afinidade quando comparada as condi¢des de normoxia e
exposicao ao ar (Tabela 1 e Fig. 2).

Entre os valores de Psg, quando comparadas cada uma das condi¢des estudadas em
sangue total e hemolisado stripped, foram obtidas razdes similares entre hemolisado
stripped/sangue total, 0,41, 0,39 e 0,40, respectivamente, para a condicdo de normoxia,
hipdxia e exposicao ao ar (Tabela 1 e Fig. 2).

Na condi¢do de exposicdo ao ar, os valores de Psy foram proximos aqueles da
condi¢do de normoxia tanto entre a forma stripped quanto no sangue total, 2,1 e 2,8 mmHg,
e 5,1 e 6,8 mmHg, respectivamente.

Os coeficientes de Hill (n), em hemolisado, foram iguais a 1,0 nas condigdes de
hipoxia e exposicao ao ar e igual a 1,1 na condi¢do de normoxia, o que refletiu nenhuma ou
baixa cooperatividade, respectivamente. No sangue total, os valores de cooperatividade

aumentaram para 1,7, 1,6 e 1,3 para as condi¢des de normoxia, hipoxia e exposigdo ao ar.
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Tabela 1. Valores de efeito Bohr (¢), log de Pso, Pso € cooperatividade (n) para diferentes

condigdes do sangue total e hemolisado stripped de Pterygoplichthys anisitsi.

Bohr (¢) log Pso Pso Hill (n)
(pH: prox. 7,0)
sangue: normoxia -0,02 0,83 6,8 1,7
sangue: hipoxia -0,24 0,64 4.4 1,6
sangue: ar 24 horas -0,10 0,71 5,1 1,3
stripped: normodxia -0,14 0,45 2,8 1,1
stripped: hipdxia -0,10 0,24 1,7 1,0
stripped: ar 24 horas -0,15 0,32 2,1 1,0
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Figura 2. Comportamento funcional da afinidade por O, (Pso) e cooperatividade (n) em
relacdo ao pH dos hemolisados stripped e em relagdao ao sangue total de P. anisitsi em
condi¢des de normoxia, hipoxia e exposi¢do ao ar por 24 horas.
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4. Discussao

Variagdes nas propriedades funcionais de hemoglobinas resultam parcialmente de
variacdes na estrutura molecular que determinam as propriedades intrinsecas de ligagdo do
oxigénio e parcialmente de mudancas regulatorias nas condi¢des fisico-quimicas sob as
quais elas operam in vivo, como no pH eritrocitario e, no tipo e concentragdo de efetores
heterotropicos, como os fosfatos organicos que diminuem a afinidade hemoglobina-
oxigénio (Weber ef al., 2000).

Diferentemente da maioria dos mamiferos, os quais possuem um componente
hemoglobinico com alta concentragdo, muitas espécies de peixes possuem iso-
hemoglobinas que mostram diferencas consideraveis na seqiiéncia de aminodcidos,
designados como isoformas (Di Prisco e Tamburrini, 1992; Tamburrini et al., 2001). Em
alguns casos, os varios componentes tém distintamente diferentes propriedades funcionais,
que leva a hipotese de que a multiplicidade representa um mecanismo de adaptacao frente a
uma variavel ambiental (Bossa et al., 1982). De acordo com Riggs (1979), sistemas de
hemoglobinas multiplas podem ter uma importante fun¢do na manutengao da solubilidade
no interior dos eritrocitos, uma vez que hipoxia normalmente aumenta a desoxi-
hemoglobina circulante, a qual ¢ menos soluvel do que a forma oxi-hemoglobina.

Espécies de peixes amazonicas demonstram serem capazes de regular a concentracao
de cada componente com relacdo as condigdes ambientais (Val, 1986). Apesar disso, o
mesmo autor comenta que tais ajustes ndo parecem ser rapidos o suficiente para reduzir os
efeitos das variacdes ambientais didrias, mas que os ajustes parecem regular a sintese de
suas cadeias de hemoglobinas de acordo com as oscilagdes sazonais, como demostrado em
Prochilodus nigricans (Val et al., 1992).

Espécimes de Hypostomus regani provenientes de ambientes lotico e 1éntico exibiram
diferencas significativas nas concentracdes relativas de seus componentes anodicos (Val et
al., 1985). Da mesma forma, Pterygoplichthys multiradiatus em condi¢des naturais, em
periodo de baixa concentracdo de oxigénio, e submetidos experimentalmente a altos e
baixos niveis de oxigénio por 30 dias exibiram diferencas nas concentragdes relativas dos

componentes detectados em eletroforese (Val et al., 1990).
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As concentragdes relativas dos componentes detectados nos espécimes de P. anisitsi
nao exibiram diferengas evidentes entre as condigdes experimentais (hipoxia gradual por 4
horas e exposi¢do ao ar por 24 horas) em relacdo a condicdo normoéxica. Dessa forma, os
tempos das condigdes experimentais parecem ter sido insuficientes para qualquer alteracao
nos padrdes exibidos eletroforeticamente.

De acordo com Hochachka e Somero (2002), os peixes podem ser categorizados de
acordo com suas isoformas de hemoglobina em (a) classe I, a qual compreende espécies
que expressam eletroforeticamente hemoglobinas anddicas, com efeito Bohr normal, as
quais exibem efeitos de pH e de temperatura relativamente normais [Pimelodus maculatus,
Reischl (1977) e Hypostomus sp, Weber ¢ Wood (1979)], em (b) classe II, a qual inclui
espécies de peixes que expressam hemoglobinas anddicas (propriedades iguais a classe ) e
que expressam hemoglobinas catodicas, as quais exibem excepcionalmente alta afinidade
ao oxigénio e pequeno ou mesmo efeito Bohr reverso (por meio do qual a alta afinidade ao
oxigénio nao ¢ afetada por baixo pH), e exibem baixa sensibilidade térmica
[Pterygoplichthys pardalis, Brunori et al. (1979) e Hoplosternum littorale, Garlick et al.
(1979)] e, em (c) classe III, a qual se refere as espécies de peixes que expressam
hemoglobinas que sdo sensiveis ao pH (efeito Bohr normal) mas relativamente insensiveis a

temperatura (Bonaventura et al., 1975).

Com base nessa categorizacdo em isoformas de hemoglobinas, P. anisitsi ¢
pertencente a classe II, apresentando dez componentes hemoglobinicos, sendo o maior
deles catodico. Funcionalmente, os componentes catdodicos exibem alta afinidade ao
oxigénio e insensibilidade ao pH e desta forma podem auxiliar como transportadores e
reserva de oxigénio sob periodos de hipdxia e/ou acidose, quando os componentes anodicos
sdo incapazes de descarregar oxigénio suficiente (Weber, 1988; Fago et al., 1995,
Tamburrini et al., 2001).

Para P. anisitsi parece ser importante a manutencao de um sistema com hemoglobinas
multiplas detectado nos estudos eletroforéticos, uma vez que essa espécie se mostrou
resistente as baixas tensdes de oxigénio utilizadas nas condigdes experimentais. Assim, a
manutencdo de um sistema com hemoglobinas multiplas na espécie ¢ uma adaptagdo que
confere a capacidade de sobrevivéncia em ambientes naturais caracterizados por aguas

hipoxicas ou anoxicas, como verificado em regides no rio Preto (Cetesb, 2002, 2004).
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Assim, o componente catodico verificado em P. anisitsi pode contribuir para a manutengao
da oxigenagao do organismo, o que pode torna-lo capaz em resistir a baixa disponibilidade
de oxigénio ambiental.

Entretanto, ndo ha uma relagdo clara entre o nimero de componentes hemoglobinicos
frente as condicdes ambientais. Assim, o significado adaptativo da multiplicidade de
componentes nao ¢ totalmente esclarecido e, estudado por meio da separacdo dos
componentes e da analise de suas propriedades funcionais individuais (Riggs, 1979; Val,
1993).

A escolha dos meios de migragao eletroforética ¢ feita de acordo com determinados
fatores, como o poder de resolugdo, o custo e a rapidez. No presente trabalho, foram
detectados dez componentes eletroforéticos utilizando-se o gel de amido como meio de
migracdo. A escolha desse suporte foi devido a apresentar alto grau de defini¢do analitica
dos componentes separados quando comparado a eletroforese de focalizagdo isoelétrica em
agarose (Naoum, 1993) e eletroforese em acetato de celulose (Smarra, 1997), nas quais
foram detectados sete e quatro componentes, respectivamente, para a mesma espécie.

As propriedades funcionais do sangue refletem a interacdo entre os produtos génicos
(hemoglobinas) e os meios extra e intracelular, possuindo grande valor no entendimento
dos habitos e habitats de peixes (Val et al, 1985 e 1986). A estrutura quaternaria da
hemoglobina possibilita a interacdo entre os sitios de ligagdo de oxigénio e, desses com
outros ligantes presentes no meio caracterizando a alosteria, a qual propicia a hemoglobina
desempenhar suas funcdes fisiologicas. A afinidade da hemoglobina ao oxigénio ¢
convenientemente representada pela Psy (pressao parcial de oxigénio na qual 50% dos sitios
de ligagdo da hemoglobina estdo saturados com oxigénio).

Em P. anisitsi, os valores de Psy obtidos para os hemolisados stripped nos peixes
mantidos em condigdes de normodxia, hipoxia e exposicao ao ar foram menores do que para
o sangue total nas mesmas condic¢des, o que indica um acréscimo na afinidade de ligacao do
oxigénio a molécula de hemoglobina nos hemolisados stripped. A menor afinidade da
hemoglobina ao oxigénio verificada no sangue total ¢ devida & regulacdo dos efetores
alostéricos, tais como cloreto (CI'), protons (H"), dioxido de carbono (CO,) e os fosfatos

organicos, juntamente com temperatura (Weber e Jensen, 1988; Weber et al., 2000). Em
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geral, o aumento de qualquer desses fatores ou parametros fisicos dentro dos eritrocitos
causa uma diminuic¢ao na afinidade da hemoglobina ao oxigénio.

Entre os hemolisados stripped, nas condi¢des estudadas para P. anisitsi, houve
afinidade mais elevada observada na condi¢ao de hipoxia (Psp= 1,7 mmHg), o que pode ser
devido as diferengas de concentragdo dos componentes, apesar de que nao tenham sido
detectadas, visualmente, diferencas nas eletroforeses. A afinidade também pode ser
determinada pelas diferencas funcionais dos componentes hemoglobinicos (Wilhelm e
Weber, 1983). Neste estudo, ndo foram avaliadas as iso-hemoglobinas isoladamente, o que
poderia indicar diferengas funcionais na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Por
exemplo, Francisco-Amaral (1989) analisou as propriedades funcionais da hemoglobina
total de Hypostomus regani e de suas iso-hemoglobinas e encontrou diferencas funcionais
entre as iso-hemoglobinas da espécie quanto a afinidade de suas hemoglobinas ao oxigénio.

Tanto entre as condi¢cdes de hemolisado stripped quanto entre as mesmas condigdes
de sangue total estudadas, a condi¢do de hipdxia apresentou valores mais baixos de Pso (1,7
e 4,4 mmHg, respectivamente), do que nas condi¢des de normoxia (Pso= 2,8 € 6,8 mmHg) e
exposicdao ao ar (Psp= 2,1 e 5,1 mmHg), o que indica uma afinidade mais elevada da
hemoglobina ao oxigénio quando P. anisitsi estd submetido a condigdes de baixa
disponibilidade de oxigénio.

Os valores de Psy encontrados neste estudo para o sangue total de P. anisitsi sdo
comparaveis aos registrados para espécies de agua doce amazOnicas com respiragdo
aquatica (Hoplias malabaricus, Psp= 6,05 mmHg), respiragdo bimodal (Hoplerythrinus
unitaeniatus, Psy= 12,07 mmHg; Pterygoplichthys sp., Psy= 10,40 mmHg; Synbranchus
marmoratus, Pso= 7,05 mmHg) e respiracdo aérea obrigatoria (Electrophorus electricus,
Pso=9,7 mmHg; Lepidosiren paradoxa, Psy= 8,0 mmHg) (Johansen ef al., 1978).

A exposigdo ao ar por 24 horas de P. anisitsi, com relagdo a afinidade do oxigénio a
molécula de hemoglobina, mostrou resultados similares com a condi¢do de normoéxia, Psy=
2,1 e 2,8 mmHg no hemolisado e, Psp= 5,1 ¢ 6,8 mmHg no sangue. Essa similaridade
exibida entre a Psy ao lado da capacidade morfologica do estomago na respiragdo aérea (ver
capitulo 3) ¢ mais uma caracteristica que contribui para a respiracao aérea garantindo a vida

da espécie em ambientes com disponibilidade de oxigénio limitante.
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A diferenga observada entre os valores de Psy da solugdo de hemolisado stripped e do
sangue total pode ser atribuida a presenca de fosfatos organicos nos eritrocitos. Além disso,
podem existir outros fatores que contribuem para as diferengas encontradas, incluindo
maior concentracdo de hemoglobina na célula, portanto maior potencial de ligacao;
presenca de CO; no sangue, o que diminuiria o pH e conseqiientemente a afinidade ao O»; e
o fato que o pH intraeritrocitario ¢ menor que o pH do plasma, que sdo os valores medidos
para o sangue total (Wood et al., 1979).

Johansen et al. (1978) enfatizaram que as propriedades respiratorias do sangue, como
a alta afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, estd correlacionada com o meio de troca
gasosa, dessa forma o que favorece a adaptagdo de espécies amazonicas de peixes a seus
ambientes em que ha oscilagdes didrias e sazonais nas concentragdes de oxigénio. Do
mesmo modo, a alta afinidade verificada para P. anisitsi parece ser uma caracteristica que
juntamente com as caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas (capitulos 2, 3, 4) tornam a
espécie resistente a ambientes com pouca disponibilidade de oxigénio.

Em peixes, comumente, ¢ observado o efeito Bohr, isto €, a afinidade da hemoglobina
ao oxigénio diminui a medida que o pH diminui. Esse processo possui importante
significado fisioldgico ao facilitar a ligagdo do oxigénio a hemoglobina nas branquias e a
liberacdo desse gas para os tecidos com o aumento da acidez (Wood e Lenfant, 1979;
Nikinmaa, 1990; Val e Almeida-Val, 1995).

O significado fisiologico do efeito Bohr facilitando a liberagdo de oxigénio para os
tecidos ¢ bem compreendido, mas o significado das diferencas na amplitude desse efeito
entre as espécies ndo ¢ clara. As espécies sujeitas as amplas variagdes de pCO, e pH
tendem a manter a regulacdo com a presenca de um pequeno efeito Bohr, pois a presenca
de uma hemoglobina com amplo efeito Bohr, durante uma acidose interna, poderia impedir
a captacao do oxigénio nas branquias e o peixe morreria por asfixia (Powers, 1979; Wood e
Lenfant, 1979).

Neste estudo, a amplitude do efeito Bohr detectada para os hemolisados stripped
variaram entre ®= -0,10 em hipoxia, ®= -0,14 em normodxia e ®= -0,15 em exposi¢do ao
ar. Ja os dados obtidos para o equilibrio de oxigenagdo do sangue total mostraram um efeito
Bohr nulo em condi¢do de normoxia (®= -0,02), enquanto que em condi¢do de hipoxia e

exposi¢do ao ar um efeito Bohr normal (®= -0,24 ¢ ®= -0,10, respectivamente). Em P.
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anisitsi, quando em condicao de hipoxia, a elevagdo do efeito Bohr normal no sangue total
¢ benéfica, visto que o efeito Bohr normal possibilita uma maior eficiéncia de tomada de
oxigénio nas branquias (pH alcalino: aumento de afinidade) e liberacdo desse gas nos
tecidos (pH acido: diminui¢do da afinidade), ou seja, quando a disponibilidade de oxigénio
¢ baixa, ha a necessidade de um eficiente sistema de tomada e liberagdo desse gas. A
presenca de um efeito Bohr nulo para as hemoglobinas de P. anisitsi em normoxia e de um
efeito Bohr normal em hipoxia e exposi¢do ao ar foram efeitos ja verificados em
Hypostomus regani (Val et al., 1985), Gymnotus carapo (Taipeiro, 1993) e Hoplias
malabaricus (Francisco, 1995).

Com relacdo a essas diferengas encontradas entre os experimentos de equilibrio de
oxigenacao do sangue total, Schwantes ef al. (1993) também observaram o mesmo efeito
em Geophagus brasiliensis e verificaram diferencas significativas entre o pH da solucdo
(pHe) e o pH intraeritrocitario (pHi), sendo esse ultimo menor. Segundo esses autores,
parece que os eritrocitos tendem a manter o pH no seu interior tamponado, resistindo as
alteragdes na concentragdo de prétons, possivelmente devido a alguma permeabilidade
seletiva da membrana eritrocitaria. Segundo Nikinmaa (1990), o transporte de ions através
da membrana do eritrdcito € o responsavel pelo controle do pH intracelular.

A partir disso, algumas consideragdes poderiam ser feitas sobre qual seria o fator ou
fatores responsaveis para o aumento da permeabilidade da membrana. Um fator poderia ser
o CO,, geralmente mais abundante no ambiente e no organismo quando a concentracao de
oxigénio ¢ baixa (Schwantes et al., 1993). Outra possivel explicagdo seria que, em
condigdes de hipoxia, ha aumento na liberagao de catecolaminas na circulagdo de teledsteos
(Randall, 1982; Nikinmaa et al., 1987) e, como conseqiiéncia, a troca Na'/H" através da
membrana do eritrocito ¢ ativada e o pHi aumenta no inicio da hipoxia.

Segundo Nikinmaa (1983, 1992), a mobilizagdo de catecolaminas no sangue da truta
Oncorhynchus mykiss durante hipoxia, exercicio severo, ou estresse generalizado causou
uma dimui¢do no gradiente de pH ao longo da membrana celular eritrocitica. E
demonstrado que essa resposta reflete estimulagdo de receptores f-adrenérgicos sobre a
membrana do eritrocito, conseqiliente ativagdo de adenilato ciclase, produ¢do de AMPc
como um mensageiro intracelular e, ativagio de trocadores Na'/H' na superficie celular. A

partir dessas trocas, como conseqiiéncia ocorre diminuicdo do pH extracelular (pHe) e
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aumento do intracelular (pHi). O significado adaptativo da resposta ¢ que o aumento no
pHi, juntamente com a redugdo de nucleosideos fosfatados, dilui¢do da hemoglobina e seus
efetores alostéricos da célula contribuem para melhorar a capacidade de transporte do
oxigénio sangiiineo e afinidade em condi¢des de hipoxia e acidose extracelular (Val et al.,
1998).

Os grupos hemo de uma molécula de hemoglobina se comunicam uns com 0s outros.
As interacdes entre os sitios ligantes significam que a ligagdo de um sitio ¢ afetada pela
presenca de um ligante em outro sitio na mesma molécula. O coeficiente de Hill (n) indica
a presen¢a ou nao de interagdes entre os hemes da hemoglobina, sendo que n> 1,0 indica a
presenca de uma interacdo heme-heme positiva e n= 1,0 indica falta de cooperatividade
(Weber e Jensen, 1988; Val e Almeida-Val, 1995; Giardina et al., 2004). A ligacao
cooperativa do oxigénio a hemoglobina a habilita a entregar 1,83 vezes mais oxigénio do
que faria se os centros fossem independentes (Stryer, 1996).

Da mesma forma, como em outras espécies de peixes, (Johansen et al., 1978;
Tamburrini et al., 2001; Landini et al., 2002), em P. anisitsi, os valores de cooperatividade
(n) foram em torno de 1,0 exibindo baixa ou nenhuma cooperatividade. A exemplo de
outras espécies de peixe, como Hoplias malabaricus, na auséncia de moduladores, tanto em
normoéxia quanto em hipoxia, os valores de n ficam em torno de 1,0 (Riggs et al., 1979;
Francisco-Amaral, 1995).

O comportamento do hemolisado e sangue de P. anisitsi, exceto no sangue em
condi¢do de normoxia, pode ser explicado pelo efeito Bohr normal ou alcalino. Em pH
4cido, a alta concentracio de ions H' estabiliza a hemoglobina no estado desoxigenado com
alto Pso. Em pH alcalino, o efeito de ions H' é reduzido, em virtude da desproteinizagio dos
residuos envolvidos no efeito Bohr (Riggs, 1998).

Como observado em seu ambiente natural, essa espécie ndo deixa seu habitat devido a
condi¢des de hipdxia e anoxia devido a capacidade de realizar respiragdo aérea (Garutti e
Figueiredo-Garutti, 2000). Contudo, apesar da obtencdo do oxigénio com o comportamento
de engolfamento de ar e absor¢do estomacal (capitulos 2 e 3), isso ndo ajusta
completamente a fisiologia da espécie a baixa disponibilidade de oxigénio. Como

observado aqui, a partir da caracterizagdo estrutural e funcional das hemoglobinas de P.
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anisitsi, outras modificagcdes na sua fisiologia respiratoria sdo adicionalmente necessarias
para que a espécie seja capaz de sobreviver em ambientes hipdxicos e anoxicos.

Ainda com relagdo a capacidade de sobreviver em ambientes hipoxicos e anoxicos
também hé de se considerar a mioglobina, a qual possui uma maior afinidade ao oxigénio
do que a hemoglobina. A mioglobina se expressa em midcitos oxidativos do musculo
esquelético e cardiaco, onde desempenha a fun¢do na estocagem de oxigénio, além de
facilitar a difusdo de oxigénio dos capilares para a mitocondria (Noren e Williams, 2000;
Hoppeler e Vogt, 2001; Fraser et al., 2006). A existéncia ¢ funcdo da mioglobina em
mamiferos mergulhadores sdo bem reconhecidas quanto a estocagem de oxigénio durante
os mergulhos (Wright e Davis, 2006; Richmond ef al., 2006).

Entre os demais vertebrados, o réptil Amphisbaena alba, um escavador verdadeiro
que pode regularmente ser exposto a hipdxia em seu ambiente natural, a concentragdo de
mioglobina encontrada nos musculos esquelético e cardiaco ¢ maior do que a encontrada
em muitos outros vertebrados terrestres. A afinidade da mioglobina desse réptil a 25°C, a
média da temperatura do solo em seu ambiente natural no sudeste brasileiro, ¢ muito
similar ao que ¢ verificada em homeotermos a 37°C (Weber et al., 1981).

Neste estudo, ndo foi investigada a mioglobina, apesar de que seria importante
verificar sua concentragdo, afinal ha uma quantidade significativa de misculo vermelho no
pedunculo caudal de P. anisitsi. No caso da verificagdo de alta concentragdo dessa proteina,
poderia ser caracterizada outra aptiddo para a resisténcia a ambientes de baixa
disponibilidade de oxigénio ambiental.

Em conclusdo, o aumento da afinidade da hemoglobina pode ser uma caracteristica
vantajosa para P. anisitsi suportar periodos de limitadas concentracdes de oxigénio
aquaticas, enquanto que em exposicao aérea o aumento na afinidade aparenta nao ser
necessario, visto que P. anisitsi apresenta seu 6rgdo de respiracdo aérea (estdbmago) com
caracteristicas que o capacita a absorcdo de oxigénio e manutengdo do processo

respiratorio.
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CAPITULO 6

RESPOSTAS HEMATOLOGICAS E METABOLICAS DO CASCUDO
PTERYGOPLICHTHYS ANISITSI (TELEOSTEI, LORICARIIDAE) SUBMETIDO
A HIPOXIA AGUDA E A EXPOSICAO AEREA

Palavras-chave: Pterygoplichthys anisitsi, hipoxia aguda, exposicdo ao ar, parametros
hematologicos, perfil glicidico
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1. Introducao

Oscilacdes nos niveis de oxigénio sdo comumente observadas em cursos d’agua das
regides tropicais. Essas oscilagdes podem ser devido a processos fisicos, como o aumento
de temperatura; a poluicdo, a qual aumenta a demanda bioquimica de oxigénio, ou ainda a
uma combinacdo de ambos (Muusze et al., 1998; Val et al., 1998; Camargo e Alonso,
2006). Os peixes que habitam aguas sujeitas a essas oscilagdes podem apresentar ajustes
fisiologicos nos parametros respiratorios e circulatorios (Oliveira et al., 2004; Affonso e
Rantin, 2005), no controle cardio-respiratério (Sundin et al., 2000; Florindo et al., 2004) e
nas propriedades respiratdrias do sangue (Hebert e Wells, 2001; Kind et al., 2002), que
permitem a sobrevivéncia em condi¢des de reduzido nivel de oxigénio ambiental.
Entretanto, algumas vezes, a redugdo severa do nivel de oxigénio no ambiente aquatico
torna-se limitante e os ajustes fisiologicos sdo incapazes de promover qualquer
compensac¢do. Assim, 0s organismos para maximiza-los necessitam de ajustes bioquimicos
(Hochachka e Somero, 2002). Isto ¢ observado, principalmente, em espécies altamente
tolerantes a hipdxia, as quais utilizam esses ajustes combinando supressdao metabodlica e
ativacao do metabolismo anaerdbico para compensar a insuficiéncia de oxigénio ambiental
(van den Thillart e van Waarde, 1985; Hochachka e Somero, 2002; van Heeswijk et al.,
2005).

Em organismos aerobicos, a troca de gases entre ambiente ¢ os tecidos ocorre por
difusdo e tem por objetivo maximizar a producdo de energia metabolica (Prosser, 1991). O
processo de producdo de energia no metabolismo dos agucares inicia-se com a glicolise
(anaerdbico) e continua com o ciclo do acido citrico e a fosforilacdo oxidativa (aerdbico)
resultando no maximo de produgdo de moléculas de ATP devido a oxidagdo completa da
glicose (Hochachka e Lutz, 2001). No processo de fosforilagdo oxidativa, o ATP ¢ gerado
como resultado do transporte de elétrons ao longo da membrana interna da mitocondria na
presenca de oxigénio. A geracdo de ATP pela fosforilacdo oxidativa ¢ interrompida pela
insuficiéncia de oxigénio e o déficit energético ¢ suprido pelos mecanismos de produgdo
anaerobica de ATP (Hochachka e Somero, 2002).

Em peixes que possuem respiracdo aérea acessOria, esses ajustes bioquimicos

dependem da eficiéncia de absor¢do de oxigénio do meio aéreo para a manutengdo do
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metabolismo aerobico. Em caso contrario, ha necessidade de aumentar o metabolismo
anaerobico para satisfazer os requerimentos energéticos durante a hipoxia no ambiente
aquatico (Jackson, 2004; MacCormack et al., 2006). O modo de respiracdo aérea traz a
vantagem de reduzir a dependéncia das condi¢des de aeragdo da agua, e outros ajustes, tais
como respostas comportamentais e ventilatorias (capitulo 2), adaptagdes morfologicas nos
orgaos de respiragdao aérea (capitulo 3); e afinidade hemoglobina-oxigénio (capitulo 5),
garantem a sobrevivéncia as condi¢cdes de baixa disponibilidade de oxigénio no meio
aquatico.

O teleodsteo de agua doce Pterygoplichthys anisitsi (Loricariidae) ¢ conhecido por
sua capacidade de resistir a hipoxia no ambiente aquatico e a exposi¢ao ao ar por longos
periodos (Garutti, 1993). Além da utilizagdo da respiracdo aérea, na qual a tomada de O,
ocorre no aparelho digestorio em um estdmago modificado, os ajustes bioquimicos, podem
ser relevantes para resistir as situagdes de hipoxia.

O estresse causado pela hipdxia no ambiente aquatico ou devido a exposi¢ao aérea
pode causar alteragdes hematoldgicas e teciduais. Os pardmetros hematoldgicos constituem
freqlientemente um reflexo de processos organicos que servem como indicadores das
condigdes gerais de um organismo ou de disturbios metabolicos (Aguiar, 2002; Lundstedt,
2003). Assim, considerando-se a disponibilidade de oxigénio como um fator limitante no
processo metabodlico oxidativo (Prosser, 1991), sua relacio com tecido sangiiineo e a
capacidade de tolerancia a hipoxia em P. anisitsi, neste estudo foram analisados os ajustes
hematoldgicos e metabdlicos a hipoéxia no ambiente aquatico € a exposi¢do aérea para

avaliar o uso de diferentes estratégias em resposta a essas condigdes estressantes.

2. Materiais e Métodos

Animais experimentais

Espécimes adultos de cascudo Pterygoplichthys anisitsi [massa corporal (Mc)=
0,084 a 0,600 kg; comprimento total (Cr): 24 a 39cm] foram obtidos no CAUNESP (Centro
de Aqiiicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil). No laboratdrio, os peixes

foram mantidos em tanque (1.000 L) com fluxo de 4gua continuo e aerag¢do constante, a 23-
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25°C durante 3 semanas ¢ alimentados com rag¢do comercial e folhas de alface (Lactuta

sativa).

Protocolo experimental

Apoés a aclimatagdo em laboratério espécimes de P. anisitsi foram aleatoriamente
removidos do tanque de aclimatacdo e introduzidos em um sistema experimental de PVC
(150 L), dividido em seis compartimentos comunicantes de forma que um espécime foi
colocado em cada compartimento. Os experimentos foram conduzidos da seguinte forma:
1) seis espécimes foram mantidos em agua em condigdes de normoéxia (PO,= 140 mmHg)
durante 24 h e foram utilizados como controle; 2) vinte € quatro espécimes foram expostos
durante 1, 2, 3 e 4 h (n= 6 cada periodo experimental) a hipéxia aguda (PO,= 30 mmHg)
sem acesso a superficie; 3) seis espécimes foram expostos ao ar atmosférico por 24 h em
ambiente com um fino filme de agua suficiente para mantutencdo da umidade e evitar o
dessecamento do animal. Apds cada periodo experimental foi obtida amostra do sangue de
cada animal por pun¢do da veia caudal para analise dos parametros hematologicos e
bioquimicos do sangue. Em seguida, os exemplares foram anestesiados com Benzocaina®
(Synth) e mortos para a obtencdo de amostras de figado e musculo branco para analise

bioquimica.

Parametros hematologicos

O pH sangiiineo foi imediatamente medido em um pHmetro Quimis®.
Posteriormente, as amostras foram divididas em aliquotas para as determinacdes de
hematocrito (Ht), contagem de eritrécitos (RBC) e concentragdo de hemoglobina total (Hb).
A partir disso, foram calculados a concentragdo de hemoglobina corpuscular média

(CHCM), o volume corpuscular médio (VCM) e a hemoglobina corpuscular média (HCM).

Hematocrito (Hc). A aliquota de sangue para hematdcrito foi transferida para
capilares heparinizados de micro-hematdcrito, em duplicata, fechados com massa
apropriada e centrifugados por 3 min a 14.400 x g. A porcentagem de sedimentacdo dos
eritrocitos foi lida em cartdo padronizado para microhematocrito.

Contagem de eritrocitos (RBC). Uma aliquota de 10 pL de sangue total foi diluida

em 2 mL de solucdo de citrato-formol (3,8 g de citrato-formol e 2 mL de formol 40% para
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100 mL de agua destilada q.s.p) para a contagem das células em camara de Neubauer.
Cinco campos foram contados e os valores foram expressos em milhdes/mm’ de sangue.
Concentragdo de hemoglobina (Hb). Uma aliquota de 10 pL de sangue total foi
colocada em 2 mL de solucdo de Drabkin (0,5 g de KCN; 1,4 g de KH,PO4 e 2 g de
Ks3Fe(CN)g em H,O dest. g.s.p. 1L) e a absorbancia determinada em 420 nm (Drabkin
1948). A concentragdo foi calculada a partir de padronizagdo prévia da solugdo para

y =30,179x onde: y = [Hb] e x = Absyy. Os valores foram expressos em g.dL™' de Hb.

Concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). A concentragdo de
hemoglobina corpuscular média foi estimada pela razdo entre a concentracdo de
hemoglobina e o hematocrito CHCM= [Hb]/[Htc] e expressa em porcentagem (%).

Volume corpuscular médio (VCM). O volume corpuscular médio foi estimado pela
razdo entre o hematocrito e o numero de eritrocitos: VCM = Htc/ RBC e expresso em pm’.

Hemoglobina corpuscular média (HCM). A hemoglobina corpuscular média foi
estimada pela razdo entre a concentrag¢do de hemoglobina ¢ o numero de eritrocitos

HCM = [Hb]/RBC e expressa em pg.cel ™.

Preparagdo do plasma e dos tecidos

Para as determinacdes de glicose, lactato e piruvato, o sangue remanescente foi
centrifugado e o plasma separado. As amostras de tecido, previamente congeladas, e de
plasma foram colocadas em tubos plasticos e uma solug¢do de acido tricloroacético (TCA)
20% foi adicionada em proporcdes variaveis para cada tecido, para desproteinizagdo. Em
seguida, os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador rotativo com haste de
teflon por 1 min em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g por 3
min e o sobrenadante foi utilizado nas determinagdes dos intermediarios metabolicos.

Para as determinagdes de glicogénio, os tecidos foram pesados, colocados em tubo
de ensaio, e 1 mL de KOH 6,0N foi adicionado. Em seguida, os tubos foram aquecidos em
banho fervente durante 2 a 3 min e posteriormente agitados para dissolucdo completa. O

extrato alcalino foi utilizado para a determinagdo de glicogénio.
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Determinacoes dos intermediarios metabolicos

Glicose. A concentragdo de glicose tecidual foi determinada segundo o método de
Dubois (1956), que se baseia na formagao de furfural em meio acido. Os homogeneizados
foram diluidos em 500 uL de agua destilada e, em seguida, foi adicionado 500 uL de fenol
4,1%. Os tubos foram agitados e, entdo, foram adicionados 2 mL de acido sulfurico
(H2SO4) concentrado. Apds resfriamento foi efetuada a leitura espectrofotométrica em 480
nm. Para os cdlculos da concentracdo de glicose, utilizou-se um padrdo contendo 100
nmoles de glicose, sendo os resultados expressos em pmoles.mL™ de plasma.

A concentragdo de glicose plasmatica foi determinada pelo método da glicose-
oxidase (Trinder, 1969) em leitora de microplaca em 525 nm. Os ensaios foram realizados
apos a adicdo de 10 pL de plasma em cada pogo seguido da adigcao de 190 uL de reagente
Sigma® reconstituido. As curvas padrdes foram obtidas a partir de solugcdes conhecidas de
glicose.

Lactato. A concentragao de lactato tecidual e plasmatico foi determinada segundo o
método de Harrower e Brown (1972), que se baseia na complexagao do lactato com sulfato
de cobre (CuSOs), sendo o lactato revelado pelo p-fenilfenol e acido sulfurico. Os
homogeneizados foram diluidos em 500 puL de agua destilada e, em seguida, 20 pL de
CuSO4 a 4% foram adicionado. Lentamente, 3,5 mL de H,SO; concentrado foram
adicionados aos tubos. Apos agitacdo, as amostras foram fervidas por 5 min e resfriadas em
banho de gelo. Em seguida foram adicionados 80 pL de p-fenilfenol e, entdo, as amostras
foram agitadas em vortex e mantidas em repouso por 1 h. Posteriormente, os tubos foram
fervidos por 90 seg, para retirar o excesso de p-fenilfenol do meio de reagdo, e
imediatamente resfriados em banho de agua gelada. A leitura espectrofotométrica foi
realizada em 570 nm. Para os calculos da concentracdo de lactato foi utilizada uma solucao
de 20 nmoles de acido lactico como padrdo. A concentragdo final foi expressa em pmoles
de lactato.g” de tecido ou pmoles de lactato.mL™" de plasma.

Piruvato. A concentragdo de piruvato tecidual e plasmatico foi determinada segundo
o método de Lu (1939) pela reacdo de dinitrofenilhidrazina. Os homogeneizados foram
diluidos em 500 uL de agua destilada e entdo foram adicionados 250 pL de solucdo de
dinitrofenilhidrazina 0,1% em solu¢do aquosa de HCI 2,0N e, ap6s 30 min de repouso, em

banho-maria a 37°C, foram adicionados a mistura de reacdo 3 mL de NaOH 1,3N. A leitura
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espectrofotométrica foi realizada em 440 nm. A concentragdo de piruvato foi calculada
utilizando-se como padrdo uma solucao de piruvato de 100 nmoles. A concentra¢do final
foi expressa em umoles de piruvato-g™ de tecido ou mL™" de plasma.

Glicogénio. As concentracdes de glicogénio foram determinadas no figado e
musculo branco segundo o método de Bidinotto et al. (1997). Em tubos de ensaio foram
colocados 200 e 250 uL de extrato alcalino de figado e musculo branco, respectivamente, ¢
entdo foram adicionados 3 mL de etanol P.A. Em seguida, 100 uL de sulfato de potassio
(K2SO4) a 10% foram adicionados aos tubos. Apoés agitagdo, as solugdes foram
centrifugadas a 2.000 x g por 3 minutos, € os sobrenadantes foram descartados por inversao
do tubo. Os precipitados foram re-suspendidos em 2,5 mL de agua destilada, os tubos
foram agitados e as amostras utilizadas para determinacdo de glicose pelo método de
Dubois (1956). A concentragdo de glicosil-glicose foi estimada contra um padrao de glicose
com concentragao de 100 nmoles. Os valores de glicogénio foram expressos em pmoles de

glicosil-glicose.g™ de tecido.

Analise estatistica
Os dados foram apresentados como média + desvio-padrao. As diferencas
significativas entre as médias foram testadas utilizando analise de variancia (ANOVA) com

o teste de Tukey para compara¢des multiplas.
3. Resultados

Parametros hematologicos

O hematocrito de P. anisitsi foi significativamente mais alto do que o do grupo
controle apos 1h (p<0,001), 2h (p< 0,01) e 3h (p< 0,05) de exposi¢ao a hipdxia (Fig. 1a). A
hemoglobina aumentou somente apos 1h (p< 0,01) de exposi¢do a hipdxia (Fig. 1b) e o
RBC, apds 1h e 2h (p< 0,05; Fig. 1c¢). O pH manteve-se estavel durante as duas primeiras
horas de exposi¢ao, mas apds 3h e 4h apresentou reducdo (p< 0,01; Fig. 1d). A CHCM foi
significativamente mais baixa apds 2h (p< 0,01) e 3h (p< 0,05) de exposi¢ao a hipoxia (Fig.
2a), enquanto que nao houve diferenca significativa no VCM (Fig. 2b) e HCM (Fig. 2c) em
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nenhuma condi¢do experimental. Em todos esses parametros hematologicos analisados nao

foram verificadas diferengas nos espécimes submetidos a exposicao ao ar por 24 horas.
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Figura 1. Parametros hematologicos de P. anisitsi, (a) hematocrito, (b) concentragdo de hemoglobina, (¢) numero de eritrocitos
e (d) pH, ao longo dos 4 periodos de hipoxia (H1, H2, H3 e H4) e ap6s 24 h de exposigdo aérea (AR24). Média + Desvio

Padrao. Ao menos uma letra igual ndo indica diferenga significativa.
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Figura 2. indices hematimétricos de P. anmisitsi, (a) concentragdo de hemoglobina
corpuscular média, (b) volume corpuscular médio e (¢) hemoglobina corpuscular
média, ao longo dos 4 periodos de hipoxia (H1, H2, H3 e H4) e ap6s 24 h de exposi¢ao
aérea (AR24). Média + Desvio Padrdao. Ao menos uma letra igual ndo indica diferenca
significativa.
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Intermediarios metabolicos

Na Tabela 1 sdao apresentados os valores médios dos intermediarios metabolicos
(glicogénio, glicose, piruvato e lactato) em cada tecido analisado (figado, musculo branco e
plasma), e as relagdes lactato: piruvato ao longo das 4h de hipoxia.

Os teores de glicogénio hepatico foram reduzidos apds 3 h (p< 0,05) e 4 h (p<
0,001) de exposigdo a hipoxia (Fig. 3a), mas nos animais expostos ao ar por 24 h ndo foram
verificadas alteracdes significativas. No musculo os teores de glicogénio ndo apresentaram
diferencas significativas em nenhuma das condi¢des experimentais (Fig. 3b).

A concentragdo de glicose no figado manteve-se constante até 2 h de exposicao a
hipdxia e apos 3 h e 4 h foi significativamente reduzido. Nos espécimes expostos ao ar por
24 h também foi verificada reducdo na concentracdo de glicose (p< 0,01; Fig. 4a). No
musculo branco, a concentragdo de glicose foi menor apds 4 h de exposi¢do a hipoxia e
apos a exposicao ao ar por 24 h (p< 0,01; Fig. 4b). No plasma, houve aumento da glicose
durante exposi¢ao a hipoxia e apos a exposi¢ao ao ar por 24 h (p< 0,05; Fig. 4c).

A concentragdo de lactato aumentou significativamente no figado (p< 0,01) e no
musculo branco (p< 0,05) apds 4h de exposicdo a hipoxia (Fig. Sa e 5b, respectivamente),
enquanto que no plasma a concentragdo aumentou ap6és 3 h (p< 0,01) e 4 h (p< 0,001) de
exposicao (Fig. 5¢). Nao foram verificadas diferencas nas concentragdes de lactato no
plasma e nos tecidos analisados dos animais expostos ao ar por 24 h. A concentragdo de
piruvato no figado foi reduzida apos 4h de exposi¢do a hipoxia (p< 0,001; Fig. 6a). No
musculo branco houve aumento da concentragdo de piruvato ap6s exposicao ao ar por 24 h
(p< 0,05; Fig. 6b), e no plasma, o aumento da concentracdo de piruvato foi verificado

somente apds 1 h de exposicao a hipoxia (p< 0,05; Fig. 6¢).
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Tabela 1. Concentragdes dos intermediarios metabdlicos e relagdo lactato:piruvato ao
longo das 4 h de hipoxia de P. anisitsi. Média = Desvio padrao.

Metabolito Hipoxia (horas)
0 (Controle) H1 H2 H3 H4
Figado
Glicogénio 644,23 588,35 577,34 401,34 173,82
(50,21) (118,52) (161,73 (135,6) (180,44)
Glicose 64,54 51,4 48,49 35,07 10,33
(9,86) (9,18) (13,96) (10,22) (9,26)
Piruvato 0,75 0,77 0,89 0,64 0,29
(0,12) (0,18) (0,23) (0,14) (0,12)
Lactato 4,58 5,58 4,83 6,27 7,32
(0,71) (1,09) (1,24) (1,53) (1,42)
L:P 6,10 7,24 5,42 9,79 25,24
Musculo branco
Glicogénio 12,43 10,85 12,77 11,72 9,89
(3,43) (1,71) (1,57) (4,46) (2,48)
Glicose 58,25 48,52 51,19 46,9 39,16
(5,47) (10,34) (3,81) (7,72) (10,18)
Piruvato 0,33 0,30 0,31 0,37 0,51
(0,11) (0,10) (0,09) (0,04) (0,04)
Lactato 9,46 11,06 12,16 9,76 15,51
(2,25) (1,89) (2,64) (5,61) (1,27)
L:P 28,66 36,86 39,22 26,37 30,41
Plasma
Glicose 12,00 29,28 28,40 25,50 28,63
(3,54) (7,96) (4,71) (5,43) (2,01)
Piruvato 0,27 0,51 0,47 0,42 0,28
(0,03) (0,19) (0,06) (0,19) (0,03)
Lactato 3,65 10,27 7,87 12,43 32,84
(0,87) (2,71) (5,94) (1,70) (4,14)

L:P 13,51 20,13 16,74 29,59 117,28
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Figura 3. Concentracdes de glicogénio de P. anisitsi no (a) figado e no (b) musculo
branco, ao longo dos 4 periodos de hipoxia (H1, H2, H3 e H4) e ap6s 24 h de exposi¢ao

aérea (AR24). Média + Desvio Padrdo. Ao menos uma letra igual ndo indica diferenga
significativa.
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Figura 4. Concentragdes de glicose de P. anisitsi no (a) figado, (b) musculo branco e (c)
plasma, ao longo dos 4 periodos de hipoxia (H1, H2, H3 e H4) e ap6s 24 h de exposi¢ao

aérea (AR24). Média + Desvio Padrao. Ao menos uma letra igual ndo indica diferenca
significativa.
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Lactato: figado
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Figura 5. Concentracdes de lactato de P. anisitsi no (a) figado, (b) musculo branco e (c)
plasma, ao longo dos 4 periodos de hipoxia (H1, H2, H3 e H4) e ap6s 24 h de exposi¢ao

aérea (AR24). Média + Desvio Padrao. Ao menos uma letra igual ndo indica diferenca
significativa.
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Piruvato: figado
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Figura 6. Concentracdes de piruvato de P. anisitsi no (a) figado, (b) musculo branco e (c)
plasma, ao longo dos 4 periodos de hipoxia (H1, H2, H3 e H4) e apds 24 h de exposi¢ao
ac¢rea (AR24). Média + Desvio Padrao. Ao menos uma letra igual ndo indica diferenca

significativa.
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4. Discussao

Variagdes nos parametros sangiiineos dos peixes podem ocorrer devido a mudancas
ambientais, como sazonalidade, temperatura, salinidade, dieta, condi¢do reprodutiva e
oxigénio dissolvido (Graham, 1997). Geralmente, entre os peixes de respiragdo aérea
observa-se menor nimero de eritrocitos, porém essas células t€m maior volume do que
entre os de respiracao exclusivamente aquatica (Pérez et al., 1984). Por exemplo, o peixe de
respiragio aérea Pterygoplichthys multiradiatus apresenta 1,59 + 0,13.10° eritrocitos por
mm® com volume de 217,3 + 5,5 um’, enquanto que Prochilodus nigricans de respiragio
exclusivamente aquatica apresenta 2,29 + 0,08.10° eritrocitos por mm® com volume de
153,28 + 11,83 um3 (Val et al., 1990; Val et al., 1992). Da mesma forma, o cascudo, P.
anisitsi parece seguir essa mesma tendéncia observada em peixes de respiracao aérea.

A hemoconcentragdo observada em P. anisitsi pelos aumentos do hematocrito, da
concentracdo de hemoglobina e do nimero de eritrdocitos apos 1 h de exposi¢do a hipoxia
pode ser uma resposta ao estresse resultante da baixa concentragdo de oxigénio na agua. A
hipoxia ambiental, em geral, estimula a liberacdo de adrenalina na circulagdo e a de
eritrocitos por contracdo esplénica, € € uma resposta que se constitui em um ajuste para
uma melhor captacao de oxigénio (Nikinmaa, 1990).

As alteracdes hematoldgicas durante periodos de hipoxia frente a demanda de
oxigénio tém implicagdes de custo-beneficio. Assim, essa resposta parece nao ser uma
adaptacao ideal para a hipoxia. Embora o aumento no RBC possa contribuir com o aumento
do volume de oxigénio transportado para os tecidos durante condi¢des de hipdxia, o
aumento no trabalho cardiovascular pode ser maior do que as vantagens aferidas pelo
aumento do niimero de RBC. A liberacdo esplénica de eritrocitos pode ndo ser uma
resposta ideal em peixes submetidos a hipoxia devido ao custo gerado pelo grande esforco
cardiovascular e pelo esgotamento da reserva de eritrdcitos. (Caldwell e Hinshaw, 1994).

A contragdo esplénica em resposta ao estresse pode resultar em elevada
concentragio de hemoglobina total e ativagio do trocador Na'/H" da membrana eritrocitéria
(Jensen, 2004; Wells et al., 2005). Em peixes teledsteos em hipoxia, o mecanismo de
estimulagdo B-adrenérgica do trocador Na'/H' promove o influxo celular de Na' e o efluxo

+ .. . e,y . . « A s
de H que alcalinizam o citoplasma do eritrocito e aumentam a afinidade ao oxigénio
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(Tetens e Christiansen, 1987; Weber e Jensen, 1988, Nikinmaa, 2001). Essa resposta [3-
adrenérgica em eritrocitos de peixes teledsteos ¢ deflagrada quando as catecolaminas sdo
liberadas para o sangue em situacdes de estresse. Em hipodxia, isto ocorre em tensdes de
oxigénio que correspondem a 50-60% da saturacdo da hemoglobina (Thomas e Perry,
1992).

Durante periodos de baixa disponibilidade de oxigénio, uma alta reserva de tampao
¢ necessaria para neutralizar o H' gerado pela atividade metabélica anaerébica. Os
principais tampdes do sangue sdo as proteinas plasmaticas, o sistema 4acido
carbonico/bicarbonato e a hemoglobina. A capacidade de tamponamento da hemoglobina ¢é
considerada, geralmente, pequena entre os teledsteos, mas alta em vertebrados de
respiragdo aérea (Val et al., 1990). Esse fato contribui com o aumento das alteragdes de pH
por agdo adrenérgica, pois se a capacidade de tamponamento fosse maior o fluxo de protons
requerido para uma alteracdo similar no pH intracelular seria muito mais pronunciado
(Nikinmaa, 1997).

A diminui¢do no pH plasmdatico também ¢ conseqiiéncia de uma ativagdo do
trocador Na'/H" na membrana do eritrocito pelas catecolaminas, o que leva a acidificagao
do plasma (Nikinmaa, 2001). Esse trocador ¢ oxigénio-sensivel e é preferencialmente
ativado em baixas tensdes de oxigénio (Salama e Nikinmaa, 1988). A reducdo de pH
plasmatico em P. anisitsi apoés 4 h de exposi¢do a hipoxia poderia ser conseqiiéncia da
insuficiéncia dos sistemas de tamponamento para os derivados metabdlicos acidos
produzidos, além da acidificacdo do plasma pela ativagdo do trocador Na'/H" depois de
prolongado periodo de hipoxia.

As alteracdes nos parametros hematologicos durante a exposicao a hipoxia refletem
uma resposta tipica de estresse a essa condi¢do e a auséncia de diferengas nos parametros
hematologicos durante a exposi¢@o ao ar por 24 h parece ser mais um indicativo da agdo de
outros mecanismos de ajustes ja discutidos anteriormente nos capitulos 2, 3 e 5. Esses
ajustes seriam os principais responsaveis pela capacidade que P. anisitsi apresentou ao
resistir ao periodo de exposicao ao ar.

A limitagdo de oxigénio ao nivel celular pode comprometer as fungdes fisioldgicas
dos organismos (Hochachka, 1980). Além dos ajustes fisioldgicos, comportamentais e

morfologicos serem importantes para assegurar a sobrevivéncia em condi¢des hipoxicas,
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muitos vertebrados também apresentam uma combinacdo de redugdo da taxa metabodlica
(supressao metabodlica) com a ativagdo do metabolismo anaerdbico (Hochachka e Somero,
2002). Em peixes observa-se que muitas espécies possuem capacidade de sobreviver em
ambientes hipoxicos ou andxicos devido a um grande potencial anaerdbico (Hochachka,
1980; Moraes et al., 1996; Chippari-Gomes et al., 2005). Nos cascudos Glyptoperichthyes
gibbceps (MacCormack et al., 2003) e Pterygoplichthys pardalis (MacCormack et al.,
2006), quando submetidos a hipoxia, os aumentos de glicose e de lactato plasmaticos
sugerem uma estratégia metabolica anaerobica.

A concentracdo de glicose observado no figado de P. anisitsi em normoxia (64,54
9,86 umol-g™") é maior do que o relatado para o cascudo P. pardalis também em normoxia,
cujo valor ¢, aproximadamente, de 3 pmol.g' (MacCormack et al., 2006). O valor
plasmatico de glicose em P. anisitsi, em normoéxia, também ¢ alto (11,99 + 3,54 umol.mL"
" quando comparado com P. pardalis (2,5 pmol.mL™"), porém menor que em G. gibbceps
(31,24 + 3,74 pmol.mL™). Essas comparagdes sugerem que P. anisitsi pode enfrentar
periodos de hipoxia por meio de uma estratégia anaerdbica.

Nos periodos de hipdxia a manutengdo dos estoques hepaticos de glicogénio até 3h
foi seguida de redugdo drastica. Essa queda foi acompanhada da reducdo das concentragdes
de glicose hepatica. Esses estoques seriam a fonte primaria da glicose plasmatica, que
apresentou aumento significativo durante os periodos de hipoxia. A resposta observada ¢é
tipica de situagdes de estresse. Animais expostos a condi¢des como confinamento e
hipoxia, exibem teores mais altos de glicose do que animais em ambientes semi-naturais
(MacCormack et al., 2006). Essa ¢ uma resposta imediata a liberag@o de cortisol e auxilia o
organismo a atender as demandas metabolicas. Além disso, o glicogénio, estocado em
todos os animais, ¢ considerado uma fonte primaria de material energético também para o
metabolismo anaerdbico, sendo que altas concentragdes hepéticas estariam relacionadas
com a tolerancia a baixa disponibilidade de oxigénio (Moraes et al., 1996; Hochachka e
Somero,2002; Chippari-Gomes et al., 2005). As concentragdoes de glicogénio hepatico
obtidos em P. anisitsi (normoxia: 644,23 + 50,22 pmol.g™) foram maiores do que em
espécies consideradas resistentes a hipoxia como P. pardalis, cujo valor ¢ de
aproximadamente, 45 pmol.g’ (MacCormack et al., 2006), Hypostomus regani, de

aproximadamente, 320 pmol.g” (Bidinotto ef al., 1997) e Hoplias malabaricus, de 473,4 +
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32,1 pmol.g’ (Moraes et al., 1996), enquanto que espécies ndo tolerantes como
Prochilodus scrofa, Brycon cephalus, Salminus maxillosus e Pimelodus maculatus que
vivem em rios de aguas rapidas possuem concentracdes de glicogénio relativamente baixas
(Bidinotto et al., 1997). Ainda em relagdao aos contetidos de glicogénio, tem sido descrita
uma transferéncia de glicose das reservas de glicogénio hepatico para o tecido muscular.
Em Hoplias malabaricus submetida a hipoxia aguda (21 mmHg) por 6 h, ocorreu reducao
do glicogénio hepatico seguida de aumento do glicogénio muscular. Esse fato é suposto
com uma estratégia do tecido muscular, a partir da mobilizagdo hepética, para aumentar
suas reservas de combustivel para situagdes extremas de anaerobiose (Moraes et al., 1996).
Entretanto, essa estratégia ndo foi observada em P. anmisitsi, que por outros ajustes
(capitulos 2, 3 e 5) ndo deve enfrentar as mesmas situagdes agudas de hipoxia que podem
ser observadas em H. malabaricus.

Diferentes padrdoes metabdlicos podem ser dependentes do desenvolvimento
ontogenético e ainda estarem correlacionados com diferencas nos héabitos de vida e padroes
de atividade (Burgreen e Pinder, 1991). No caso de H. malabaricus, se trata de uma espécie
que apresenta uma tatica de forrageamento de predador de emboscada (ambush predator).
Esses peixes utilizam estruturas do ambiente como esconderijo (total ou parcial), de onde
atacam as presas que se aproximam com uso de uma investida subita e muito rapida. A
estrutura morfolégica da traira, com pedinculo caudal forte e nadadeira caudal ampla,
favorece esse tipo de tatica alimentar (Jansen Zuanon, comum. pessoal). Por essas razdes, a
estrutura muscular da traira ¢ altamente adaptada a situagdes de anaerobiose geradas pelo
seu tipo de natacao (burst swimming), altamente dependente de glicogénio. Entretanto, P.
anisitsi ¢ uma espécie que se alimenta no fundo ou nas margens de rios e que apresenta
pequenos deslocamentos ao longo do dia (Garutti e Figueiredo-Garutti, 1993). Assim,
devido a espécie nao ser predadora e apresentar um padrdo comportamental altamente
sedentério, ndo demanda estoques marcantes de glicogénio muscular fundamentais a sua
sobrevivéncia. Apesar da possivel correlagdo entre a estocagem de glicogénio muscular e
os habitos de vida e padroes de atividade diferentes, investigagdes bioquimicas adicionais
sdo necessarias para melhor entendimento do mecanismo e utilidade do actimulo de

glicogénio muscular durante hipoxia em peixes tropicais.
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Outra caracteristica de peixes tolerantes a baixa disponibilidade de oxigénio ¢ o alto
valor do indice [glicogénio hepatico]/[glicose plasmatica] (Bidinotto et al., 1997). Esses
autores verificaram para espécies nao tolerantes a hipoxia indices de 17,2 para P. scrofa,
17,4 para B. cephalus, 13,3 para S. maxillosus e 40,3 para P. maculatus, enquanto que para
espécies tolerantes a hipdxia, indices de 104,16 para H. regani, 71,7 para H. malabaricus e
104,16 para P. mesopotamicus. Esse indice aplicado a P. anisitsi mostrou um valor
intermediario (53,73) com relagdo as espécies descritas como tolerantes pelos mesmos
autores. Ao considerar esse indice, P. anisitsi poderia ser classificada como uma espécie de
moderada resisténcia a hipoxia.

Em Piaractus mesopotamicus, submetido a hipoxia aguda por 6 h, aumentos iniciais
de glicemia e de lactemia, seguidos pela recuperacao dos valores iniciais apds duas horas,
sugerem que o figado e o muisculo branco desempenham importante papel no metabolismo
glicidico. Dessa forma, a hiperglicemia pode ser atribuida a liberagao de glicose hepatica e
a hiperlactemia a fermentacdo muscular seguida da liberagdo do lactato para o
compartimento plasmatico (Moraes et al. 1997). No musculo branco de P. anisitsi, as
concentracdes de glicose e de lactato se mantiveram constantes em relagdo aos seus
controles até 4h de hipoxia. Posteriormente, houve reducgdo da glicose e aumento de lactato,
indicando um processo de fermentagcdo lactica no musculo. Esse tipo de resposta ¢
previsivel e tem sido verificada em outras espécies como Synbranchus marmoratus
induzida a semi-estivagdo por 15 dias (Moraes et al., 2005). Nesse caso, as concentragdes
de lactato plasmatico ndo se alteraram em relagdo ao controle até 3 h, e apds esse periodo
foi observado hiperlactemia. Dessa forma, nessas espécies o figado e o musculo branco
responderiam pelos teores de glicose e lactato plasmaticos em funcdo da hipdxia. Nao
somente a hipoxia ambiental, mas situagdes como o exercicio pode levar a hipoxia tissular
resultando em respostas semelhantes. Sa/minus maxillosus, quando submetido ao exercicio
intenso mostra um aumento na relacdo lactato: piruvato de musculo branco e plasma
caracterizando a prevaléncia de processo fermentativo (Moraes et al., 2004). Durante
exercicio, o aumento da dependéncia muscular pelo metabolismo da glicose derivada do
figado para manutencdo da performance, destaca a importancia das interagdes metabolicas
inter-teciduais (Hochachka e Somero, 2002). Portanto, essa resposta a diferentes situagdes

de hipoxia € frequentemente observada entre os peixes.
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E importante também considerar os fatores que dirigem o fluxo de moléculas no
metabolismo. No caso do piruvato, ele ¢ primariamente derivado de glicose 6-fosfato, de
alanina ou de lactato. A facil reducdo do piruvato, catalisada por LDH, serve para regenerar
NAD', permitindo que a glicélise prossiga temporariamente em condigdes anaerdbicas. O
lactato formado em tecidos em atividade, tal como musculo em contragdo, ¢
subsequentemente oxidado a piruvato, primariamente no figado pelas formas
isoenzimaticas da LDH. A razdo dessa estratégia (ciclo de Cori) ¢ a manutencdo do estado
redox do musculo na caréncia de oxigénio em um processo global conhecido como
gliconeogénese. A maioria dos peixes, quando o oxigénio se torna limitado, produz lactato
muscular pela reducao de piruvato (Hochachka e Somero, 2002). Investigagdes com o acara
Cichlasoma amazonarum, revelam que a presenga de diferentes fendtipos de LDH nesta
espécie esta relacionada as tensoes de oxigénio na agua. A aclimatagdo a hipoxia aguda
induz diferencas na distribuicdo de isoenzimas no figado. Comparagdes entre o fenotipo
inicial e final dos acaras, antes e depois dos experimentos, revelam diminui¢ao na atividade
absoluta de LDH e inibi¢do da formacao de piruvato no figado (Almeida-Val et al, 1999).
Apo6s quatro horas de hipoxia foi verificado no figado de P. anisitsi um aumento da relagao
lactato: piruvato. O aumento de lactato poderia ser devido a hiperlactemia e ou a
diminui¢ao do piruvato pela sua recondugao a glicose devido a diminui¢do da atividade das
LDHs hepaticas cuja investigacdo passa a ser pertinente a partir do presente conjunto de
resultados.

A glicose muscular de P. anisitsi foi consumida no processo de fermentacao lactica
devido as condigdes experimentais de hipoxia. A mesma resposta ¢ observada em P.
pardalis, quando em hipoéxia (MacCormack et al., 2006), o que sugere semelhangas no
controle do perfil glicidico no musculo entre essas duas espécies de Pterygoplichthys.
Considerando-se que ap6s quatro horas de hipoxia em P. anisitsi, houve sensivel reducao
de glicose muscular seguida de 25% de queda no glicogénio, 40% de aumento no lactato
muscular e 800% de aumento na lactemia, ¢ de se questionar se o processo fermentativo
estaria no seu limite. O metabolismo ¢ sabidamente regulado pela disponibilidade de
substratos, pelo controle do teor de enzimas e de suas atividades cataliticas (Stryer, 1996).
Um ou mais desses fatores poderia estar atuando via LDH ja que a inter-relacao figado-

musculo branco foi evidente. Delineamentos experimentais especificos poderiam avaliar
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essas formas de regulagdo em P. anisitsi exposto a periodos de hipdxia e avaliar seus
limites de capacidade anaerdbica.

De forma esquematica, a Figura 7a mostra a interpretacdo das diferengas nas
concentracdes dos intermedidrios metabolicos nos tecidos analisados ao longo das 4 h de
hipdxia.

A respiragdo aérea em peixes, considerada como uma solugdo para o problema
critico da baixa disponibilidade de oxigénio traz vantagens metabolicas na produgdo de
ATP. Entretanto, ¢ obtida a um custo consideravel. Essa estratégia leva a uma maior
exposicdo a predagdo, particularmente predadores aéreos (Power, 1987; Kramer et al.,
1978) e devido a essa situagdo de risco a respiracdo aérea ¢ obrigatoriamente rapida e
realizada apenas quando necessaria, ocorrendo geralmente em situagdes emergenciais
(Hochachka, 1980).

As concentragdes de glicogénio em P. anisitsi exposto ao ar por vinte e quatro horas
ndo diminuiram, o que indica que a exposi¢do ao ar ndo representou uma situagdo de
hipoxia. Como visto nos capitulos 2, 3 e 5, as adaptacdes morfologicas e os ajustes
respiratorios ¢ hemoglobinicos parecem manter o metabolismo aerobico de P. anisitsi, nao

requisitando as reservas de glicogénio hepatico. A exposi¢ao ao ar do teledsteo do Pacifico
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Figura 7a. Diferencas nas concentra¢des dos intermediarios metabdlicos nos tecidos analisados ao longo das 4 h de hipoxia.
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Hippoglossus stenolepis, por 30 min, mostra alteragdes metabolicas como aumento de
glicose e lactato plasmaticos associados a outros parametros de estresse (Haukenes e Buck,
2006). Igualmente, a exposi¢do ao ar por vinte e quatro horas mostrou diferengas no
metabolismo glicidico em P. anisitsi. A verificagdo de uma reducdo na glicose hepatica e
muscular e a conseqiiente hiperglicemia seria uma resposta tipica do estresse causado pela
exposicao aérea. O aumento de piruvato observado em paralelo a valores constantes de
lactato muscular e plasmatico seria fungdo de um processo respiratorio ou mesmo de um
aumento do catabolismo protéico.

Nos peixes carnivoros, as proteinas sd3o uma das fontes primdarias de energia
metabdlica. Para que um aminoécido seja oxidado, o grupo amino deve ser removido. Esse
processo leva a produ¢do de amoénia ou derivados. O peixe anfibio Periophthalmodon
schlosseri tem dificuldade de excretar amonia quando em atividade terrestre (Ip et al.,
2001). A transaminacdo de glutamato e piruvato para formar alanina seria uma forma de
prevenir a liberagdo de amodnia, o que seria vantajoso para a sobrevivéncia de P. schlosseri
sem intoxicar seu meio interno. Diferentemente, o peixe anfibio Boleophthalmus boddaerti
utiliza glicogénio muscular como fonte energética para as atividades no ambiente terrestre.
Essa estratégia oferece uma quantidade limitada de energia por curto periodo, e como
conseqiiéncia, o conteudo de ATP do musculo diminui para 1/10 dos valores normais.
Devido aos altos niveis de amdnia acumulados no musculo dessas espécies, a permanéncia
fora da 4gua por longos intervalos seria altamente desfavoravel (Ip et al., 2001). A
exposicao aérea de P. anisitsi levou a utilizagdo de carboidratos (glicose hepatica e
muscular) tal como em B. boddaerti. Porém, o aumento de piruvato ¢ sugestivo de aumento
do catabolismo protéico. Assim, a exposi¢ao aérea em P. anisitsi pode ser um fator de
estresse tanto energético quanto metabodlico devido ao acumulo de amodnia. Investigagdes
posteriores podem esclarecer efetivamente sobre o efeito metabolico da exposi¢ao ao ar em
P. anisitsi particularmente quanto a sua estratégia de excrecao nitrogenada.

De forma esquematica, a Figura 7b mostra a interpretagdo das diferencas nas
concentracdes dos intermedidrios metabolicos nos tecidos analisados apo6s as 24 h de

exposi¢do aérea.
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exposi¢do aérea

FIGADO PLASMA MUSCULO BRANCO

glicose ( i ) » glicose ( l )

T )

glicogénio (=) glicogénio (=)
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Figura 7b. Diferengas nas concentragdes dos intermediarios metabolicos nos tecidos analisados ap6s 24h de exposicao aérea.
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Em conclusdo, a baixa disponibilidade de oxigénio ambiental altera as respostas
hematoldgicas e o perfil metabolico de P. anisitsi como resposta adaptativa as
necessidades de oxigénio para suas fungdes vitais. A hipoxia levou a uma
hemoconcentragdo causada por provavel contragcdo esplénica. As respostas metabolicas
de P. anisitsi exposto a hipoxia manifestam-se a partir de trés horas de exposi¢ao,
observando drastica reducdo dos estoques de glicogénio. A reserva de glicogénio
hepética seria a principal fonte de glicose na espécie, e a razdo glicogénio hepatico:
lactato plasmatico a enquadram entre aquelas de tolerancia média a hipoxia. O musculo
branco sujeito a hipdxia consome glicose através de fermentagao lactica.

A exposi¢dao de P. anisitsi ao ar nao implica em danos causados por hipodxia,
tendo sido observadas apenas mudangas que caracterizam um estresse por mudanga
ambiental. O perfil de piruvato muscular ¢ sugestivo de um catabolismo protéico nessas
condi¢des. Esses fatos mostram a relevancia da estratégia respiratoria da espécie em

ambientes secos.
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CAPITULO 7

CONCLUSOES

1. Conclusoes Especificas

(a)

(b)

(©)

(d)

(e)

P. anisitsi, se comporta como um respirador aéreo continuo, mas nao
obrigatdrio, ou seja, captam ar sob condi¢des de normoxia e hipdxia a
intervalos ndo regulares; em normoéxia, o comportamento de respiracao
aérea ¢ sincronico e de maior freqiiéncia no periodo noturno;

P. anisitsi ¢ tolerante a hipoxia e seu o comportamento respiratorio ¢ oxi-
conformista e, apresenta apnéia durante redugdes das tensdes de oxigénio
sem acesso ao ar atmosférico;

O estomago de P. anisitsi possui caracteristicas morfologicas necessarias
para obtencdo de oxigénio atmosférico; ¢ grande, pouco diferenciado em
regides gastricas, possui uma capilarizagdo extensa imediatamente abaixo do
epitélio da mucosa estomacal, além dos vasos sangiiineos distribuidos na
lamina propria e estruturas, organelas e barreira ar-sangue muito delgada
caracteristicas de uma superficie respiratoria;

As branquias de P. anisitsi possuem a mesma estrutura basica das branquias
de peixes teledsteos de respiragao exclusiva aquatica, com holobranquias em
todos os arcos branquiais ¢ com lamelas acima e abaixo dos filamentos
branquiais; essa estrutura basica reflete dependéncia a respiragdo aquatica;

A superficie potencialmente respiratdria das branquias ¢ maior que a do
estomago e, corresponde a 82,40% do total da superficie das branquias de P.
anisitsi; ainda apresenta maior volume que o estdmago, assim como maior
relagdo volume/massa corporea, suas lamelas possuem darea superficial,
relacdo superficie/massa corporea e densidade de superficies maiores do que
a mucosa estomacal, o que sugere que a espécie possui dependéncia da

respiragdo aquatica;



()

(2

(h)
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As hemoglobinas de P. anisitsi apresentam um componente catodico, o qual
exibe alta afinidade ao oxigénio e insensibilidade ao pH e assim pode
auxiliar como transportador e reserva de oxigénio sob periodos de hipoxia
e/ou acidose; em condicdo de hipoxia, a afinidade do oxigénio a
hemoglobina ¢ mais elevada, enquanto que, na exposicao ao ar, a afinidade é
similar a condi¢ao de normoxia;

Os parametros hematologicos em P. anisitsi respondem a hipoxia com
hemoconcentracdo provavelmente devido ao aumento da demanda de
oxigénio, enquanto a auséncia de diferengas nos parametros hematologicos
durante a exposi¢do ao ar por 24h ¢ um indicativo da capacidade da espécie
realizar respiracdo aérea;

No metabolismo glicidico de P. anisitsi, em condi¢do de hipdxia, o figado
tem papel fundamental como fonte glicemiante para a ativacdo do
metabolismo anaerdbico e, igualmente fundamental € sua interrelagdo com o
musculo branco para a manutengdo da producao energética fermentativa; na
exposicdo ao ar, hd a manutencdo do metabolismo aerdbico, porém ¢
considerada como fonte de estresse, verificada pelas redugdes de glicose

hepatica e muscular.
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2. Conclusoes Gerais

Neste estudo, a partir das conclusdes especificas de cada capitulo, se verifica que
P. anisitsi apresenta diferentes respostas na dependéncia das condi¢des experimentais a
que ¢ submetido. A interrelacdo dos aspectos analisados do comportamento respiratorio
e da cascata de O, fornece uma visao geral do funcionamento da espécie frente as
condi¢des experimentais, hipdxia e exposicdo ao ar, com relacdo a utilizacdo de

oxigeénio.

Condigdo de hipoxia no meio aquatico

A superficie respiratéria das branquias é maior que a superficie respiratéria
estomacal, o que indica dependéncia da respiracdo aquatica e, o 0rgdo de respiragao
aérea serve como um reservatorio de ar e pode auxiliar na tolerancia a baixa
disponibilidade de oxigénio na agua. A respiracdo aérea ¢ continua, ndo-obrigatdria com
maior freqiiéncia durante o periodo noturno e sincronica. O sincronismo apresentado
durante respiracdo aérea sugere um comportamento antipredatorio. Durante hipdxia
gradual, sem acesso ao ar atmosférico, o estdmago cheio de ar parece dar suporte ao
comportamento oxi-conformista observado pela diminuicdo da taxa metabdlica e a
extracdo de O, e a apnéia. A presenca de um componente hemoglobinico catédico, com
alta afinidade ao oxigénio e ndo afetada por diminui¢do de pH, e a maior afinidade Hb-
O, em hipoxia constituem ajustes auxiliares e necessarios frente a condi¢ao de hipoxia.
Conjuntamente a esses ajustes, a tolerancia a hipdxia também ¢ suportada pelas
alteragdes nos parametros hematologicos que contribuem para maior capacidade de
carreamento de oxigénio até os tecidos e, em casos extremos, pela ativacdo do
metabolismo anaerdbico com o processo de fermentagdo lactica para tentar manter o

fornecimento energético (Figura 1).
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Figura 1: Esquema das conclusdes do estudo proposto em condi¢do de hipdxia no meio aquatico considerando o comportamento
respiratdrio e a cascata de O,, desde o transporte de oxigénio a partir da dgua/ar até a utilizagdo pelos tecidos em P. anisitsi. Entre
parénteses: G: hipdxia gradual e A: hipdxia aguda.
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Condigdo de exposi¢do aérea

Diferentemente da condicdo de hipoxia, as branquias, aparentemente, ndo sao
funcionais na exposicdo aérea, pois ndo ha fluxo de agua que passa entre seus
filamentos e, dessa forma, a superficie respiratoria a ser considerada é unicamente a do
estbmago. Quando exposto ao ar ha periodos de “inspiracdo” e “expiragdao”
intermitentes pela boca, de forma a suprir o estbmago com ar. Na condicao de exposi¢ao
ao ar, a afinidade Hb-O; ¢ similar aquela da condi¢do de normoxia e, da mesma forma,
ndo ha alteracdo nos parametros hematologicos, o que evidencia a funcionalidade da
superficie respiratoria estomacal e, também, ha a manutengdo do metabolismo aerobio.
Embora ndo ocorram alteragdes nesses parametros € a espécie mostre capacidade de
obter O, atmosférico, a exposi¢do aérea ¢ uma condicdo estressante, verificado pela
reducdo de glicose hepatica e muscular e, aumento da glicose plasmatica, e assim parece

ser utilizada pela espécie em situacdes emergenciais (Figura 2).
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Figura 2: Esquema das conclusdes do estudo proposto em condi¢do de exposicdo aérea considerando o comportamento respiratério e a
cascata de O, desde o transporte de oxigénio a partir do ar até a utilizagao pelos tecidos em P. anisitsi.





