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RESUMO

O bagre-africano é um teleosteo de respiragdo bimodal com ABOs presentes nos 2* ¢ 4
arcos branquiais. Como outros respiradores bimodais, o bagre-africano realiza ajustes
cardiorrespiratorios para sobreviver em baixas PwO,. Estes sdo modulados por
quimiorreceptores de O, branquiais que monitoram a PwO, e/ou PaO,. O presente estudo
analisou a distribui¢do, localizagdo e orientacdo dos quimiorreceptores de O, branquiais de
Clarias gariepinus, seu controle sobre a funcao cardiorrespiratéria e a modulagdo do controle
autonomico do coragdo. Para isto, C. gariepinus foi dividido em dois grupos (controle — GC;
experimental — GD, com ablagdo do 1° par de arcos branquiais) e seus pardmetros
cardiorrespiratorios foram analisados durante hipoxia sem e com acesso ao ar atmosférico,
injegdes internas e externas de NaCN e injecdes de antagonistas do sistema autondmico.
Durante hipdxia sem acesso ao ar os GC e GD elevaram os pardmetros respiratorios (fr, Vr
V;). Porém, o GD apresentou-os superestimados desde normoxia, a fim de compensar a queda
na extra¢io de O, (EQ,) resultante da abla¢do dos 1*® arcos branquiais. Além disso, o
decréscimo da EO, foi responsavel pela diminuigdo da VO,, e, consequentemente, pelo
aumento da PcO, de 61 mmHg para 79 mmHg, nos GC e GD, respectivamente. Ainda, o GD
apresentou bradicardia semelhante ao GC, porém seus valores foram superestimados em todas
as PwO,. Em hipdxia com acesso ao ar ambos os grupos demonstraram diminui¢do da fr e da
Vamp nas ultimas PO, devido principalmente a aumentos da fra no GC que compensaram a
absorcao de O, atmosférico. Todavia, no GD o aumento da frs foi atenuado pela ablagao dos
1°* arcos branquiais. Além disso, ambos os grupos apresentaram bradicardia pré-RA (tipica de
respirador aquatico) e taquicardia pos-RA (tipica de respirador aéreo). Injegdes externas e
internas de NaCN causaram bradicardia nos GC e GD, enquanto as inje¢des internas
aumentaram os parametros ventilatorios apenas no GC. Desta forma, conclui-se que C.
gariepinus apresenta quimiorreceptores de O, branquiais, que modulam a f;, distribuidos por
todos arcos branquiais € que monitoram tanto a PwO, quanto a Pa0O,. Ao contrario, a
modulagdo da fr € Vamp ocorre apenas por quimiorreceptores de O, do 1° par de arcos
branquiais e que monitoram apenas a PaO,. Ainda, injecdes internas de NaCN elevaram mais
a fra no GC que as externas, porém tiveram pouco efeito sobre a fra do GD. Assim, a fra €
modulada principalmente por quimiorreceptores de O, dos 1% arcos branquiais que,
predominantemente, monitoram a Pa0O,. Inje¢des bloqueadoras do sistema autondémico do
coracgdo de C. gariepinus demonstraram que a modulagdo tanto da bradicardia pré-RA quanto
da taquicardia pds-RA ocorre pela variacdo do tonus vagal colinérgico, sendo este tonus
elevado na bradicardia, porém reduzido na taquicardia. O tonus adrenérgico, apesar de
diminuir p6s-RA, demonstra queda menor que a do tdnus colinérgico, o que sugere um
“reflexo adrenérgico” advindo da vasoconstri¢do periférica importante para os respiradores
bimodais perfundirem melhor seus ABOs.

Palavras-chave: respirador bimodal, hipoxia, quimiorreceptor, frequéncia cardiaca, tonus
adrenérgico e colinérgico.
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ABSTRACT

The African sharptooth catfish Clarias gariepinus is a facultative air-breather with the ABO
present in the 2" and 3" gill arches. Like other bimodal respirators, the African catfish
presents cardiorespiratory adjustments to survive low PwQO,. These regulations are modulated
by gill O, chemoreceptors monitoring the PwO, and/or the PaO,. The present study analyzed
the distribution, location and orientation of the branchial O, chemoreceptors of C. gariepinus,
and the role of these receptors on the cardiorespiratory function and the modulation of the
heart autonomic control. C. gariepinus were divided into two experimental groups (Control —
GC, intact fish, and Experimental — GD, with the 1 gill arches excised) and their
cardiorespiratory variables were analyzed during graded hypoxia with and without access to
the atmospheric air, internal and external NaCN injections and autonomic nervous system
antagonists. During hypoxia without access to air, both GC and GD showed increases in the
respiratory variables (fr, Vr and V). However, the GD displayed higher values, since
normoxia until severe hypoxia, to compensate the decrease in the EO, resulting from the
ablation of the 1% gill arches. Furthermore, the decrease in EO, was responsible for the
decrease in V0, and, consequently, for the increase of the PcO, from 61 mmHg (GC) to 79
mmHg (GD). The GD featured bradycardia similar to GC, however, their values were higher
in all PwO,. In hypoxia with access to air, both groups showed decrease in the fr and Vamp in
the mores hypoxic tensions. This was attributed to the increases in the fra in GC which
compensate the O, uptake. However, the GC increases in fra were attenuated by the excision
of the 1% gill arches. Moreover, both groups developed bradycardia pre-RA (typical of aquatic
respirator) and tachycardia post-RA (typical of aerial respirator). Internal and external NaCN
injections caused bradycardia in both groups, while the internal injections increased the
ventilator variables only in GC. Thus, it is concluded that C. gariepinus possess branchial O,
chemoreceptors modulating the fi distributed by all gill arches, monitoring both PwO, and
Pa0,. Conversely, fr and Vamp are modulated by receptors located in the 1% gill arches
monitoring exclusively the PaO,. Furthermore, NaCN internal injections elevated more the
fra in GC than the external ones, but with low effect on the fra of GD. Thus, the fra is
primarily modulated by O, chemoreceptors located in the 1% gill arches monitoring,
predominantly, the PaO,. Injections blocking the autonomic system to the heart showed that
the modulation of pre-AB bradycardia and post-AB tachycardia occurs due to variations in the
vagal cholinergic tonus, which is elevated during bradycardia and reduced during tachycardia.
The adrenergic tonus, in spite of the decrease in the post-AB, is lower than the cholinergic,
suggests a "reflex adrenergic" arising from the peripheral vasoconstriction, important to
optimize the perfusion of the ABOs.

Keywords: bimodal breather, hypoxia, O, chemoreceptor, heart rate, adrenergic and
cholinergic tones
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sequéncia de injegdes externas de H,O (1,0 mL), NaCN (1,0 mL de
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de 0,75 mg.mL™). A e B — peixes com os arcos branquiais intactos (GC;
n =12), C e B — peixes com os primeiros arcos branquiais extirpados
(GD; n =12). As setas indicam o momento das inje¢des. Simbolos
abertos representam diferencas significativas em relagdo aos valores
iniciais (pré-inje¢do). * - indica valores que sdo significativamente

diferentes entre os grupos (p < 0,05). Pontos s3o médias =+

Mudangas na frequéncia cardiaca (fig — bpm) de C. gariepinus apos a
sequéncia de inje¢des externas de H,O (1,0 mL), NaCN (1,0 mL — 1,25
mg.mL™") e injecdes internas de salina (0,5 mL) e NaCN (0,5 mL de
0,75 mg.mL™"). A ¢ B — peixes com os arcos branquiais intactos (GC; n
=12), C e B — peixes com os primeiros arcos branquiais extirpados
(GD; n =12). As setas indicam o momento das injegdes. Simbolos
abertos representam diferencas significativas em relagdo aos valores
iniciais (pré-injecdo). * - indica valores que sdo significativamente

diferentes entre os grupos (p < 0,05). Pontos sdo médias + S.E.M...........

Numeros de respiragdes aéreas apos inje¢des de NaCN externas (barras

brancas) e internas (barras pretas) do grupo controle (GC) e do grupo
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FIGURA 25 -

FIGURA 26 -

com ablagdo do 1° par de arcos branquiais (GD) do bagre-africano,
Clarias gariepinus. O numero de peixes que demonstraram o
comportamento de respiracdo aérea (n) aparece dentro das barras. * -
indicam valores que sdo significativamente diferentes entre os grupos (p

<0,05). Valores sao médias £ S.E.M.......cccccceeviieiiiniieiienieeieeeee e

Efeitos das injegdes internas (veia caudal) do suporte farmacoldgico
sobre a frequéncia cardiaca (fy — bpm) de C. gariepinus (n = 4) durante
normodxia. Cont — controle; Adr — injecdo de 0,5 mL de 10° mol.L! de
adrenalina; Prop + Adr - injecdo de 0,5 mL de 3,0 mgKg"' de
propranolol seguido, apos 1 h, da inje¢do de 0,5 mL de 10” mol.L" de
adrenalina; Ach - injecdo de 0,5 mL de 10° mol.L™" de acetilcolina;
Atrop + Ach — . injecdo de 0,5 mL de 1,2 mg.Kg" de atropina seguido,
apos 1 h, da injecdo de 0,5 mL de 10 mol.L" de acetilcolina. Valores
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Percentagem dos tonus colinérgico e adrenérgico apds bloqueio
parassimpatico e simpatico do coracao do grupo controle (GC; n =10) e
do grupo com ablagdo do 1° par de arcos branquiais (GD; n =10) do
bagre-africano, Clarias gariepinus, durante normoxia com acesso ao ar
atmosférico. Barras brancas representam valores pré-RAs e barras
pretas valores pos-RAs. * - indica valores significativos entre os dados
do mesmo grupo experimental. # - indica valores significativos entre os

grupos experimentais (p < 0,05). Valores sao médias £ S.E.M................
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Introdugéo 1

1. INTRODUCAO

1.1. HIPOXIA AEREA E ADAPTACOES DOS ANIMAIS DE RESPIRACAO AEREA

Do ponto de vista fisiologico, os gases mais importantes sdo o oxigénio, gas
carbonico e nitrogénio. Eles estdo presentes no ar atmosférico na propor¢do de 20,95%,
0,03% e 78,09%, respectivamente. Dentre estes, o O, ¢ o responsavel pela obten¢do de
energia quimica em forma de ATP através da oxidacdo dos alimentos. Este composto ubiquo,
¢ obtido por meio da hidrdlise de uma ligagdo de fosfato “rica em energia”, ¢ a fonte de
energia imediata para processos como a contragdo muscular, o movimento ciliar, a
luminescéncia dos vaga-lumes, a descarga do peixe elétrico e assim por diante. Desta forma, a
quantidade de O, consumida reflete uma medida do metabolismo energético aerdbico do
organismo (SCHIMIDT-NIELSEN, 2002).

No entanto, apesar da porcentagem do O, ser a mesma em todo ambiente aéreo
(WEST, 1996), sua a pressao parcial (PO;), que ¢ a pressao que o O, exerce sozinho ao
ocupar um recipiente numa determinada temperatura, pode variar. No ambiente aéreo, a PO,
pode variar com relagdo a altitude sendo 150 mmHg no nivel do mar e cerca de 45 mmHg no
monte Everest a 8.848 m de altitude (DEJOURS, 1966). Assim, a relagdo do aumento da
altitude associado ao decréscimo da pressao barométrica em conjunto com a diminui¢dao da
PO, ¢ chamada de hipoxia hipobarica e promove alteragcdes no contetdo da pressdo parcial do
O, do sangue arterial (PaO;) e, consequentemente, na “quantidade” de O, fornecido aos
tecidos (MAGALHAES et al., 2002)

Apesar de nao existir uma distingdo clara entre altitudes baixas e altas, ¢ comum
aceitar que altas altitudes sdo aquelas que causam dificuldade respiratoria, aumento na
frequéncia cardiaca, insonia e dores de cabeca nos seres humanos aclimatizados em baixas
altitudes, como ao nivel do mar (HEATH & WILLIAMS, 1981). E estimado que
aproximadamente 30% da superficie terrestre encontram-se acima de 1 km de altitude
(WEBBER, 1979). Segundo PAWSON & JEST (1978) existem trés grandes areas de altas
altitudes no planeta em que sdo encontradas maiores popula¢cdes humana e animal. Sdo elas o
planalto tibetano e a regido do Himalaia na Asia (com média de altitude de 4,5 km e 15 picos
acima de 7,9 km), a Cordilheira dos Andes na América do Sul (com média de altitude de 4
Km) e a regido da Etiopia na Africa (com variagdo entre 2,4 ¢ 3,7 km e picos méaximos de
4,62 km). Além da baixa PO, nestes ambientes, ¢ importante considerar outros fatores
estressantes para a sobrevivéncia dos animais ali como, por exemplo, o frio e cobertura de

neve, baixa umidade do ar, reduzida absor¢ao atmosférica de energia radiante, topografia
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acidentada e solos pobres em nutrientes que gera pouco desenvolvimento da biomassa vegetal
e, portanto, ma nutricdo dos animais (BOUVEROT, 1985a).

Uma grande variedade de animais de diferentes filos estd aclimatizada nestes
ambientes hipoxicos de altas altitudes. Entre os vertebrados inferiores temos, por exemplo, os
anfibios do género Elentherodactylus (HESSE, 1947) a 4,5 km de altitude das regides imidas
da Cordilheira dos Andes, o lagarto Mabuya varia (SNYDER & WEATHERS, 1977) a 4 km
de altitude no ponto mais alto da Africa, no monte Quilimanjaro, e os peixes do género
Nemachilus (ZUTSHI et al., 1972) que foram encontrados a 4,7 km de altitude nos altiplanos
da Asia. Também, algumas espécies de aves sdo capazes de voar em extremas altitudes como
o ganso de cabeca listada, Anser indicus, a gralha de bico amarelo, Pyrrhocorax graculus, e
alguns abutres como Gyptaetus barvatus e Gyps himalayensis as quais sobrevoam as regides
do Himalaia incluindo o monte Everest a 5,5 km de altitude (SWAN, 1961; NAPIER, 1972).
Entre os mamiferos, o iaque (Poephagus grunniens) ¢ o animal domesticado melhor
aclimatizado as elevadas altitudes, vivendo na Asia central a 5,8 km de altitude (HESSE,
1947). Também, as lhamas (Lama glama e Lama pacos), o guanaco (Lama guanacoe) e a
vicunha (Vicugna vicugna) sdo bem adaptados a altitudes elevadas entre 4,8 ¢ 5,4 km da
regido Andina (PEARSON, 1951; KOFORD, 1956), além de muitos outros mamiferos e seres
humanos (BOUVEROT, 1985a).

Diversas estratégias fisioldgicas permitem estes animais sobreviverem em hipdxia
hipobarica como, por exemplo, a diminuicdo da resisténcia ao fluxo de O, (BOUVEROT,
1985b), hiperventilagio mediada por quimiorreceptores (RAHN & OTIS, 1949), ajuste na
condutancia do O, sanguineo gerada pela alteracao do hematocrito (chilenos, CLENCH et al.,
1982; pato de Pequim, Anas peking , BLACK & TENNEY, 1980; ra do Titicaca, Telmatobius
culeus, HUTCHISON et al., 1976), alterag¢des na afinidade HbO, (peruanos, LENFANT et al.,
1968; lhama, BANCHERO et al., 1971; ganso do Canada, Branta canadensis, PETSCHOW
et al.,, 1977), redistribui¢do sanguinea ao longo do corpo e mudancas bioquimicas
(BOUVEROT, 1985c; BOUVEROT & LERAY, 1985; GNAIGER, 2000) e depressdo da taxa
metabolica (MALAN, 2000; BOUTILIER, 2001).

Tais respostas fisiologicas também ocorrem durante a hipdxia apresentada nos
animais que mergulham em aguas profundas. Além disso, estes apresentam outras estratégias
como adaptacdes morfologicas de seus pulmdes para efetuar mais rapidamente as trocas
gasosas, um maior armazenamento do O, tanto nos pulmdes como nos tecidos corporeos,
maior eficiéncia no transporte de O,, maior tolerancia a hipoxia tecidual e desvios cardiacos

no grupo dos répteis (BERKSON, 1966; BLESSING, 1972; WOOD et al., 1984; QVIST et
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al., 1986; JONES et al., 1987; Le BEOUF et al., 1989; SUAREZ et al., 1989; CASTELLINI
etal., 1988, 1992; LUTCAVAGE et al., 2002).

1.2. HIPOXIA AQUATICA E ADAPTACOES DOS PEIXES

Diferentemente do ambiente aéreo, o ambiente aquatico, que ¢ principal ambiente
do presente estudo, apresenta consideraveis variagdes nas propriedades fisico-quimicas da
dgua como oxigénio, gas carbdnico, protons H', temperatura e ions dissolvidos,
principalmente nos ecossistemas dulcicolas (PERRY & LAURENT, 1993). Entre os gases
dissolvidos na agua, o O, também ¢ considerado um dos mais importantes na dinamica das
espécies e caracterizagdo dos ecossistemas aquaticos (ARANA, 1997), principalmente devido
sua disponibilidade ser considerada uma importante forca seletiva na sobrevivéncia dos
organismos ali presentes (ALMEIDA-VAL et al., 1993).

Redugdes na disponibilidade de O, afetam mais diretamente animais de respiracao
aquatica que animais de respiracao aérea (RA). Estas reduc¢des de O, podem ocorrer de forma
severa nos ambientes aquaticos devido ao “input” antropogénico de matéria organica e a
decomposi¢cdo desta por microrganismos aerébicos (FERNANDES & RANTIN, 1989;
RANDALL et al.,1997). Além disso, existem variagdes sazonais e didrias do O, dissolvido na
dgua causadas naturalmente por diversos fatores como, por exemplo, alteracdes na
temperatura ambiental que ocorrem principalmente em ambientes tropicais, supersaturacao da
agua com oxigénio devido a fotossintese das macro e microfitas durante a fase clara da
fotossintese que podem elevar a concentracdo de O, até 150%, e a diminuicdo da
concentragdo deste gas durante a noite podendo baixar a menos de 5% de saturacdo de O,
devido a respiracao aerdbica destas algas (KRAMER, 1987; PULELLA, 1997; RANDALL et
al., 1997; FLORINDO, 2002). Sendo assim, reducdes da pressao parcial do O, dissolvido na
agua (PwQO,), provocadas tanto naturalmente como de forma antropogénica, sao chamadas de
hipdxia ambiental.

Diversos estudos tem mostrado a importancia da hipoxia ambiental aquatica, pois
ela atua diretamente tanto na flora quanto na fauna dos ambientes aquaticos prejudicando o
crescimento, desenvolvimento e reprodu¢do dos organismos ali presentes e,
consequentemente, de toda cadeia tréfica (VONDRACEK et al., 1982; RICKLEFS, 1993).

Entre os animais aquaticos, os peixes sdo frequentemente afetados pela hipoxia
ambiental (GLASS, 1992). Segundo HOCHCHKA (1980), quando os peixes sdo expostos a

hipéxia podem responder comportamentalmente, nadando para d4reas com maior
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disponibilidade de O,. Porém, caso tal situacdo persista, a estratégia utilizada por esses
animais parece ser a de “esperar para ver”, sendo que, em seguida, respostas fisioldgicas e
bioquimicas sdo desencadeadas para compensar os efeitos hipoxicos.

Primeiramente, ¢ necessario compreender o transporte de O, em vertebrados, o
qual ocorre em etapas consecutivas: a. convecgao do meio respirado (ar ou agua) para o local
de troca gasosa; b. difusdo do gas do meio respirado para o sangue; ¢. a convecgao com 0
tecido sanguineo pela vasculatura corporea; d. outra difusdo do O, do sangue para os tecidos
(HUGHES, 1973; GLASS 1992; Fig. 1). Esta trajetéria do O, ocorre pela diferenga de PO,
entre as etapas, sendo que no inicio da trajetéria 0 meio o externo (a dgua) possui a maior
PO,, enquanto o meio mais interno (meio mitocondrial, especificamente na membrana interna
da mitocondria) possui a menor PO,. Assim, qualquer aumento na resisténcia a difusdo do O,
em uma destas etapas pode causar um efeito hipéxico levando a uma modificagdo da PO, ao
longo desta trajetoria e, consequentemente, reduzindo a quantidade de O, disponivel a
mitocondria para os processos aerébicos (FERNANDES & RANTIN, 1989; FERNANDES et
al., 1994).

Desta forma, alteragdes na disponibilidade do O, ambiental induzem ajustes
necessarios em uma ou mais destas etapas a fim de adequar a demanda de O, do animal a
captacdo deste gas a cada ciclo respiratorio e sua distribuicao para os tecidos. Dentre os
animais de respiragcdo aquatica, os peixes sao obrigados a promover ajustes cardiovasculares e
respiratorios para manter a transferéncia de O, adequada desde o ambiente até os tecidos, o
que ¢ denominado de cascata de O, (FERNANDES & RANTIN, 1989). O sucesso ecologico
de determinadas espécies de peixes depende, particularmente, de suas habilidades em detectar
as mudancas nos niveis de O, e utilizar vias sensoriais para efetuar ajustes rapidos e
apropriados na fungdo cardiorrespiratoria (FRITSCHE & NILSSON, 1993).

Geralmente, quando os peixes ndo podem escapar de uma condi¢do de hipdxia
ambiental, eles respondem primeiramente com um aumento na ventilagdo branquial (V;),
utilizando-se de movimentos respiratdrios mais rapidos (aumento na frequéncia respiratoria -
fr) e mais profundos (aumento no volume ventilatério - V1), em conjunto com uma
bradicardia reflexa (GLASS et al., 1991; RANTIN & KALININ, 1996; RANTIN et al.,
1998). O aumento do fluxo de 4gua através das branquias (aumento da V; - hiperventilagio)
ocorre devido a elevacdes tanto da fr quanto do Vr (LOMHOLT & JOHANSEN, 1979;
RANDALL, 1982; SMITH & JONES, 1982) e ¢ importante, durante exposi¢des a baixas
PO,, para manter mais alto possivel o gradiente de difusdo entre a agua e o sangue

(SAUNDERS, 1962). Este fino ajuste cardiorrespiratorio permite um aumento no tempo de
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passagem do sangue através das lamelas secundarias das branquias que resulta numa
maximizacdo na eficiéncia da transferéncia do O, da 4gua para os capilares branquiais e,
consequentemente, para a circulagdo sistémica (TAYLOR et al., 1999; CAMPBELL &
EGGINTON, 2007). Este controle respiratorio ¢ modulado por impulsos nervosos originados
a partir do “Gerador de Ritmo Respiratério” localizado na medula. Ele ¢ ajustado de acordo
com as necessidades do animal através de informagoes aferentes do sistema nervoso central e
periférico, gerando um padrdo final de despolarizacdo nos nicleos motores respiratorios.
Além disso, dentre os teledsteos mais tolerantes a hipdxia, o “Gerador de Ritmo Respiratorio”
tende a modular a hiperventilagdo através de um maior incremento no V7 do que na fg, o0 que
sugere ser uma estratégia de economia energética (RANTIN et al., 1992; 1993).

Outra estratégia frente a hipoxia prolongada ¢ o aumento do numero de
eritrocitos, e, portanto, da concentracdo de hemoglobina, concomitantemente a uma maior
afinidade Hb-O,. Tais alteragdes fisiologicas facilitam a capacidade de extracdo e transporte
do O, desde o ambiente até os tecidos (GRAHAM, 1983, 1985; CRUZ, 2007). Também,
alguns peixes podem reduzir sua taxa metabodlica de diversas formas como, por exemplo, pela
reducdo do nivel de atividade no proprio ambiente hipdxico, ou movendo-se para aguas
geladas ou ainda deprimindo ativamente o metabolismo para conservagdo de energia. Esta
ultima, chamada de depressao (ou supressao) metabolica por hipoxia, ainda nao ¢ totalmente
compreendida, mas hd indicios que esteja relacionada a acidose tecidual gerada pela produgdo
de prétons H' através da produgio do ATP por vias anaerobicas (GAUTIER, 1996;
JACKSON, 2004).
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CASCATA DE O, EM NORMOXIA E HIPOXIA
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Figura 1. Ilustragdo da cascata de O, em normoxia (linha preta) e hipoxia (linha vermelha). Trajetoria
do O, desde a superficie funcional respiratoria de um teledsteo até o meio intracelular
(mitocondria). P.O,: pressdo parcial de O, de entrada (camara bucal); PuiQO,: pressao
parcial de O, na mitocondria; Hb-O,: reagdo de oxidagdo da hemoglobina. Adaptado de
HUGHES (1973) e RANTIN & MARINS (1984).
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1.3. QUIMIORRECEPTORES DE O;

1.3.1. Importincia, Localizagdo e Sensibilidade ao O,

O sucesso ecologico das espécies de peixes na ocupacdo de ambientes sujeitos a
hipoxia depende, particularmente, de suas capacidades em detectar as mudangas nos niveis de
O, e utilizar mecanismos sensoriais para efetuar ajustes rapidos e apropriados na fungao
cardiorrespiratéria (FRITSCHE & NILSSON, 1993; FRITSCHE et al., 1993).

O padrdo respiratorio ¢ originado e modulado através do “Gerador de Ritmo
Respiratorio”, localizado na medula, e pode ser ajustado de acordo com as necessidades
metabolicas do animal ou induzido por situagdes ambientais como, por exemplo, hipdxia
ambiental ou presenga de toxinas (BIANCHI et al., 1995; TAYLOR, 1992; MARTINS et al.,
2011). Este ajuste € realizado através de informagdes aferentes de quimiorreceptores de O, do
sistema nervoso central e periférico, os quais geram o padrdo final de despolarizagdo nos
nucleos motores respiratorios (BALLINTIIN & JUCH, 1984; FELDMAN et al., 1990; LEITE
et al., 2009).

Diferentemente, o ritmo cardiaco ¢ gerado no proprio miocardio. Os teledsteos
possuem inervagdes cardiacas, vagal e simpatica, que sdo responsaveis, respectivamente, pela
eferéncia central colinérgica e adrenérgica para modulacao da frequéncia cardiaca (TAYLOR,
1992; LEITE et al., 2009).

Desta forma, a integragdo do sistema respiratorio e cardiovascular ¢ o resultado do
processamento central de uma ampla variedade de “inputs” sensoriais originados em
diferentes grupos de receptores, incluindo os quimiorreceptores que monitoram as
tensdes/pressdes parciais de gases externos (dgua corrente) e internos (corrente sanguinea),
assim como o equilibrio 4cido-base. Em vista disso, variedades de estruturas t€ém sido testadas
como sitios sensiveis ao O, (MILSOM, 1997).

Através de estudos dessas estruturas e seccdo de nervos cranianos foram
propostos varios sitios de quimiorrecep¢do ao O,, como: o cérebro (BAMFORD, 1974;
JONES, 1983; WILKIES, 1981) as branquias (POWER & CLARK, 1942) as
pseudobranquias (LAURENT & ROUZEAU, 1972), o sistema vascular venoso (BARRETT
& TAYLOR, 1984), o sistema vascular branquial aferente (SMATRESK et al., 1986) ¢ o
sistema vascular arterial (RANDALL, 1982). Entretanto, estudos mais recentes mostram
fortes evidéncias de que os quimiorreceptores sensiveis ao O, estdo localizados
predominantemente, se ndo exclusivamente, na cavidade orobranquial (FLORINDO et al.,

2006) e nas branquias da maioria dos peixes actinopterigeos (MILSOM, 1997).
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As células neuroepiteliais das branquias (NECs — Neuroepithelial Cells) sao
consideradas as provaveis células sensiveis ao O, e responsaveis por modular os reflexos
cardiorrespiratorios dos peixes frente a hipéxia (DUNEL-ERB et al., 1982; BAILLY et al.,
1992; SUNDIN et al., 1998; JONZ & NURSE, 2003; VULESEVIC et al., 2006; BURLESON
et al., 2006; COOLIDGE et al., 2008). Morfologicamente, as NECs lembram as células
sensiveis ao O, do tipo I do corpo carotideo (célula glomus; Fig. 2) e dos corpos
neuroepiteliais dos mamiferos (NEBs — Neuroepithelial Bodies) (GONZALES et al., 1994;
CUTZ & JACKSON, 1999), e, portanto, podem ser consideradas como suas precursoras
filogenéticas. COOLIDGE et al. (2008) observaram, em trés espécies de teledsteos, a
presenca destas NECs em diversas areas de seus aparato respiratorio (rastros branquiais,
lamelas secundarias, extremidades dos filamentos, centro dos filamentos e ao redor das
artérias aferentes e eferentes; Fig. 3), porém consideraram que sua localizagdo ¢ espécie-
especifica e pode estar correlacionada com a tolerancia a hipoxia.

De qualquer forma, uma importante questdo persiste: como o O, ¢ “sentido”
dentro da célula e como o estimulo hipdxico resulta numa resposta celular? Estudos em peixes
postulam que as NECs branquiais possuem um mecanismo de transducdo similar ao dos
quimiorreceptores de O, dos mamiferos (LOPEZ-BARNEO et al., 2001; ver Fig. 4).
Primeiramente, o mecanismo conhecido para mamiferos comprovaram que os estimulos
hipdxicos da 4gua circulante e/ou da corrente sanguinea promovem uma inibicdo nos canais
de K’ transmembrana das NECs alterando seu potencial de membrana (Vy). Isto ocorre
devido a atuagio de cada bomba Na'/K" que continua transferindo 3 cations Na" do interior
das NECs para o exterior ¢ 2 cations K’ para o interior da mesma causando a perda de uma
carga positiva a cada ciclo. Desta forma, a inibicdo dos canais de K+ leva a uma
hiperpolarizagdo no ¥y, resultando na abertura de canais Ca*" voltagem-dependentes e, por
fim, no influxo de Ca®". O aumento do Ca®" citosélico libera um ou mais tipos de
neurotransmissores na fenda sinaptica, entre eles a serotonina, elevando a taxa de disparos dos
impulsos nervosos (WEIR et al., 2005).

Todavia, diversos passos necessitam ser verificados para as NECs branquiais,
dentre eles se o neurotransmissor liberado na fenda sinaptica, induzido por hipoxia, ¢ mesmo
a serotonina e se nio existem outras formas de inibi¢cao do canal de K™ como através da queda
na formagdo do ATP (WYATT & BUCKLER, 2004; VARAS et al, 2007) e,
consequentemente, o aumento da razio AMP/ATP (EVANS et al., 2005; WYATT &
EVANS, 2007; WYATT et al, 2007). De qualquer maneira, sendo os canais de K" os

propulsores da quimiotransducao induzida pela hipoxia, pode-se considerar este mecanismo
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como relativamente conservado entre os vertebrados (PERRY et al., 2009a) e de grande

importancia para o estudo da fisiologia cardiorrespiratoria.

- Célula do

Axbnios aferentes j
glomo 5

glossofaringeos x

Figura 2. Células tipo I sensiveis ao O, do corpo carotideo de mamiferos (células glomus). Fonte:
Adaptado de RANDALL et al. (1997).
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Cartilagem . Artéria aferente

. Artéria eferente Seio venoso central

. Células neuroepiteliais
5-HT

Figura 3. Modelo proposto da localizagdo das
provaveis células receptoras de O,
nas branquias dos peixes: rastros
(R); lamela secundaria (L);
extremidades das lamelas (FT) e
centro dos filamentos (F). Fonte:
Adaptado de COOLIDGE et al.
(2008).
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Figura 4. Modelo proposto para a deteccio do O, pelas NECs nas branquias dos peixes.
Diagrama esquematico ilustrando que as NECs branquiais podem responder ao decréscimo
da PO, interna (corrente sanguinea) ou externa (agua corrente). O decréscimo da PO, ¢
detectado pela NEC e induz (1) uma inibi¢do dos canais de K transmembrana. Isto provoca
(2) uma redugdo no potencial de membrana (V,,) e (3) uma ativagao subsequente dos canais
de Ca®" dependentes de voltagem. Um influxo de Ca™ através da membrana (4) aumentara
os niveis de Ca™ intracelular, que (5) causard a secre¢do de um ou mais tipos de
neurotransmissores das vesiculas sinapticas citoplasmaticas para a fenda sinaptica. Esta
neurotransmissdo das NECs pré-sinapticas (6) provocara a ativagao de receptores sensoriais
pos-sinapticos levando um aumento na taxa de disparos dos impulsos nervosos. Fonte:
Adaptado de PERRY et al. (2009a).
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1.3.2. Distribuicdo e Orientacdo

Muitos estudos demonstraram que quimiorreceptores de O, branquiais sao
inervados pelos nervos cranianos IX (glossofaringeo) e X (vago) (SMATRESK, 1987;
BURLESON & SMATRESK, 1990a; McKENZIE et al., 1991a), enquanto que os da cavidade
orobranquial pelos nervos V (trig€mio) e VII (facial) (FLORINDO et al., 2006). No entanto,
surge outro importante questionamento: os quimiorreceptores sensiveis ao O, destes locais
possuem orientacdo tanto a nivel externo, monitorando a PO, da agua corrente, quanto a nivel
interno, monitorando a PO, da corrente sanguinea?

Segundo MILSOM & BRILL (1986), BURLESON (1991) e BURLESON &
MILSOM (1993), os quimiorreceptores de O, branquiais podem responder somente, ou
preferencialmente, a mudangas no nivel externo (dgua corrente) ou no nivel interno (corrente
sanguinea) de O,. Estes autores observaram que alguns receptores sdo sensiveis as mudangas
na PO, tanto da dgua corrente que banha as branquias quanto a PO, do sangue que perfunde
as mesmas. Tais informagdes sugerem que os quimiorreceptores de O, estdo distribuidos
difusamente nas branquias, apesar de algumas espécies, como o atum, haver uma
predominancia de quimiorreceptores de O, orientados externamente e, em truta, orientados
internamente. At¢é o momento, nenhum dos estudos comprovou se a orientacdo externa e
interna dos receptores ¢ um aspecto comum a todos os peixes, ou se estd associada com
diferengas no habitat (MILSOM, 1997).

As observagdes de que as branquias possuem quimiorreceptores de O, orientados
tanto interna quanto externamente sdo justificadas por estudos sobre os reflexos que sugerem
que os quimiorreceptores de O, orientados internamente produzem somente respostas
ventilatorias (RANDALL & SMITH, 1967, CAMERON & WOHLSCHLAG, 1969;
CAMERON & DAVIES, 1970; HOLENTON 1971; SMITH & JONES, 1978; SMATRESK
et al., 1986; BURLESON & SMATRESK, 1990b; BURLESON, 1991; McKENZIE et al.,
1991a; BURLESON & MILSON, 1993), enquanto que os quimiorreceptores de O, orientados
externamente produzem ambos os efeitos reflexos, cardiovasculares e ventilatorios
(RANDALL & SMITH, 1967; SAUNDERS & SUTTERLIN, 1971; SMITH & JONES, 1978;
SMATRESK et al, 1986; BURLESON & SMATRESK, 1990b; BURLESON, 1991;
MCKENZIE et al., 1991; BURLESON & MILSOM, 1993).

Segundo SMITH & JONES (1978) e DAXBOECK & HOLETON (1978) a
desenervagdo do 1° arco branquial elimina a resposta cardiaca a hipdxia em trutas. Além

disso, MILSOM (1997) relatou que a bradicardia hipoxica nesta espécie origina-se somente
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frente a hipdxia externa. Este autor sugere que os receptores de O, orientados externamente
devem estar restritos ao 1° par de arcos branquiais e que, se estiverem presentes nos outros
pares de arcos, ndo devem estar envolvidos com respostas cardiacas, mas somente com
respostas ventilatorias. No bagre Ictalurus punctatus, a bradicardia resultante da injecao de
cianeto de s6dio (NaCN) ao fluxo ventilatorio de agua (ver item 1.4.1.), foi abolida somente
apds a desenervagdo bilateral dos ramos do vago inervando os 1% e 3 arcos branquiais
(BURLESON & SMATRESK, 1990b). No entanto, a inje¢do de NaCN na circulagdo
sanguinea, via aorta dorsal, ndo apresentou efeitos sobre o ritmo cardiaco o que sugere que,
nesta espécie, os arcos branquiais, com exce¢do do 1° arco branquial, realmente possuem
receptores orientados externamente e que existe variabilidade na distribuicao destes
receptores, ou pelo menos daqueles envolvidos no reflexo cardiaco (MILSOM, 1997). Desta
forma, pode-se concluir que as respostas cardiorrespiratorias induzidas pelos
quimiorreceptores de O, diferem consideravelmente entre as espécies de peixes e, em alguns
casos, chegam até ser contraditorias.

Sendo o volume de informagdes sobre os quimiorreceptores de O, de espécies
tropicais de RA muito pequeno isto dificulta qualquer tipo de analise comparativa (MILSOM,
2012). Além disso, a literatura fornece poucas informagdes sobre os mecanismos que iniciam
a RA acessoria e as alteragdes cardiorrespiratorias associadas com o estresse hipoxico em
peixes de RA em geral (McKENZIE et al., 1991a). Face ao exposto, o presente projeto
pretendeu, além de estudar as respostas cardiorrespiratérias mediadas pelos quimiorreceptores
de O, branquiais frente a exposi¢des de hipoxia, estender estes conhecimentos a uma espécie

tropical de RA: o bagre africano, Clarias gariepinus.
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Figura 5. Localizagdo dos nervos cranianos de tambaqui, Colossoma macropomum. Evidéncia para
origem dos nervos na por¢ao dorsal do encéfalo e a inervagao dos arcos branquiais. Fonte:
Adaptado de MILSOM et al., 2002.
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1.4. PEIXES DE RESPIRACAO AEREA E O BAGRE-AFRICANO, CLARIAS GARIEPINUS

Espécies de RA podem frequentemente ser encontradas, principalmente em
regides tropicais, confinadas em lagoas marginais hipoxicas e hipercarbicas durante semanas
ou até meses de estiagem. Nestas situagdes indspitas, adaptacdes a RA sdo determinantes para
a sobrevivéncia de muitas espécies (KRAMER et al., 1978).

Entre os teledsteos de RA, os 0rgdos acessorios de respiracdo aérea (ABOs — Air
Breathing Organs) sao bastante diversificados. Em algumas espécies ocorrem modifica¢des
na bexiga natatéria e, em outras, as modificacdes podem estar relacionadas a cavidade
bucofaringeana, camara opercular, trato gastrointestinal, entre outros. GRAHAM (1997)
descreveu detalhadamente a morfologia dos ABOs atualmente conhecidos e até hipotetizou
um modelo de como seria todos estes ABOs num unico organismo (Fig. 6).

Entre os peixes de RA existe uma grande variagao interespecifica no que se refere
ao grau de dependéncia da dgua ou do ar, a qual estd diretamente relacionada com o
desenvolvimento de suas branquias e ABOs, além do proprio habitat natural (FARBER &
RAHN, 1970; GAREY & RAHN, 1970; HUGHES & SINGH, 1970, JOHANSEN, 1970;
SINGH & HUGHES, 1971). Além disso, diversos fatores podem influenciar a capacidade de
extracdo do O, do ar atmosférico como, por exemplo, a quantidade de O, e CO; do meio
aquatico, temperatura, afinidade Hb-O,, perfusdo dos gases pelas estruturas respiratorias,
nivel de atividade/forrageamento, aclimatacdo a hipdxia e predadores (GRAHAM, 1985;
KRAMER & GRAHAM, 1976; KRAMER et al., 1983; GRAHAM & BAIRD, 1984; SMITH
& KRAMER, 1984; GEE, 1986; HILLMAN & WITHERS, 1987; SHINGLES et al., 2005;
CHAPMAN & McKENZIE, 2009). Ainda, outros fatores podem afetar a propria duragdo da
respiragdo aérea como, nivel de claridade, periodo do dia, a profundidade em que o peixe vive
e toxinas presentes na dgua (KULAKKATTOLICKAL & KRAMER, 1988).

A familia Clariidae possui aproximadamente 14 géneros e a principal
caracteristica que une todas as espécies ¢ o Orgdo suprabranquial de RA (TEUGELS &
DOMENIQUE, 2003). O bagre-africano, Clarias gariepinus (Fig. 5) adapta-se facilmente em
rios com altos fluxos de agua ou ambientes indspitos como aguas calmas de lagos bem
tarbidos de 4 a 80 metros de profundidade (FAO, 1997; MILI & TEIXEIRA, 2006), as quais
podem possuir grandes variagdes no pH (6,5 a 8,0) e na temperatura (8 a 35 °C) (TEUGELS,
1986). Eles também sdo capazes de secretar muco e enterrarem-se na lama a fim de prevenir a

desidratagdo durante a estiagem (PIENAR, 1968; TEUGELS, 1986; SKELTON, 1993).
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Outra caracteristica do bagre-africano ¢ a capacidade de rastejar-se na terra
através de movimentos de natagdo e utilizando sua forte nadadeira peitoral a fim de procurar
de melhores condi¢des de vida, alimentagdo e sitios reprodutivos. Os machos e fémeas de
Clarias gariepinus atingem a maturagcdo sexual com tamanhos similares (ao redor de 330
mm) ¢ seus periodos reprodutivos estdo associados ao verdo e ao periodo de chuvas
(BRUTON, 1979; ZAKI & ABDULA, 1983; OSUIGWE & ERONDU, 1997; DADEBO,
2000). Segundo NATAKANI et al. (2001), o bagre-africano possui fecundacdo externa com
cuidado parental. Além disso, apesar do bagre-africano utilizar o rastejamento para fuga de
predadores, ele pode ser facilmente predado principalmente pelos homens, mas também por
leopardos, crocodilos e passaros, sendo a aguia-pescadora (género Haliaeetus) e o marabu
(Leptoptilos crumeniferus) seus predadores mais comuns (SKELTON, 1993).

O bagre-africano ¢ considerado uma espécie de grande porte podendo atingir até
170 cm de comprimento total e 60 kg de massa corpérea (TEUGELS, 2003). Apresenta
habitos noturnos e ¢ omnivoro de tal forma que tém preferéncia por forragear a noite a
procura de uma ampla variedade de presas, tais como peixes, passaros, anfibios, pequenos
mamiferos, répteis, caracdis, caranguejos, camardes, insetos, plantas, podendo ainda ser
planctégafo se necessario (MUNRO, 1967; HICKLEY & BAILEY, 1987; ADEYEMO et al.,
1997, DADEBO, 2000; ARRINGTON et al., 2002; FERRI, 2004). Tal predacdao torna-se
mais visivel durante periodos de estiagem, quando presas e predadores ficam mais agrupados.
Entretanto, diversos clariideos sdo capazes de sobreviver por longos periodos de escassez de
alimento (COURTENAY, 1970; COURTENAY et al., 1974).

O género Clarias é comumente distribuido por toda a Africa e sul da Asia.
Atualmente, eles estdo distribuidos em muitas areas da América também (LACHNER et al.,
1970; COURTENAY & STAUFFER, 1984; TEUGELS & DOMENIQUE, 2003). Tendo em
vista sua rusticidade, habito alimentar variado, alta taxa de crescimento e conversdo alimentar,
boa qualidade de sua carne, além da capacidade de adaptagdo em ambientes indspitos, Clarias
gariepinus foi introduzida no Brasil na década de 90 com objetivo de procriagdo para
comercializacdo (VERRETH et al, 1993; ALVES, 1999). Entretanto, tanques foram
construidos inapropriadamente o que facilitou a fuga de alguns exemplares. Estes, por sua
vez, por terem poucos predadores naturais e serem resistentes as condi¢cdes ambientais
adversas, comecgaram a reproduzir-se facilmente e colocar em risco a ictiofauna nativa, visto
que sdo predadores generalistas de topo de cadeia (ALVES et al., 1999; MILI & TEIXEIRA,
2006; RICHTER, 2014). Atualmente, a espécie encontra-se registrada para as bacias
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hidrograficas do rio Sao Francisdo, Rio Doce, Rio Grande (ALVES, 1999) e rio Parana
(NAKATANTI et al., 2001).

Segundo revisdo taxondmica de GRAHAM (1997), o bagre-africano ocupa a
seguinte posi¢do sistematica:

Reino: ANIMALIA

Filo: CHORDATA

Classe: OSTEICHTHYES
Sub-Classe: ACTINOPTERYGII
Divisao: HALECOSTOMI
Subdivisdo: TELEOSTEI
Infradivisdao: EUTELEOSTEI
Superordem: OSTARIOPHSI

Ordem: SILURIFORMES

Familia: CLARIIDAE

Género: Clarias

Espécie: Clarias gariepinus

Figura 6. Exemplar de bagre-africano, Clarias gariepinus (BURCHELL, 1822) de 385g. (Fotografado por
BELAO, T.C.)

Uma das primeiras descrigoes do o6rgdo de respiragdo aérea (ABO) desta familia
foi feita por GEOFFROY ST. HILAIRE (1802) para Silurus (= Clarias) anguillaris. O ABO
deste género ¢ composto de um par de camaras suprabranquiais localizadas na parte posterior-
dorsal da cavidade opercular e quase totalmente preenchido por érgaos arborescentes, que sao
extensdes das partes mais elevadas dos 2% e 4 arcos branquiais (Fig. 7). A abertura de cada
camara possui leques branquiais que sdo extensdes das ultimas lamelas branquiais que se
fundiram durante o desenvolvimento ontogenético. A superficie mais interna destas camaras,
a base, as paredes interiores da cadmara e as superficies arborescentes sdao todas envolvidas por
um epitélio branquial modificado e vascularizado que auxilia a fungdo respiratoria aérea
(MOUSSA, 1956, 1957; MUNSHLI, 1962, 1976; SINGH et al., 1982).

Na ultima década, estudos realizados com o bagre-africano, Clarias gariepinus,

abrangeram diversas areas como crescimento, reproducdo, parasitas naturais, comportamento,
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toxinas e genética (PANTASIS & NEOFITOU, 2004; NA-NAKORN et al., 2004; CAVACO,
2005; YILMAZ, 2005; MAUGUIT & VANDEWALLE, 2007, KONAS et al., 2010;
OLURIN & OLUWO, 2010; AKOLL et al., 2012; ENYIDI et al., 2013; NDIMELE &
OWODEINDE, 2012; MARIMUTHU et al., 2013; MUKAI et al., 2013; VAN RENSBURG
et al., 2013; WANG et al., 2013). Além disso, as respostas cardiorrespiratérias frente a
hipoxia foram estudadas por BELAO et al. (2011) e serviram de piloto para o presente estudo.
Contudo, a localizacdo, distribuicdo e orientagdo dos quimiorreceptores de O, branquiais,
responsaveis pela origem da modulag@o destas respostas, ainda ndo foram identificados o que
torna o presente estudo de grande relevancia, principalmente para comparagdo com outras

espécies de RA.

(Graham, 1997)

Figura 7. Peixe de respiragdo aérea generalizado “Aeroespirichthys” ilustrando os ABOs conhecidos
atualmente, incluindo: superficie epitelial modificada dentro da cavidade bucal (Br); (F)
faringeal; esofagica (E); opercular (Q), como também nas branquias (B), na pele (S), no
estomago (Es) e no intestino (I). Espacos modificados incluem a cadmara suprabranquial
(SB), ¢ sacos faringeais (SF). Camaras modificadas incluem o ducto pneumatico (DP) e
pulmio ou bexiga natatoria (P-BN). Projecdes dentro destes espagos incluem o labirinto
(L), dendritos (D) e leques branquiais (LB). Fonte: Adaptado de GRAHAM (1997).
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Figura 8. Fotografias das estruturas morfofuncionais de respiracdo de um bagre-africano, Clarias
gariepinus (~ 1,7 kg). A— Vista dos arcos branquiais separados; B — Vista dos arcos
branquiais unidos; C — Vista dos leques branquiais ¢ do ABO; LE — lado esquerdo, LD —
lado direito. Fonte: Adaptado de GLASS & RANTIN (2009).
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1.5. SISTEMA NERVOSO AUTONOMICO E O CONTROLE DA FREQUENCIA CARDIACA EM PEIXES

A fungdo cardiaca dos peixes normalmente estd sob o controle do sistema nervoso
autonomico, o qual possui ganglios neurais eferentes que fazem sinapse no coracgdo
(NILSSON, 1983; SANDBLOM & AXELSSON, 2011). O coracdo dos teledsteos e os
elasmobranquios sdao inervados por fibras colinérgicas que percorrem todo o nervo vago e
alcancam o seio venoso mediante os ductos de Cuvier. Terminais do nervo vago sdo
encontrados no seio venoso, no tecido marca-passo, nas paredes do atrio, na jungdo atrio-
ventricular (AV), porém ndo no ventriculo (SANTER, 1985). Esta inervacdo colinérgica
parassimpatica geralmente ¢ inibitoria e atua no receptor muscarinico do marca-passo ¢ dos
tecidos atriais deprimindo a frequéncia cardiaca e sua excitabilidade. Entretanto, a inervacao
vagal ¢ estimulatoria no coragdo da lampreia e provoca seus efeitos através de receptores
nicotinicos (SANTER, 1985). O coragdo de elasmobranquios e linguado da familia
Pleuronectidae parecem nao ter inervacao simpatica (COBB & SANTER, 1973; DONALD &
CAMPBELL, 1982; NILSSON, 1994; SANDBLOM & AXELSSON, 2011). Contudo, o
cora¢do da maioria dos peixes € inervado também por fibras nervosas simpaticas adrenérgicas
que sdo normalmente excitatérias e atuam mediante receptores adrenérgicos aumentando a
contratilidade e a fy do miocardio (NILSSON, 1983; SANTER, 1985; SANDBLOM &
AXELSSON, 2011). Estas fibras nervosas simpaticas percorrem ao longo do nervo vago e
alcanga o coracdo inervando todas as partes do miocardio dos peixes (GAMPERL & SHIELS,
2014).

O ritmo intrinseco das células marca-passo que define o batimento cardiaco dos
peixes, conhecido como f basal, varia significantemente entre as espécies. Esta fi; basal pode
variar com a temperatura ou a historia de aclimatagdo das espécies, como, por exemplo: (1) a
temperatura de 10-12°C a fi; basal dos cicléstomos é ~15 bpm, enquanto ela varia entre 30 a
50 bpm nos teledsteos (FARREL & JONES, 1992); (2) a fiy basal tem um Qo de ~2,0-2,5, isto
¢, a fii basal duplica quando a temperatura aumenta a cada 10°C; (3) truta arco-iris quando
aclimatada a 4°C tem uma fj; basal de 61 bpm, mas quando aclimatada a 17°C tem uma fj;
basal de 48 bpm (AHO & VORNANEN, 2001). Apesar disso, a taxa que o coragao dos peixes
normalmente contrai ¢ raramente a fi basal, pois a fy também depende do balango entre a
estimulacdo nervosa parassimpatica e simpdatica, da tensdo do miocardio e dos hormonios
circulantes, como, por exemplo, as catecolaminas (FARREL & JONES, 1992). Os sistemas
colinérgicos e adrenérgicos possuem efeitos antagonistas no coragdo, sendo que o primeiro

diminui a fy enquanto o segundo a aumenta. A contribuicdo destes dois sistemas no ajuste da
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fu € estimado pelo célculo do tonus adrenérgico e colinérgico do coragao realizado através de
bloqueadores farmacolégicos (ver item 3.7.). Entretanto, ¢ dificil comparar os tonus
adrenérgicos e colinérgicos, pois eles variam significativamente entre as espécies (desde 10%
a 80 %) e também porque sdo dependentes da temperatura (FARREL & JONES, 1992;
SANDBLOM & AXELSSON, 2011). Por exemplo, aclimatagdo ao frio por no minimo 2
semanas pode aumentar (Scyliorhinus canicula, TAYLOR et al., 1977; truta arco-iris, WOOD
et al., 1979) ou diminuir (Anguilla anguilla, SIEBERT, 1979) o tonus colinérgico, enquanto o
tonus adrenérgico demonstrou sempre diminuir (WOOQOD et al., 1979).

Diante disto, ¢ pela falta de dados que comparem os tonus autondmicos do
coracao de espécies de respiradores bimodais, o presente trabalho estudou os tonus
colinérgico e adrenérgico no bagre-africano, C. gariepinus, um respirador aéreo facultativo de

ambiente tropical.

1.6. PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DO CIANETO

O cianeto [acido hidrocidnico (HCN) ou 4cido prussico] € um dos venenos com
acdo mais rapida levando as vitimas a Obito apds alguns minutos de exposicdo (WEGER,
1983; KLAASSEN, 2001). Na pesquisa cientifica, o cianeto de sddio (NaCN) tem sido
utilizado em estudos nos diversos grupos de vertebrados. Ele ¢ conhecido por estimular todos
os quimiorreceptores de O,, incluindo os quimiorreceptores dos corpos carotideos em
mamiferos (MILLIGAN & LAHIRI, 1981; FRANCHINI & KRIEGER, 1993) e os
quimiorreceptores de O, branquiais de peixes (BURLESON & MILSOM, 1990; McKENZIE
et al., 1991a). Ele atua bloqueando a fosforilagdo oxidativa (BURLESON et al., 1992), mais
especificamente o Complexo IV (citocromo ¢ oxidase) da cadeia respiratdria, que encontra-se
na membrana interna da mitocondria. Este bloqueio ¢ devido o NaCN possuir grande
afinidade pela forma férrica (Fe’™; citocromo as), mas ndo a forma ferrosa (Fe*"; citocromo
ay) deste complexo. Desta forma, o cianeto liga-se rapidamente ao ion férrico, impedindo seu
retorno ao estado ferroso. Com isso, ele bloqueia toda a cadeia respiratéria e impede que os
elétrons sejam transferidos para seu receptor final, um atono de oxigénio, que captaria dois
protons H' para formar agua. Apesar da existéncia de O, dentro da célula, o NaCN bloqueia
sua utilizacdo, o que inibe a respiragdo celular resultando e promove uma acidose latica e
hipodxia citotoxica (Fig. 9) (KLAASSEN, 2001).

No caso do presente trabalho, o NaCN foi utilizado no bagre-africano a fim de

identificar a orientacdo dos quimiorreceptores de O, branquiais, se estdo orientados
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externamente, monitorando as alteragdes da PO, da agua inspirada possivelmente através de
quimiorreceptores de O, presentes na extremidade das lamelas secundarias (Fig. 3), ou
internamente, monitorando a PO, do sangue arterial possivelmente presentes nas artérias

aferentes e eferentes e no seio venoso central (Fig. 3).

membranainterna
mitocondrial

Cianeto

Espago Complexo ()
intermembrana protéico
transportado

: ff' " “lCitocromo /‘\xudase
.:;_ NADH redutase
edutase 2H + 1/20, H,O0

Membranainterna
mitocondrial

H* LISSNADL ADP +(P) “ATP
(transporte de e~ e
Matriz mitocondrial dos alimentos) @
Cadeia Transportadora de Elétrons ATP sintase

Figura 9. Ilustracdo do sitio de liga¢do do cianeto inibindo o transporte de elétrons (¢°) na membrana
interna da mitocondria, impedindo a utilizagdo do O, e produgdo de ATP.
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1. OBJETIVOS

1.1. PRINCIPAL

Entender e analisar a origem dos finos ajustes respiratorios e cardiacos de Clarias
gariepinus frente a simulagdes de hipoxia ambiental em laboratorio.

2.1 DEMAIS OBJETIVOS
O presente projeto teve por objetivos:

I. Determinar a localizagdo dos quimiorreceptores de O, branquiais de C.
gariepinus, verificando se estdo restritos aos 1% arcos branquiais ou distribuidos pelos quatro
pares de arcos branquiais;

II. Determinar a orientacdo dos quimiorreceptores de O, branquiais de C.
gariepinus, verificando se estdo orientados internamente (monitorando as variagdes da PO, no
sangue) ou externamente (monitorando a PO, na 4gua que passa pela corrente ventilatoria);

III. Avaliar como esses quimiorreceptores de O, branquiais medeiam as alteragdes
das variaveis cardiorrespiratorias (taxa metabolica - V0, e extracdo da corrente ventilatoria —
EOy; fu; Vi3 Vre fr) em resposta a hipoxia gradual sem acesso ao ar atmosférico;

IV. Avaliar como esses quimiorreceptores de O, branquiais medeiam as alteracdes

das variaveis cardiorrespiratorias (fu; Vawmp; fra € fr) em resposta a hipoxia gradual com
acesso ao ar atmosférico;

V. Verificar a ocorréncia de altera¢des na fi; associadas a RA e o seu controle pelo
sistema nervoso autonomo (tonus colinérgico e adrenérgico).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. COLETA E MANUTENCAO EM LABORATORIO

Exemplares de bagre africano, Clarias gariepinus (Wt ~ 200 — 350 g) foram
obtidos em criagdes comerciais no municipio de Sdo José do Rio Preto, SP. Os exemplares
foram mantidos no Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa (LZBC) do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF) da UFSCar, em tanques de 1.000 L, com fluxo
continuo de 4gua normoxica (PwO; ~ 140 mmHg) néo clorada e a temperatura de 25 + 1 °C.
Ao chegarem ao laboratério os animais foram tratados, durante 1 semana, com antibiotico
(cloridrato de tetraciclina 250 mg em 500 L) e fungicida (cetoconazol 200 mg em 500L) para
se evitar mortes por infec¢des. Os animais foram mantidos neste tratamento durante toda a
noite e parte da manha, sendo a agua trocada no periodo da tarde, onde novo tratamento era
realizado. Apoés este periodo, os animais foram alimentados ad libitum com ragdo com 32%
de proteina. Antes dos protocolos experimentais, os peixes foram mantidos em jejum por 48 h
para se evitar a eliminacdo de produtos de excre¢cdo dentro dos respirometros ou do sistema de

RA (descrito nos item 3.4 e 3.5, respectivamente).

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

A anatomia de C. gariepinus ndo permite o acesso para a sec¢do dos nervos
cranianos como realizado em outras espécies ja estudadas em nosso laboratorio, tais como
traira, Hoplias malabaricus (SUNDIN et al., 1999), trairdo, Hoplias lacerdae (MICHELI-
CAMPBELL et al., 2009), tambaqui, Colossoma macropomum (SUNDIN et al., 2000,
FLORINDO et al., 2004; 2006), pacu, Piaractus mesopotamicus (LEITE et al., 2007), e jeju,
Hoplerythrinus unitaeniatus (LOPES et al., 2010). No caso do bagre africano, os ramos dos
nervos cranianos IX e X estdo cobertos por musculos da ventilacdo os quais impedem o
acesso para sec¢ao seriada. Assim sendo, para verificar se os quimiorreceptores branquiais de
O, estdo restritos ao 1° par de arcos branquiais, optou-se pelo método de PERRY & REID
(2002).

Para realizar este método (PERRY & REID, 2002), Os animais foram
previamente anestesiados (ver o item 3.3.1) € os 1* arcos branquiais de cada lado do animal
foram firmemente prendidos com linha de sutura e tesoura hemostatica tanto na parte anterior
quanto na posterior. Apos isto, realizou-se a remogdo do 1° par de arcos branquiais com o

auxilio de uma tesoura cirurgica. Em seguida, os cotos foram cauterizados para evitar
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hemorragias durante a recuperagdo poés-operatoria. Este procedimento remove toda a
superficie funcional respiratoria dos 1% arcos branquiais e, consequentemente, 0s
quimiorreceptores de O, ali presentes, impedindo que as aferéncias nervosas destes arcos
levem informagdes ao SNC, nos centros cardiacos e respiratorios.

De acordo com DAVIS (1971), a extirpagdao do primeiro par de arcos branquiais
causaria uma reducdo aproximada de 30% da superficie de area branquial. Embora a redu¢do
de 30% da area branquial, per se, tenha pouco impacto nos niveis de gases do sangue arterial
em peixes em repouso (DAVIS, 1971; JULIO et al., 2000), a abla¢ao bilateral dos primeiros
arcos branquiais demonstrou uma significante diminui¢do da PaO, em truta (DAVIS, 1971).
No entanto, este efeito foi atribuido principalmente a destruicao da pseudobranquia seguida da
interrup¢do de seu suprimento de sangue do que pela perda da superficie de area branquial
(DAVIS, 1971). Assim, devido Clarias gariepinus ndo apresentar pseudobranquia e seus
ABOs serem extensdes dos 2% e 4° arcos branquiais, a ablagdo dos 1* pares de arcos
branquiais nao alterariam a PaO, destes animais durante hipdxia e em repouso.

Diante disso, dois grupos experimentais foram testados: a) um grupo controle,
denominado grupo GC, possuindo as branquias totalmente intactas e b) um grupo com os 1°
par de arcos branquiais removidos cirurgicamente, denominado como grupo desbranquiado
(grupo GD).

Os dois grupos experimentais (GC e GD) foram submetidos aos posteriores
procedimentos cirurgicos, sendo que o grupo GD ficou em repouso por 72 h apos a ablacio
dos 1 arcos branquiais. Os dois grupos experimentais foram submetidos aos seguintes
protocolos experimentais:

a. Protocolo Experimental I: Determinacdo dos pardmetros cardiorrespiratorios
durante hipoxia gradual e sem acesso ao ar atmosférico (respirometria; n = 10, para cada
grupo experimental);

b. Protocolo Experimental II: Determinagdo dos parametros cardiorrespiratorios
durante hipdxia gradual com acesso ao ar atmosférico (sistema de RA, n = 9, para cada grupo
experimental),

¢. Protocolo Experimental III: 1dentificagdo e orientacdo dos quimiorreceptores
de O, branquiais (sistema de RA, n =12, para cada grupo experimental);

d. Protocolo Experimental IV: Relagdo entre o controle autondmico e a
frequéncia cardiaca pré- e pds-respiragdo aérea (camaras de contencdo; n =10, cada grupo

experimental).
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3.3. PREPARACAO DOS ANIMAIS

3.3.1. Procedimentos Cirurgicos

Os peixes foram previamente anestesiados em solugio de benzocaina (0,1 g.L™)
até seus movimentos ventilatorios cessarem, cerca de 3 a 5 minutos. Apos isto, os animais
foram pesados e transferidos para uma mesa cirargica, onde suas branquias foram ventiladas
artificialmente com uma solucao diluida de benzocaina (0,05 g.L'l) (Fig. 9). Uma canula de
polietileno (PE 90) foi implantada dentro da cavidade bucal (Protocolos Experimentais I a III)
através de uma perfuracdo na regido dorsal no palato. Outras duas canulas foram implantadas
em cada borda dos opérculos (PE 60 - Protocolo Experimental I), € mais uma outra canula
(PE 10) foi introduzida na veia caudal (Protocolos Experimentais III e IV).

A canula bucal foi conectada primeiramente a uma torneira de trés vias que
possibilitou os seguintes procedimentos: (a) a forma¢do de uma coluna d’agua para os
registros das ondas ventilatorias, posteriormente utilizadas para medi¢ao da frequéncia
respiratoria (fx — Protocolo I a III), da ventilagdo branquial (V; — Protocolo I) e da amplitude
ventilatoria (Vamp — Protocolo II e III) ao se conectar esta canula bucal a um transdutor de
pressao; (b) a coleta de amostras de agua do interior da cavidade bucal, antes de passar pelas
branquias, para as medidas da PO, da 4gua inspirada (Pi,pO> — Protocolo I a III) e (c) a
inje¢do da droga estimuladora dos quimiorreceptores de O, branquiais na corrente ventilatoria
(Protocolo III). Assim, para a obtengdo dos registros das variagdes de pressao intrabucal, uma
das saidas da torneira de trés vias foi conectada a um transdutor de pressao (Utah Medical
Produtcs), acoplado a um amplificador de pressao (AECAD 0804 — AVS, Sdo Paulo) e este,
por sua vez, enviou sinais para uma placa de aquisicdo de dados (WinDaq - WinDagq/Lite
Waveform Recording Software® — DATAQ DI-194 Serial Port Data Acquisition Module)
instalada em um microcomputador compativel.

As canulas operculares serviram para coletar amostras da d4gua que passaram pelas
branquias (4gua expirada, Pex,O, — Protocolo Experimental I).

A canula introduzida na veia caudal e preenchida com solucdo salina heparinizada
(NaCl 0,9 %, 100 ULmL™" de heparina) teve por objetivo introduzir diretamente na corrente
sanguinea a droga estimuladora dos quimiorreceptores de O, branquiais (injegdes internas de
NaCN, Protocolo III) e inje¢do de drogas agonistas e antagonistas muscarinicas e -
adrenérgicas (Protocolo IV) (SUNDIN et al., 2000; FLORINDO et al., 2004; 2006; LEITE et
al., 2007). Para isto, a canula caudal foi conectada a uma torneira de trés vias onde em uma

das saidas encontrava-se uma seringa com uma solucdo determinada por cada protocolo
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experimental, e a outra saida com uma seringa contendo salina heparizinada (ver detalhes no
item 3.6 ¢ 3.7).

Para as medidas da frequéncia cardiaca por eletrocardiografia (ECG), foram
implantados dois eletrodos de ECG (Protocolos Experimentais I a IV) na musculatura ventral
dos peixes, sendo: a) um eletrodo principal (+) inserido ventralmente entre as branquias ¢ o
coracao ¢ b) um segundo eletrodo (—) inserido na musculatura acima da linha lateral e na
extremidade da nadadeira pélvica (Fig. 9) (GLASS et al., 1991; RANTIN et al., 1993). Um
terceiro eletrodo (referéncia) foi preso a uma grade de ago inoxidavel e mantido dentro da
agua do sistema experimental durante os experimentos. Esta preparacdo resultou em um
eletrocardiograma tipico da derivacao DI da eletrocardiografia padrao.

Apobs os procedimentos cirurgicos, os peixes foram transferidos para em seus
respectivos sistemas experimentais ou o de respirometria sem acesso ao ar atmosférico
(Protocolo Experimental I — Fig. 10) ou o sistema de RA (Protocolos Experimentais IT a IV —
Fig. 11) (ver detalhes em RANTIN et al., 1996; 1998). Os animais foram mantidos nestes
sistemas com agua normoxica (PwO; > 130 mmHg) e com temperatura controlada em cerca

de 25 + 1 °C para recuperagao pos-cirurgica de no minimo 12 horas (“overnight™).
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Figura 10. Exemplar de bagre-africano, C. gariepinus, anestesiado sobre a mesa cirirgica com
canulas de polietileno implantadas na boca e nas bordas de ambos os opérculos e os
eletrodos de ECG implantados proximo a cavidade cardiaca e na musculatura acima da
linha lateral.
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3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL I — DETERMINACAO DOS PARAMETROS CARDIORRESPIRATO-

RIOS DURANTE HIPOXIA GRADUAL E SEM ACESSO A0 AR ATMOSFERICO

Ap6s os procedimentos cirtirgicos, os peixes (n =10) foram colocados dentro de
um respirdmetro de fluxo constante (~ 3 L; ver detalhes em RANTIN & JOHANSEN, 1984;
RANTIN et al., 1993) e este posicionado dentro de um tanque experimental (30 L). Apds
recuperacdo pos-operatoria, medidas da PO, da dgua de entrada do respirometro (P.O, —
mmHg) e saida do respirometro (PsO, — mmHg) foram monitoradas constantemente através
de um analisador de O, FAC-204A (FAC, Sao Carlos, SP) que teve seu eletrodo calibrado
com solucdo de Borax saturada com sulfito de sodio (solugdo para calibragao de PO, = 0
mmHg, correspondente a 0% de saturagdo de O,) e com dgua aerada até sua total saturagao
com O; atmosférico (PwO; = 140 mmHg). O fluxo constante de dgua através do respirometro
foi regulado em fun¢do da manutengdo adequada de uma diferenga de aproximadamente 10
20 % entre a P.O, e a PO, (Fig. 10).

Neste protocolo experimental foram calculados as medidas da taxa metabdlica (
V0,), da extragio de oxigénio da corrente ventilatéria (EO,), da frequéncia de respiragao (fz),
da ventilagdo branquial (V;), do volume ventilatério (V) e da frequéncia cardiaca (fi).

A taxa metabolica ou tomada de O, - VOZ - foi calculada como:

VOZ = (Pe02 - PSOZ).(X.VR/WT

sendo o = coeficiente de solubilidade do O, na temperatura experimental e pressdo
barométrica local; Vz = fluxo através do respirdmetro (mLH,O.min") e Wy = peso do animal
(kg). Os valores de V0, foram expressos em mLO,.kg ™ .h™".

A frequéncia respiratéria - fr - foi medida pelos registros do mesmo sistema
“transdutor-amplificador-microcomputador”, anteriormente descrito, através da contagem
direta dos picos de pressdo positiva durante o ciclo respiratdrio. A fr foi expressa em
resp.min”.

A ventilagdo branquial - V; - foi calculada como:

(PeOZ _ PQOZ)' VR

VG = Pins OZ_Pex 02
Wy
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onde: Pinp,O, = PO, (mmHg) da agua inspirada, registrada pela dgua advinda da canula bucal
conectada ao eletrodo do analisador de O, € PepO2 = PO, (mmHg) da 4gua expirada,
registrada pela 4gua advinda da canula opercular conectada ao eletrodo do analisador de O,.
Os valores de V foram expressos em mLH,0.kg "' .min".

O volume ventilatério - V7 - foi calculado dividindo-se a V; pela fz e expresso em
mLH,0.kg " resp™.

A frequéncia cardiaca - fj; - foi registrada conectando-se os dois eletrodos de ECG
a um acoplador universal de um fisidgrafo Narco Narcotrace-40 (Narco Biosystems, Houston
TX, USA) e seus sinais transferidos para um outro canal do sistema de aquisi¢do de dados
acima citado. Os valores de f foram obtidos pela contagem direta dos complexos QRS do

ECG e expressos em bpm (batimentos por minuto).
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Figura 11. Ilustracdo do sistema de respirometria utilizado na obtencao dos dados de VO0,, Vg, fr, Vre

Ju.
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3.4.1. Respostas Cardiorrespiratorias a Hipoxia Gradual

Ap6s o ajuste do fluxo de agua através do respirdmetro e calibragdo do analisador
de O,, iniciou-se o protocolo experimental, cujos registros cardiorrespiratorios foram
continuamente gravados até o término do experimento.

Primeiramente, foram tomados os dados das varidveis cardiorrespiratorias (V0O,,
EO,, fr, V1, V¢ e fi) durante norméxia (PwO, = 140 mmHg) e, a seguir, os peixes foram
submetidos a hipoxia gradual nas seguintes PwO,: 100, 70, 50 ¢ 30 mmHg por 30 min em
cada P.O, experimental. As diferentes PO, hipoxicas foram obtidas borbulhando-se N, na
agua do tanque experimental. Estas PwO, foram monitoradas constantemente por
sifonamento ininterrupto da 4dgua advinda do sistema de respirometria, que percorria uma
canula de polietileno até uma cuveta contendo o eletrodo do analisador de O, FAC 204A,
citado anteriormente. Este procedimento serviu para monitorar as diferentes PwO, e foi
utilizado nos Protocolos Experimentais de hipoxia gradual (Protocolos I a II).

Este protocolo experimental teve por objetivo comparar os dados dos pardmetros
cardiorrespiratorio dos grupos GC e GD e calcular suas respectivas tensdes/pressdes parciais

critica de O, (PcO; - mmHg).

3.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL II: DETERMINACAO DOS PARAMETROS CARDIORRESPIRATO-

RIOS DURANTE HIPOXIA GRADUAL E COM ACESSO A0 AR ATMOSFERICO

Apos os procedimentos cirurgicos, os animais (7 =9) foram levados a um sistema
projetado e construido para medicao, principalmente, da frequéncia de respiracdo aérea (fra).
O sistema dispde de duas cAmaras superpostas, a superior, onde o peixe foi mantido durante o
experimento, ¢ a inferior, utilizada para ajustar os diferentes niveis de PwQO, através de
borbulhamento de N, na agua (Fig. 11). A agua da camara inferior foi continuamente
bombeada para a cdmara superior e drenada novamente para a inferior através de um sifao, a
fim de manter o nivel de agua. As variagdes da PwQO; (normoéxia e hipdxia) foram
monitoradas continuamente como descrito no item 3.4.1.

O formato da cdmara superior permitiu os animais permanecerem no fundo e
realizar movimentos de forrageamento, além dos comportamentos de respiracdo aérea. Este
compartimento ¢ dotado de dois ventiladores na superficie aquatica, os quais mantém um
fluxo de ar unidirecional que forma “tinel de ar”. Este “tinel de ar” € necessario para remover

todo o excesso de N, difundido da dgua para o ar e, por conseguinte, manter uma composicao
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constante de ar atmosférico semelhante ao da natureza sobre a superficie aquatica para
respiragdo aérea efetuada pelo bagre-africano.

As subidas dos peixes a superficie aquatica para a tomada de O, do ar atmosférico
foram constantemente monitoradas. Devido este sistema possuir a parte frontal em acrilico
transparente, foi possivel quantificar a frequéncia de tomada de ar atmosférico/frequéncia de
respiracdo aérea (fra — RA.W'). A fra foi registrada pela contagem direta das subidas do
animal, para tomadas do ar atmosférico, monitoradas por meio de uma camera Fujika® — FK-
586 C/B acoplada a um monitor de video Broksonic® - CERTC- 2808 UL (Fig. 11). Tanto o
monitor de video quanto o computador utilizado para os registros cardiorrespiratérios estavam
localizados atrds do sistema experimental, sendo que o animal ndo foi perturbado pela
presenca do experimentador, o que poderia inibir seus comportamentos naturais.

Neste protocolo experimental foram calculadas as medidas da fz, da amplitude
ventilatoria (Vamp), da fra € da fy. Os parametros fr e fi; foram medidos do mesmo modo
como anteriormente descrito no ifem 3.4 € a fra esté descrita no paragrafo anterior.

A Vamp foi medida pelos registros do mesmo sistema “transdutor-amplificador-
microcomputador), acima descrito, através do calculo da variacdo do pico e vale dos dados
controle (em normoxia), padronizados como sendo 100%, comparados com os dados
experimentais (em hipoxia). A Vamp foi expressa em porcentagem (%).

Os registros foram continuamente gravados durante todo o experimento, porém a
analise para medi¢ao da fr, Vamp € fu foi realizada apenas no primeiro minuto anterior e
posterior as RAs. Esta padronizagao foi feita com o objetivo de determinar como os
comportamentos de RA atuam nestes pardmetros cardiorrespiratorios e comparar se existe
alguma resposta efetuada diferentemente do grupo GC para o GD, devido a ablagdo do 1° par
de arcos branquiais. Além disso, este protocolo experimental avaliou como os
comportamentos de RA estdo relacionados a PcO,, calculada pelo Protocolo I, e se a
quantifica¢do dos comportamentos de RA sdo alteradas nos diferentes grupos experimentais.

Desta forma, os registros cardiorrespiratorios foram gravados durante as seguintes
PwO;: 140 (normoxia), 100, 70, 50, 30, 20 e 10 mmHg e os peixes foram expostos por 1 h em

cada tensdo de P,,0,.
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Figura 12. Ilustracdo do sistema experimental desenvolvido para animais de respiragdo aérea e
utilizado na obtencdo de dados de fr, Vawmp, fra € fu do bagre-africano, Clarias gariepinus,
exposto a hipéxia gradual.
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3.6. PROTOCOLO EXPERIMENTAL III: IDENTIFICACAO E ORIENTACAO DOS QUIMIORRECEPTO-

RES DE O; BRANQUIAIS

Apos os procedimentos cirargicos, os peixes foram levados ao mesmo sistema de
RA (descrito no item 3.6), para recuperagdo pos-operatoria durante toda noite (“overnight”), e
mantidos em normoéxia (PwO; ~ 140 mmHg). Na manha seguinte, os cabos de ECG foram
conectados aos seus respectivos equipamentos para gravagao dos registros de ECG que foram
utilizados, posteriormente, para medi¢ao da fi;, A canula bucal foi conectada a uma torneirinha
de trés vias que deu acesso a gravacgao dos registros de respiragdo utilizados, posteriormente,
para medicao da fr € da Vamp a canula caudal foi conectada a uma torneirinha de trés vias
para inje¢oes internas de solucdo salina e NaCN.

A identificacdo e orientacdo dos quimiorreceptores de O, branquiais foram
determinadas de acordo com o método de SUNDIN et al. (1999). Primeiramente, para
determinar a concentragdo padrao a ser utilizada, foram realizadas inje¢des internas e externas
crescentes de NaCN em C. gariepinus intactos (n =4) para construcdo da curva dose-resposta.
Iniciou-se a curva com as inje¢des externas devido os registros gravados retornarem mais
rapidamente aos valores basais.

Desta forma, foram injetadas na canula bucal 1,0 mL de solugdo controle (dgua) e
1,0 mL de solugdes crescentes e subsequentes de NaCN (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25;1,5; 2,0
mg.mL™). Estas injecdes tiveram intervalos que variaram entre 5 & 15 min para que ocorresse
o retorno dos registros gravados aos seus respectivos valores basais.

Ap0s isto, foram injetadas na veia caudal 0,3 mL de uma solugdo salina/controle
(0,9 % de NaCl e 0,5 mL de heparina dissolvida em 100 mL de salina) e, posteriormente,
solugdes crescentes e subsequentes de NaCN (0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5 ¢ 2,0
mg.mL" de NaCN em salina heparinizada). Estas inje¢des tiveram intervalos que variaram
entre 15 a 30 min para que ocorresse o retorno dos registros gravados aos seus respectivos
valores basais. E importante salientar que para realizar quaisquer inje¢des internas,
primeiramente foi retirada toda a salina da canula caudal e, entdo, injetado a solugdo
determinada, seja salina ou de NaCN. Apoés isto, para limpar o volume da solugdo
determinada e restante na canula caudal, foi injetado o mesmo volume de salina retirado
anteriormente.

Logo apds a padronizagdo da melhor concentragdo de NaCN a ser utilizada tanto
nas inje¢des externas como nas internas, outros animais (n =12 para cada grupo experimental,

GC e GD), apos passarem pelos devidos procedimentos cirargicos, foram levados a mesma ao
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sistema de respiragdo aérea (Fig. 11) para recuperagao pos-operatoria durante toda noite
(“overnight”) e mantidos em normoéxia (PwO, = 140 mmHg). Na manha seguinte, os cabos de
ECG, canula bucal e a canula caudal foram conectados como descrito anteriormente. Os
registros dos movimentos ventilatorios foram utilizados também para calculo da Vamp, como
descrito no item 3.5. Além disso, os comportamentos dos animais foram continuamente
monitorados para verificar as tomadas de ar atmosférico e medir a fra (como ja descrito no
item 3.5) durante as injecdes externas e internas de NaCN.

Para o inicio deste protocolo experimental, as injecdes externas e internas foram
escolhidas de forma aleatéria para cada animal, isto é, em alguns animais iniciou-se o
protocolo experimental com as injegdes internas € em outros com as injegdes externas, sempre
aguardando um periodo de cerca de 30 min entre cada injecdo aplicada. Desta forma, foi
possivel verificar se a inversdo das inje¢des produzia respostas fisioldgicas diferentes em
ambos os grupos experimentais (GC e GD), dando assim maior validade e confiabilidade do
nos resultados finais. Os parametros cardiorrespiratorios (fr, Vamp € fi) foram analisados nos
primeiros 4 min (10, 20, 30, 40, 50 e 60s; 120, 180 e 240s) e comparado com os valores pré-

injecdo e entre 0s grupos experimentais.

3.7. PROTOCOLO EXPERIMENTAL IV: RELACAO ENTRE O CONTROLE AUTONOMICO E A FRE-

QUENCIA CARDIACA PRE- E POS-RESPIRACAO AEREA

Ap6s os procedimentos cirargicos, os animais foram transferidos para o sistema
de RA (Fig. 11) e mantidos em recuperagdo pos-operatoria durante toda noite (“overnight”)
em normoxia (~ 140 mmHg). Na manha seguinte, os cabos de ECG foram conectados aos
equipamentos ja descritos para gravacdo dos registros de ECG a serem utilizados,
posteriormente, para medi¢do da f e canula caudal foi conectada a uma torneirinha de trés
vias para inje¢des de drogas na corrente sanguinea.

Para relacionar o controle autondmico e a fi pré- e po6s-RA, realizou-se os mesmo
protocolo experimental do respirador aéreo facultativo jeju, Hoplerythrinus unitaenitatus
(McKENZIE et al., 2007). Primeiramente, a fim de assegurar que os efeitos das drogas
antagonistas P-adrenérgica (propranolol) e muscarinica (atropina) estariam realmente
bloqueando, respectivamente, o controle autondmico adrenérgico e colinérgico de C.
gariepinus, realizou-se os seguintes suportes farmacologicos no bagre-africano (n = 4, para

cada suporte farmacologico):
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1.1) injecdo de 0,5 mL de 10° mol.L" de adrenalina (agonista adrenérgico) e
gravagao dos registros de ECG durante 1 h;

1.2) injecdo de 0,5 mL de 3,0 mg.Kg"' de propranolol dissolvido em salina
heparinizada e, apos 1 h de registro do ECG, inje¢do de 0,5 mL de 10” mol.L™' de adrenalina
e gravagdo dos registros de ECG por mais 1 h;

2.1) injecdo de 0,5 mL de 10° molL' de acetilcolina (agonista
muscarinico/colinérgico) e gravacao dos registros de ECG durante 1 h;

2.2) injecio de 0,5 mL de 1,2 mgKg' de atropina dissolvido em salina
heparinizada e, apés 1 h de registro do ECG, inje¢do de 0,5 mL de 10 mol.L™' de acetilcolina
e gravacao dos registros de ECG por mais 1 h.

Apoés assegurar que os efeitos das concentracdes das drogas antogonistas [3-
adrenérgicas e muscarinicas estariam bloqueando os sistemas autondmicos adrenérgico e
colinérgico de C. gariepinus, outros animais (n = 10) passaram pelos devidos procedimentos
cirurgicos e foram transferidos para o mesmo sistema de RA (Fig. 11) para recuperagao pos-
operatoria durante toda noite (“overnight”) em normoxia (PO, = 140 mmHg). Na manha
seguinte, os cabos de ECG e a canula caudal foram conectados aos seus respectivos
equipamentos, como anteriormente descritos.

Apo6s cerca de 1 h de gravacao dos registros ECG contendo pelo menos uma RA,
a qual serviu como fy basal (valores pré-tratamento = PT), os animais foram infundidos
primeiramente com 0,5 mL de 3,0 mg.Kg' de propranolol (prop) dissolvido em salina
heparinizada e seus registros foram gravados por cerca de 1 h.

Apo6s este periodo, com os registros de ECG demonstrando ainda os efeitos do
bloqueio autondmico adrenérgico, os animais foram infundidos com 0,5 mL de 1,2 mg.Kg™"
de atropina (P&A) dissolvido em salina heparinizada, e seus registros foram novamente
gravados por cerca de 1 h.

Para a padronizagdo do calculo do tonus colinérgico relativo (Chel - %) e do
tonus adrenérgico relativo (Adr - %) utilizou-se as seguintes equagdes (ALTIMIRAS et al.,

1997):

_ (R—R)pmp —(RR)pga
(R—R)pga
- (R_R)[]'op - (R_R)PT X 100
(RR)pga

Chol

X 100, (1)

Adr

(2)
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sendo R—R = tempo (em segundos) do intervalo de 10 R—R consecutivos do QRS do
eletrocardiograma; PT = pré-tratamento/controle, prop = bloqueio com propranolol,
bloqueador B-adrenérgico; P&A = completo bloqueio do sistema nervoso autonomo.

Os tonus colinérgico e adrenérgico foram calculados a partir dos 10 Gltimos picos
do R—R pré-RA e dos 10 primeiros picos R—R p6s-RA para cada animal dos grupos GC e GD.

Ap0s isto, foram calculadas as médias de ambos os tonus autondmicos dos grupos GC e GD.

3.8. ANALISE DOS DADOS

Primeiramente, os dados coletados (expressos em média + erro padrdo) de todos
os protocolos experimentais passaram por analises exploratérias através do teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar se a distribui¢do dos dados era normal e se apresentava
uma distribui¢do Gaussiana (teste de normalidade). Na etapa seguinte, foram realizadas
analises de variancia de dois fatores para medidas repetidas ou “Two-way” ANOVA, a fim de
verificar a variagdo dos dados coletados. Foi utilizada esta andlise “Two-way” ANOVA
devido os experimentos apresentarem dois fatores, sendo a ablagdo do 1° par de arcos
branquiais uma das variaveis, e os respectivos protocolos experimentais (hipéxia gradual;
injecdo internas e externas de NaCN ou inje¢des de antagonistas muscarinicos e [-
adrenérgicos) o segundo fator. Para se verificar a existéncia de diferenca significativa entre as
médias dentro de um mesmo grupo experimental (GC ou GD) com o seu controle (normoxia
— Protocolo I e II, valores basais pré-injecdo de NaCN interna e externa — Protocolo III, e
valores basais pré-inje¢ao de antagonistas colinérgicos e P-adrenérgicos, Protocolo 1V) foi
utilizado teste de Dunnett. Além disso, foi utilizado o teste de hipotese de médias Tukey para
verificar a existéncia de diferenca significativa entre os valores dentro de um mesmo grupo,
além de solidificar o teste Dunnett.

Ainda, para se verificar a existéncia de diferenca significativa das médias dos
valores pré e pds-RA de um mesmo parametro (fi, Vamp € fr), da mesma tensdo de O, e de um
mesmo grupo (GC ou GD) do Protocolo II (hipoéxia com acesso ao ar atmosférico), foi
utilizado o teste ¢ pareado de Student.

Todos os testes citados foram realizados através do software para analise
estatistica GraphPad Instat versdo 3.0 (GraphPad software, San Diego, CA — EUA) e os
resultados foram considerados significativos considerando p < 0,05.

Finalmente, para estimar os valores da tensdo critica de oxigénio (PcO,) de

Clarias gariepinus para ambos os grupos experimentais, GC e GD, foi plotada uma regressao
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linear (y = a + bx) com os valores significativamente diferentes dos valores normoxicos. Esta
regressao linear, por sua vez, ao ser projetada até a intersec¢ao com a reta contendo a média
dos valores que ndo diferenciam entre si, resultou no valor da PcO, (para mais detalhes, ver

KALININ et al., 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL I: DETERMINACAO DOS PARAMETROS CARDIORRESPIRATO-

RIOS DURANTE HIPOXIA GRADUAL E SEM ACESSO A0 AR ATMOSFERICO

Nestes experimentos, a PwO; foi reduzida de 140 mmHg para 100, 70, 50 ¢ 30
mmHg para o GC e até 50 mmHg para o GD, pois neste grupo os animais demonstraram
grande nivel de estresse e hiperatividade. Os dados estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, e nas

Figuras 12 a 15 em fungdo da PO, da dgua inspirada (PinspO2 — mmHg).

4.1.1. Taxa Metabolica, Tensdao Critica de O; e Extracdo de O,

Os valores de V0, dos grupos GC e GD frente a hipoxia gradual estdo
representados individualmente na Figura 12, enquanto que os dados de EO, estdo
apresentados na Figura 13. Durante normoxia, C. gariepinus apresentou médias de VO, de
76,0 £ 14,2 € 44,6 + 2,8 mLOz.kg'l.h'l, e de EO, de 48,9 £ 3,0 e 16,7 £+ 3,9% para os grupos
GC e GD, respectivamente.

A PcO; foi estimada para ambos os grupos GC e GD através da intersec¢dao da
reta das abscissas, que passa por entre os pontos compreendidos entre as Pins,O> de 123,6 €
62,7 mmHg para o GC e entre 129,1 e 65,7 mmHg para o GD (valores ndo significativos,
cujas VO, tiveram médias de 69,0 e 42,1 mLO,kg'.h"' para os grupos GC e GD,
respectivamente) e a reta de regressdo (v = a + bx ) que passa pelos pontos de valores
estatisticamente diferentes, plotados abaixo da Pi,pO» de 28 e 45 mmHg para os grupos GC e
GD, respectivamente. A interseccdo destas duas retas representa o ponto de inflexdo abaixo
do qual a espécie torna-se incapaz de acionar eficientemente os mecanismos homeostaticos
cardiorrespiratorios, sendo denominado como tensao critica de oxigénio (PcOy).

Em norméxia, o GC de C. gariepinus apresentou V0O, média de 76,1 + 0,6
mLO,.kg".h™' a qual encontra-se entre os valores de outros teledsteos tanto de respiragdo
exclusivamente aquatica quanto os de respiragdo bimodal (Tab. 3). Ao contrario, sua PcO,
(61 mmHg) ¢ a mais elevada quando comparada tanto com os teledsteos de respiracao
exclusivamente aquatica como com os de respiragdo bimodal de dentro e fora da ordem
Silurimorfes (teledsteos que possuem barbilhdes). Desta forma, pode-se afirmar que C.
gariepinus ndo consegue manter as demandas de oxigénio necessarias para os tecidos quando

0 ambiente apresentar-se com saturagdes de O, abaixo de 43, 6 % (PcO, = 61 mmHg). Isto ¢
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observado através da diminuicdo linear da VO, (Fig. 12), a qual chega a uma média de 27,5 +
1,1 mLOz.kg'l.h'1 na ultima Pins,02 (28,0 mmHg). Nesta hipoxia severa, os animais do GC
apresentaram comportamentos de estresse e hiperatividade, provavelmente pelas tentativas de
alcangar a superficie da dgua a procura de ar atmosférico para respirar, o que impediu a
continuagdo do protocolo experimental. Segundo HOCHACHKA (1980), a primeira escolha
de um teledsteo frente a hipdxia ambiental ¢ sempre tentar sair desta situa¢do ou, no caso de
respiradores bimodais como o bagre-africano, subir a superficie respiratdria para tomada de ar
atmosférico. Porém, como tal escolha era invidvel neste protocolo experimental de
respirometria sem acesso ao ar, o bagre-africano respondeu semelhantemente aos teledsteos
de respiragdo exclusivamente aquatica, demonstrando uma segunda estratégia
comportamental a de esperar para ver, isto ¢, reduzir ao maximo sua atividade
comportamental e, consequentemente, sua taxa metabolica/consumo de O,. Desta forma, a
presenca de um comportamento de hiperatividade em busca de O, atmosférico, durante
hipoxia moderada, concomitantemente a uma elevada PcO,, indicam que C. gariepinus ¢ uma
espécie mais dependente do O, atmosférico do que a maioria dos outros teledsteos de
respiragao bimodal acessoria (Tab. 3).

Esta situacao fisioldgica ¢ observada mais claramente no GD em que os animais
apresentaram, em normoxia, V02 de 43,6 + 2,8 mLOz.kg'l.h'l, isto &, cerca de 42% menor que
a V0, do GC (Fig. 12). Esta baixa V0, inicial impossibilitou C. gariepinus de ser submetido
a ultima tensao de O, (PeO; = 30 mmHg) quando comparado com o GC, o que foi observado
através da hiperatividade dos animais manifestada na Pj,s,O, de 65,7 mmHg, provavelmente
em busca do O, atmosférico, o que também determinou sua elevada PcO, (79 mmHg). Desta
forma, estes animais ndo conseguem manter a demanda de O, para os tecidos quando a
saturagdo de O, estiver abaixo de 56,5 % (~ 79 mmHg) devido a auséncia do 1° par de arcos
branquiais.

Durante normoxia, o GC mostrou uma E£O; considerada baixa (~ 49%) em relacao
aos teleodsteos de respiragdo exclusivamente aquatica (ver Tabela 3). Estudos de
FERNANDES et al. (1994) atribuem uma elevada EO, dos respiradores exclusivamente
aquaticos as suas grandes areas superficiais de troca-gasosa como, por exemplo, Hoplias
malabaricus (EO, = 83%; 331,38 mm2.g™"), Hoplias lacerdae (EO; = 78%; 132,34 mm2.g") e
Piaractus mesopotamicus (EQ, = 78%; 114,5 mm?2.g™") (RANTIN et al., 1992; FERNANDES
et al.,, 1994; SEVERI et al., 1997; AGUIAR et al., 2001). Contrariamente, peixes de

respiracdo bimodal, por possuirem ABO para tomada de O, do ar atmosférico, geralmente
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apresentam reduzidas areas branquiais de troca-gasosa. Como consequéncia, a £FO, dessas
espécies ¢ geralmente muito menor, como, por exemplo, Hoplerythrinus unitaeniatus (EO, =
71%; 56,38 mm2.g™") e Arapaima gigas (EO, = ; 77 mm2.g™") que possuem areas branquiais
menos amplas do que as espécies citadas acima (FERNANDES et al., 1994; PERNA &
FERNANDES, 1996; COSTA et al., 2007). Além disso, dois clariideos ja estudados, C.
batrachus e C. mossambicus (= C. gariepinus) possuem area branquial similar a de H. regani
e H. unitaeniatus (TAMURA & MORIYAMA 1976) o que sugere que o bagre-africano, C.
gariepinus, também tenha uma reduzira area branquial. Ao consideramos os principios fisicos
relacionados na lei de Fick, o qual estabelece que a quantidade de O, que atravessa as
superficies de troca gasosa (MO, em moles O, min" kg" de tecido) ¢ determinada pela

constante de difusdo de Krogh (K) para a superficie de troca sendo area superficial (A), sua

espessura (x) e o gradiente de difusdo (expresso em pressao parcial - APO,), formulado na

seguinte equacao:

MO,= (K.A. APO,).x™

era esperado uma menor quantidade de O, atravessasse o aparato branquial de C. gariepinus
e, consequentemente, apresentasse menor £O, que os peixes de respiracdo exclusivamente
aquatica. Apesar disto, suas branquias foram suficientemente eficientes para manter uma
adequada V0, em normoéxia e hipoxia moderada o que permite classificar C. gariepinus como
uma espécie de respiragdo aérea oxirreguladora, segundo a definigdo de GRAHAM (1997).

Ja o GD mostrou, desde normoxia, uma diminui¢do significativa na EO, (22,1 +
3,2 %) quando comparada com GC, devido a ablagdo do 1° par de arcos branquiais. Como
exposto acima sobre os principios da lei de Fick, uma maior redugdo da area de superficie de
troca gasosa (A) ira reduzir a quantidade de O, difundido entre os dois meios, no caso da dgua
para o sangue arterial. Contudo, apesar desta baixa EO,, C. gariepinus parece manter um
suprimento adequado de O, aos tecidos em normodxia. Estudos sobre morfometria nas
branquias do loricariideo de respiracao aérea facultativa, Hypostomus plecostomus, mostrou
maior quantidade no nimero de filamentos branquiais nos 1° arcos e que esta quantidade
diminui ao longo dos arcos branquiais mais posteriores (PERNA & FERNANDES, 1995).
Estudos com outras espécies como outro respirador aéreo jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus, €
teledsteos de respiragdo exclusivamente aquatica, como o pacu, P. mesopotamicus, a traira, H.

malabaricus, e o trairdo, H. lacerdae, mostraram que os filamentos branquiais também



Resultados e Discusséo 43

possuem seus comprimentos diminuidos a partir dos 1% arcos branquiais para os 4° arcos
(FERNANDES et al., 1994; SEVERI et al., 1997). Assim, apesar de ndo haver informagdes
sobre a morfometria branquial do bagre-africano, pode-se sugerir que os animais do grupo
GD perderam o maior arco branquial em éarea de troca gasosa o que ¢ visto pela grande
diminui¢ao da EO, desses animais de cerca de 66 % quando comparado a £O; do grupo GC,
durante normoxia.

Durante hipoxia gradual, ocorreu uma diminui¢do progressiva da £O, no GC, a
qual alcangou valores significativos antes da PcO,. Em hipdxia mais severa (PO, = 28
mmHg) a £O, alcangou os valores menores, sendo de 19,6 = 1,9 %. Esses valores de EO; e
PcO, sugerem que a presenca do 1° par de arcos branquiais é de vital importancia para a
extragcdo de oxigénio do ambiente aquatico durante hipdxia ambiental.

Contrariamente, o grupo GD mostrou uma manutencao da £O, durante a hipoxia
gradual que ficou entre 18,5 e 24,2 %. Estudo com o respirador bimodal Hypostomus regani
demonstrou um aumento da £O, passando de 20%, em normoxia, para mais de 40% durante
hipoxia severa de 10 mmHg (MATTIAS et al., 1998). Segundo os autores, este aumento da
EO, provavelmente ocorre pelo recrutamento de lamelas secundérias que ndo possuiam um
fluxo continuo sanguineo. Estudos com truta arco-iris através da remog¢do do 1° par de arcos
branquiais confirmam esta hipotese (DUTHIE & HUGHES, 1987). Durante normoxia € em
repouso, os pesquisadores constataram que a espécie ndo apresentava a totalidade da
superficie de troca gasosa preenchida com sangue. Entretanto, durante a exposi¢do dos
animais a natagdo forgada, truta arco-iris apresentou recrutamento de areas lamelares ainda
ndo utilizadas, sendo este fato comprovado pelo aumento da V0O, num patamar maximo.
Assim sendo, a manuten¢do da EO, de C. gariepinus do grupo GD durante hipdxia gradual,
mesmo em valores bem mais baixos que o grupo GC, pode estar relacionada ao continuo
recrutamento de lamelas secundarias dos arcos branquiais remanescentes os quais
possivelmente ndo estariam totalmente preenchidos com sangue antes da ablagdo do 1° par de

arcos branquiais. No entanto, esta hipotese necessita ser comprovada experimentalmente.
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Tabela 1. Valores médios (+ S.E.M.) da Pi,,O, € dos parametros cardiorrespiratorios obtidos do
grupo controle (GC) de Clarias gariepinus (n = 10) em hipéoxia gradual (PwO, = 140, 100,

70, 50 e 30 mmHg) sem acesso ao ar atmosférico.

PinsyO2 Vo, fr Vy Vg EO,

(mmHg) (mLO,.kg'.h") (resp.min™) (mLH,0.kg"'.resp’) (mLH,O.kg"'.min™) (%) (bpm)
123,6 + 1,6 76,1 +0,6 38,8+ 1,0 11,7£0,9 768,8 £25,3 48,9+3,0 434+14
88,6+ 1,3 69,6 £0,7 42,5+£1,6 24,3+£0,6 1157,5+30,7 37,8+3,5 37,7+1,2
62,7+1,3 62,8+0,8 495+1,3 26,6 +1,1 1425,0 53,0 33,634 325+13
450+1,5 57,7+1,1 51,2+£1,0 29,6 £0,3 1456,3 + 58,1 25,8+4,.8 23,7+0,8
28,0+0,5 27,5+1,1 572+14 339+0,8 1545,7 + 63,5 19.6+1,9 192+20

Tabela 2. Valores médios (+ S.E.M.) da Pj,,O, e dos pardmetros cardiorrespiratorios obtidos do
grupo desbranquiado (GD) de Clarias gariepinus (n =10) durante hipoxia gradual (PwO, =
140, 100, 70 ¢ 50 mmHg) sem acesso ao ar atmosférico.

P iHSPOZ I702 fR Vr VG EO, fH

(mmHg) (mLO,.kg'h")  (resp.min’) (mLH,Okg'resp’)  (mLH,O.kg'.min") (%) (bpm;
129,1 +1,2 43,6 +2,8 50,7+ 0,6 26,5+ 1,3 1316,1 + 60,8 22,1+3,2 47,7+2,7
952423 40,5+3,2 51,7+ 0,6 29,8 +2,2 23557+ 71,7 18,5+3,5 46,0+3,2
65,7+2,2 29,8 +£3,1 458 +1,1 31,4+3,1 25242+ 1129 204+1,9 38,0+48
49,5+22 16,9 4,6 48,0+ 1,7 31,5+£5.5 884,3 £244,2 242+28 38,1+53




Resultados e Discusséo 45

100 T

& 80T
=
o0
~< 60 T
o
o
=
PJ 40 -
=
N’
)
= 20 T
| | \l/7 ‘\/.7 2 a ]
0 | | | | | ] | | | | | | | |
0O 20 40 60 80 100 120 140
PinspOZ (mmHg)

Figura 13. Efeito da reducdo das Pj,,0, na tomada de oxigénio (VOZ- mLO,.kg" .h™") de Clarias
gariepinus em hipoxia gradual sem acesso ao ar atmosférico nos grupos GC (@, n =10) ¢
GD (@, n =10). As setas indicam a PcO, de ambos grupos (61 mmHg ¢ 79 mmHg,
respectivamente). Simbolos abertos indicam valores que tiveram diferenca significativa
com relagdo ao controle (p < 0,05). Pontos sdo apresentados individualmente.
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Tabela 3. Comparacdo dos valores de PcO,, VO,, e EO, de Clarias gariepinus (n = 10) com os
valores de outros respiradores bimodais siluriformes e nao-siluriformes, ¢ teledsteos de
respiragdo exclusivamente aquatica durante normoxia.

Respiracao bimodal

Respiracao
exclusivamente

Siluriformes

a

N

siluriforme

aquatica

Espécies

Tamoata, Hoplosternum littorale
Cascudo pintado, Hypostomus regani

Cascudo preto, Rhinelepis strigosa
Acari, Hypostomus plecostomus

Walking caftfish, Clarias lazera (~1,8kg)
Ancistrus chagresi
Stinging catfish, Heteropneustes fossilis

Bagre-africano, Clarias gariepinus

Jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus
Blotched snakehead ,Channa maculata
Pirambdia, Synbranchus marmoratus
Saltona, Piabucina festae

Dourado, Salminus maxillosus
Pacu, Piaractus mesopotamicus

Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus
Traira, Hoplias malabaricus

Trairdo, Hoplias lacerdae

Carpa, Cyprinus carpio

PcO, ‘702
50 77
34 ~ 40
24 22
33 ~53

- 84
50 63
61 76
40 ~109
40 -
40 ~27
25 -
42 69
34 73
18 56
20 38
35 58

EO,
(mmHg) (mLOzkg™.h™") (%)

Autor

Affonso & Rantin, 2005

~ 20 Mattias et al., 1998

42
83
79

49

71

67

75
78
83
83
78
90

Takasusuki, 1998

Perna & Fernandes, 1996
Ar & Zacks, 1989
Graham, 1983

Hughes & Singh, 1971
presente estudo

Oliveira et al., 2004

Yu & Woo, 1985

Bicudo & Johansen, 1979
Graham et. al., 1977

Souza et al., 2001
Rantin et al., 1998
Fernandes & Rantin, 1994
Rantin et al., 1992
Rantin et al., 1992
Lombholt & Johansen, 1979
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Figura 14. Efeito da redu¢do das Pi,,O, na extragdo de oxigénio da corrente ventilatoria (EO, - %) de
Clarias gariepinus em hipoxia gradual sem acesso ao ar atmosférico nos grupos GC (@, n
= 10) e GD (@, n = 10). Simbolos abertos indicam valores diferentes significativamente
de valores iniciais (normoéxia). * - indica valores significativamente diferentes em relacdo
ao grupo intacto (p < 0,05). Pontos sdo médias = S.E.M.
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4.1.2. Ventilacdo Branquial, Volume Ventilatorio e Frequéncia Respiratoria

Os valores da fz, do Vr e da V; de ambos os grupos, GC e GD, estio representados
na Figura 14.

Os animais do grupo GC, desde a primeira tensdo de hipoxia (PisO, = 88,6
mmHg), aumentaram a V; predominantemente por um maior aumento do Vr do que da fx,
sendo estes valores cerca de 107,7 e 9,6 %, respectivamente, com relagdo aos valores
normoxicos. Em hipdxia severa (PinpO> = 28 mmHg), o V1 e a fr chegaram a valores
maximos cerca de 189,7 % e 47,2 %, respectivamente, comparando-se com os valores
normoxicos. Segundo RANTIN et al. (1992), este comportamento respiratério, em condigdes
hipoxicas, pode ser considerado uma estratégia de redug¢do do custo energético. Por sua vez,
esta estratégia esta relacionada a uma velocidade constante de contragdo da musculatura
ventilatoria, sendo considerada energicamente menos dispendiosa quando comparada com
uma alta frequéncia de contragdo muscular, como no caso de uma elevada fg, a qual exerceria
um trabalho muito maior contra a alta viscosidade interna dos musculos operculares e da dgua
(RANTIN et al., 1992).

Durante condigdes hipoxicas, a maioria dos peixes de respiragdo exclusivamente
aqudatica aumenta tanto a VG quanto a fr (HUGHES, 1973; HOLENTON, 1980; RANDALL,
1982). Ao contrario, em peixes bimodal, tais condigdes podem afetar a V; de véarios modos: a)
mantendo a V; constante (Neoceratodus, Synbranchus e Lepisosteus), b) diminuindo a V;
(Erpitoichthys, Misgurnus, Hoplosternum, Brochis, Piabucina) ou c) aumentando a Vg
(Potopterus, Polypterus, Heteropneustes, Umbra, e Amia). Neste ultimo caso, a
hiperventilagdo das branquias ocorre até¢ um limiar da PwO; onde inicia-se a tomada de ar
atmosférico, o que facilita a captacdo de O, através dos 6rgdos de respiragdo acessoria
(GRAHAM et al., 1977). Comparando-se o bagre-africano com o jeju, Hoplerythrinus
unitaeniatus (LOPES et al., 2010), cujos estudos utilizaram a mesma metodologia
experimental, observou-se que jeju aumentou a V; de 447 mLH,0.Kg'.h', em normoxia,
para 4.427 mLH,0.Kg"'.h', em hipoxia severa (PeO, = 20 mmHg), enquanto C. gariepinus
apresentou apenas um aumento de 768,8 + 25,3 para 1545,7 + 63,5 mLH,0.Kg".h™'. Segundo
McCRIMMOM et al. (1997) este aumento hiperbolico da V; representa os efeitos das
mudangas dos inputs aferentes dos quimiorreceptores de O, periféricos sobre o SNC. Sendo
assim, ambas as espécies executaram a terceira condi¢do acima citada de hiperventilagao

durante hipoxia. Todavia, como o bagre-africano apresenta menor capacidade de elevar a V;
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que o jeju, isto lhe confere uma desvantagem na sobrevivéncia apenas pela respiragdo
aquatica em hipoxia severa, situagao que pode ocorrer em periodos de estiagem somada com
algum impedimento para a RA como, por exemplo, a presenga de predadores.

J& o grupo GD demonstrou, desde o inicio do experimento, valores mais elevados
nos parametros respiratorios de fz, Vv e V;. Tais valores iniciais sdo significativamente
diferentes dos valores iniciais do grupo GC (Fig. 14). No caso da fr, os valores iniciais do GD
s6 foram alcangados pelo GC quando este experimento atingiu a hipdxia proxima de PwO, =
70 mmHg, enquanto que nos outros parimetros respiratorios, ¥t e Vg, os valores iniciais do
GD foram muito superiores aos do GC e s6 foram alcangados por este grupo na penultima
hipoxia, de PwO, = 50 mmHg. Além disso, ao contrario do GC, o GD demonstrou aumento
significativo dos valores V7 e V;; ja na primeira tensdo hipoxia de Pins;O2 = 95,2 + 2,3 mmHg,
0s quais se mantiveram elevados durante as demais tensdes hipoxicas.

Essa manutencdo elevada a fr € o Vr, desde normodxia até a hipoxia ¢ muito
importante para compensar a diminui¢do da superficie funcional respiratdria removida do
grupo GD, pois tenta assegurar que, pelo maior volume de agua corrente pelas branquiais,
uma maior quantidade de O, seja absorvido e transportado aos tecidos para suprir suas
necessidades metabodlicas. Em teledsteos de respiragdo exclusivamente aquatica, SUNDIN et
al. (1999) observaram uma acentuagdo nas respostas das varidveis respiratorias de traira,
Hoplias malabaricus, ap6s desenervagdo do 1° par de arcos branquiais € em exposi¢do a
hipoxia. No entanto, foi observado uma atenuacao nestes parametros tanto em pacu, Piaractus
mesopotamicus, quanto no respirador facultativo jeju, H. unitaenitatus, durante hipdxia
gradual e desenervagdo do 1° par de arcos branquiais (LEITE et al., 2007; LOPES et al.,
2010). Isto indica que a modulagdo das respostas dos quimiorreceptores de O, do 1° par de
arcos branquiais ¢ espécie-especifica para os parametros respiratorios € que, no caso do bagre-
africano, eles ndos estdo confinados apenas no 1° par de arcos branquiais, mas presentes nos

outros trés pares de arcos branquiais remanescentes.
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Figura 15. Relagdes entre o Vr (A), afx (B) e a Vg (C) e as PinyO, (mmHg) dos grupos GC (@, n =10)
e GD (¥, n =10) de C. gariepinus em hipoxia gradual sem acesso ao ar atmosférico.
Simbolos abertos indicam diferenca significativa dos valores iniciais (normoéxia). * -
indica significativamente diferentes em relagdo ao grupo intacto (p < 0,05). Pontos sdo
médias + S.E.M.
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4.1.3. Frequéncia Cardiaca

Os valores da fy de ambos os grupos experimentais (GC e GD) estao
representados na Figura 15.

Os animais do grupo GC apresentaram uma manutengdo constante da fi; de
aproximadamente 37-44 bpm, até a Pi,,0O> de 88 mmHg, abaixo da qual demonstraram uma
resposta bradicardica significativa alcangando valores de 19,2 + 2,0 bpm na menor Piy,O5 (28
mmHg). Esta bradicardia hipoxica geralmente ¢ desenvolvida pela maioria dos teledsteos ja
estudados. No entanto, seu significado fisioldgico ainda ndo foi compreendido totalmente.
Segundo autores (FARREL, 1984; DAVIE & FARREL, 1991), uma resposta bradicardica
permite um maior tempo de permanéncia do sangue dentro do ventriculo, proporcionando
uma maior £O; pelo interior do proprio miocéardio através de seus tecidos esponjosos. Estudos
morfoldgicos de C. gariepinus demonstraram que seu cora¢do possui um tecido esponjoso,
com fibras sem uma organizacao definida, muito maior que seu tecido compacto contendo
unicamente fibras arranjadas na diregdo longitudinal (SIMOES et al., 2002a,b), o que
facilitaria esta absor¢ao do O, pelo miocérdio. Desta forma, segundo TAYLOR et al. (1999),
a bradicardia hipoxica atuaria como uma resposta protetora do miocardio, pois uma elevada fj;
durante hipdxia provavelmente conduziria este 6rgdo a uma atividade anaerdbia que,
consequentemente, traria uma diminui¢do da eficiéncia de seu trabalho mecanico.

Além disso, a bradicardia tem sido considerada uma importante estratégia para
aumentar a eficiéncia na transferéncia de O, da agua para as proprias branquias. Segundo
TAYLOR (1987) e MILSON et al. (1999), isto ¢ devido a um maior volume sanguineo ser
ejetado durante sistole ventricular (lei de Frank-Starling) e se distribuir de maneira mais
eficaz nos espagos vasculares branquiais normalmente fechados durante normoéxia (TAYLOR,
1987; MILSON et al., 1999). No entanto, SUNTI (2013) demonstrou que a as alteragdes na
fu, como a bradicardia, ndo melhoraram a transferéncia de O, pelas branquias em normoxia,
hipoxia ou durante a recuperacdo subsequente a hipoxia em tambaqui, Colossoma
macropomum.

Muitos estudos correlacionaram a PcO; e o desenvolvimento da bradicardia
como, por exemplo, a traira, H. malabaricus, o trairdo, H. lacerdae (RANTIN et al., 1993), o
pacu, P. mesopotamicus (RANTIN et al., 1998) e o dourado, Salminus maxillosus (SOUZA et
al., 2001), além do respirador aéreo facultativo, o jeju, H. unitaeniatus (OLIVEIRA et al.,.

2004). Esta relacdo foi observada também no presente estudo, pois o GC desenvolveu uma
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bradicardia significativa abaixo da Pi,pO> de 62,7 mmHg, uma tensdo de O, proxima a sua
PcOs,.

No grupo GD, os animais demonstraram uma elevada fi; durante normoxia (~ 48
bpm), a qual foi diminuindo progressivamente até atingir valores significativos na hipdxia
mais severa, chegando a 38,1 + 5,3 bpm. Ao comparar-se os valores dos dois grupos entre si,
apesar dos dados demonstrarem diferenga significativa em todas as P02, 0 grupo GD
demonstrou a mesma resposta bradicardica que o GC. Estudos com o respirador aéreo
facultativo jeju, H. wunitaeniatus, ¢ o respirador exclusivamente aquatico traira, H.
malabaricus, demonstraram respostas semelhantes de aumento da fy, durante normoxia,
porém, apds desenervacdo seriada e em resposta a hipoxia gradual, tais espécies
demonstraram, respectivamente, total eliminacdo ou atenuacdo da resposta bradicardica
(SUNDIN et al., 1999; LOPES et al., 2010). Uma recente revisao de MILSOM (2012)
mostrou uma grande diversidade na localizagao dos quimiorreceptores de O, que respondem a
bradicardia hipoxica, sendo que nalgumas espécies esta resposta encontra-se apenas associada
ao 1° arco branquial, enquanto em outras espécies esta resposta esta relacionada com todos os
arcos branquiais, e, especificamente, no dogfish, Scyliorhinus caniculata, esta resposta €
encontrada tanto em todos os arcos branquiais como na cavidade orobranquial (BUTLER &
TAYLOR, 1971). Sendo assim, pode-se concluir que a resposta a bradicardia hipoxica ¢
espécie-especifica também, e no caso do bagre-africano, os quimiorreceptores de O, que

respondem a bradicardia hipoxia estdo localizados em todos os arcos branquiais.
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Figuralé6. Relagdes entre a frequéncia cardiaca (fiy — bpm) e as Pi,O> (mmHg) de C. gariepinus do
GC (®, n =10) ¢ GD (®, n = 10) durante hipdxia gradual sem acesso ao ar atmosférico.
Simbolos abertos indicam diferenca significativa dos valores iniciais (normoxia). * - indica
valores significativamente diferentes em relagdo ao grupo intacto (p < 0,05). Pontos sdo
médias = S.E.M.
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4.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL II: DETERMINACAO DOS PARAMETROS CARDIORRESPIRATO-

RIOS DURANTE HIPOXIA GRADUAL E COM ACESSO A0 AR ATMOSFERICO

Para os experimentos de hipdxia com acesso ao ar atmosférico foi utilizada a
camara experimental de RA (ver Fig. 11) na qual os bagres-africanos ficavam livres para
forrageamento e para tomarem bolhas de ar atmosférico quando necessitassem. Os dados dos
grupos GC e GD estdo apresentados nas Tabelas 4 a 8 e também graficamente na Figura 16
como médias £ S.E.M. e em fun¢do da PO, da 4gua da camara experimental (PwQO;) que,
neste caso, ¢ igual a PO, da agua inspirada (PinsyO2).

Quando C. gariepinus, de ambos os grupos, foi colocado dentro do sistema de
RA, ele demonstrou um longo periodo de inatividade no fundo da cdmara, em normodxia e
hipoxia. Apos apresentar movimentos de forrageamento e subida a superficie aquatica para
tomada de ar atmosférico, logo retornava ao fundo da cdmara por mais um periodo longo de
inatividade. Isto também ja foi observado nos tanques de manuten¢do onde os animais sao
aclimatados. Nestes tanques, os bagres-africanos também alternam longos periodos de
inatividade, principalmente os animais maiores, e breves periodos de forrageamento, exceto
quando estdo sendo alimentados. Estes comportamentos de RAs sempre sdo realizados em
grupo, isto €, por todos os individuos do tanque. Tais comportamentos geralmente sdo
iniciados por um ou dois animais do tanque, sendo que os outros do grupo seguem seus
movimentos. Tal conduta parece ser comum em peixes de respiracdo aérea e tem como
objetivo evitar a predacdo aé¢rea (GRAHAM, 1997).

O periodo de inatividade de C. gariepinus no sistema experimental de RA foi
menor quando expostos a hipdxia. Nessas condi¢cdes os peixes passam a explorar mais o local
e, simultaneamente, subir a superficie aquatica para tomada de ar atmosférico, no intuito de

obter O, necessario & manuten¢do adequada de seu metabolismo.

4.2.1. Parametros Ventilatorios

4.2.1.1. Frequéncia de Respira¢do Aqudatica

Os valores de fr em funcdo da exposicao a hipoxia gradual de ambos os grupos
experimentais (GC e GD) de C. gariepinus estdo apresentados na Figura 16A.

Durante normoxia, os grupos GC e GD apresentaram suas respectivas fg pré- e
pos-RA praticamente constantes (~ 34 e 38 resp. min’, respectivamente) as quais

apresentaram pequenas oscilagdes durante hipdxia gradual, porém sem diferenca significativa
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entre os grupos controle e experimental. No entanto, ao se comparar os valores da hipdxia
gradual com os valores norméxicos do mesmo grupo, apenas o GC apresentou diminui¢do
significativa tanto da fr pré- quanto da p6s-RA nas duas ultimas tensdes (PO, = 20 e 10
mmHg), sendo cerca de 35% menor. A tendéncia a redugdo deste pardmetro respiratorio ¢
considerado uma estratégia de supra importancia nos teledsteos, pois pode levar a uma queda
no custo energético do animal, como ja discutido (SHELTON et al.,1986; PERRY & WOOD,
1989; RANTIN et al., 1992; GILMOUR, 2001).

Existe uma grande variedade de respostas da fr relacionada com os
quimiorreceptores de O, branquiais e extra-branquiais quando diferentes espécies sao
expostas a hipdxia (MILSOM, 2012). Por exemplo, espécies exclusivamente aquaticas podem
ter: a) completa eliminagdo das respostas fr apenas com a desenervagdo do 1° par de arcos
branquiais (trairdo, Hoplias lacerda; MICHELI-CAMPBELL et al., 2009); b) atenuagdo das
respostas da fr com completa desenervagdo dos nervos cranianos IX e X de todos os arcos
branquiais (pacu, P. mesopotamicus, a qual espécie possui pseudobranquia; LEITE et al.,
2007) e c) atenuagdo das respostas da frg com completa desenervagdo nervos cranianos I[X e X
de todos os arcos branquiais somado com a desenerva¢ao da pseudobranquia (“searaven”,
Hemepterus americanus; SAUNDERS & SUTTERLIN, 1971). Da mesma forma, espécies
respiradoras bimodais podem apresentar respostas da frg de diferentes formas, como: a)
completa eliminacdo do aumento da fr com total desenervagdo dos nervos cranianos IX e X
de todos arcos branquiais (jeju, H. unitaeniatus; LOPES 2010); b) inibicdo do aumento da fr
apos total desenervacao dos nervos cranianos IX e X de todos arcos branquiais (longnose gar,
L. osseus; SMATRESK, 1989) e c¢) atenuacao das respostas de aumento da fr com completa
desenervagdo nervos cranianos IX e X de todos os arcos branquiais somado com a
desenervagdo da pseudobranquia (bowfin, Amia calva; McKENZIE et al., 1991a,b).

Sendo assim, pode-se concluir que a resposta a fg também € espécie-especifica, e
que C. gariepinus possui os quimiorreceptores de O,, que modulam as respostas para fg,

confinados nos 1 arcos branquiais.

4.2.1.2. Amplitude Ventilatoria

As respostas das Vamp dos grupos GC e GD em resposta a hipoxia gradual estdo
apresentadas na Figura 16B. Ambos os grupos demonstraram diminui¢do gradual de suas
respectivas Vanp tanto para os valores pré- quanto para os valores pos-RA. Estas reducdes das

Vamp tornaram-se significativas durante as trés tltimas tensoes de O,, a partir de 30 mmHg.
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O declinio da Vavp € comum em respiradores bimodais, quando expostos a
hipdxia, por aumentarem sua confianga nos comportamentos de respiracao aérea (HUGHES
& SHELTON, 1962; SHELTON et al.,1986; PERRY, 2009; PERRY et al., 2009; ver Figura
16C). Porém ha espécies de respiradores bimodais, como Ancistrus chagresi e Misgurnus
anguillicaudatus, que nao alteraram a Vanvp (GRAHAM, 1983; McMAHON & BURGGREN,
1987) e outros que até aumentaram a Vayp mesmo com o aumento da fra em hipoxia, como
Amphipnous cuchia e Hoplerythrinus unitaeniatus (LOMHOLT & JOHANSEN, 1974;
LOPES et al., 2010). De qualquer forma, a estratégia fisiolégica em C. gariepinus sugere que
a tomada de O, atmosférico conseguido através dos comportamentos de RAs sobrepde-se a do
O, obtido por difusdo através das branquias, ainda mais em virtude da concentracdo de O,
atmosférico ser 30 vezes maior que sua concentracdo na agua, num mesmo volume de cada
ambiente (DEJOURS, 1988; SCHIMIDT-NIELSEN, 2002). Desta forma, pode-se afirmar
que, em hipdxia severa, o bagre-africano possui uma maior dependéncia da £O, pelo ABO do
que pelas branquias.

Respostas semelhantes aos grupos GC e GD de C. gariepinus foram encontradas
tanto no grupo intacto quanto no grupo com 1° par de arcos desbranquiados do respirador
aéreo facultativo “longnose gar” (SMATRESK, 1989). Esta espécie diminuiu a Vayp durante
a transicdo de normoxia para hipdxia. Porém, ao realizar transi¢des de um ambiente
hiperdxico para normoxico, “longnose gar” apresentou aumento da Vamp. Contrariamente, o
respirador bimodal jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus, demonstrou aumento da Vamp, quando
exposto a hipoxia gradual. No entanto, este aumento da Vamp do jeju foi sendo eliminado em
decorréncia da seccdo seriada dos grupos experimentais até ser completamente abolida
(LOPES et al., 2010). De acordo com MILSOM (2012), estas diferentes respostas da Vamp
sugerem a existéncia de uma complexa interagdo entre os quimiorreceptores de O, do 1° par
de arcos branquiais em termos de inervacao (tanto pelo nervo IX quanto pelo nervo X) e suas
projecdes centrais (centros de controle cardiovascular versus respiratdrio) que necessitam ser
exploradas.

A resposta fisiologica de hipoventilar, durante hipoxia severa, foi descrita em
espécies de respiracdo exclusivamente aquatica, como a traira, H. malabaricus, ¢ o trairdo, H.
lacerdae, como uma possivel estratégia que evitaria a difusao do O, do sangue arterial para a
agua que banha as lamelas secunddrias (RANTIN et al., 1992). Isto ocorre pela possibilidade
do sangue arterial estar com uma PO, mais elevada que a da agua hipdxia circulante, e, por
conseguinte, o O, difundiria da circulagdo sanguinea para a agua da cavidade branquial por

diferenca de tensdo de O,. Portanto, esta estratégia fisioldgica, de hipoventilar, ¢ de grande
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relevancia em C. gariepinus que, muito provavelmente, teria a PO, de seu sangue arterial
mais elevada que a 4gua circulante na cavidade branquial que os respiradores exclusivamente
aquaticos, devido a absorcdo de grande quantidade de O, pelo ABO através das tomadas de ar
atmosférico.

No respirador aéreo facultativo jeju, outra estratégia fisioldgica foi observada e
que evitaria a perda de O, do animal para o ambiente hipdxico. Ela consiste na vasoconstri¢ao
capaz de efetuar desvios (“shunts”), a fim de reduzir ou eliminar a circulacdo sanguinea pela
superficie branquial, direcionando o sangue para os 3* e 4® arcos branquiais, onde os
filamentos branquiais e lamelas secundarias sdo menores que os dos primeiros arcos
branquiais (FARREL, 1978; WHITE & HICKS, 1987). No entanto, devido C. gariepinus
possuir os pares de ABOs na regiéo posterior dos 2* e 4* arcos branquiais, a existéncia destes
“shunts” provavelmente ocorreriam nos 1% e 3* arcos branquiais evitando a perda de O2 do
sangue arterial para a agua hipodxica circulante. Contudo, esta estratégia fisioldgica necessita
ainda ser comprovada experimentalmente.

Por fim, devido a diminuicdo da Vamp ocorrer de forma semelhante nos dois
grupos experimentais, GC e GD, pode-se afirmar que os quimiorreceptores de O, branquiais
que modulam a Vayp ndo estdo confinados apenas nos 1° pares de arcos branquiais, mas
localizados nos outros pares de arcos branquiais remanescentes ou at¢ em locais extra-

branquiais como, por exemplo, o ABO.

4.2.1.3. Frequéncia de Respira¢do Aérea

A fra de ambos os grupos experimentais em resposta a hipdxia gradual estdo
apresentadas na Figura 16C. Os dois grupos apresentaram RAs em todas as PwO,, porém nem
todos os peixes subiram a superficie aquatica para a tomada de ar atmosférico em normoxia.
Este comportamento de RA em normoxia ¢ observado também nos tanques de manutengao,
como ja discutido, e permite classificar Clarias gariepinus como um respirador aéreo
facultativo continuo, segundo a defini¢do de GRAHAM (1997).

No grupo GC, a fra aumentou progressivamente com a diminui¢do da PwO,.
Abaixo da PcO; (61 mmHg) o bagre-africano apresentou RAs significativamente mais
elevadas do que em normoxia. Na hipdxia mais severa (PwO, = 10 mmHg), a fra do C.
gariepinus atingiu valores maximos, da ordem de 11,50 + 2,3 RA.h", o que significa
aproximadamente uma RA durante um periodo entre 4 a 7 min. Esta resposta de aumento da

fra € comum em respiradores aéreos facultativos (JOHANSEN et al., 1970; GRAHAM et al.,
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1977, GRAHAM & BAIRD, 1982; SMATRESK, 1986; McMAHON & BURGGREN, 1987;
MATTIAS et al., 1998; TAKASUSUKI et al., 1998; PERRY et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2004; AFFONSO & RANTIN, 2005; RANDLE & CHAPMAN, 2005) e seu inicio
geralmente coincide com a PcO, e/ou com a PO, que eleva ao maximo a Vamp. Este aumento
da fra de C. gariepinus indica que a EO, pelas branquias ndo estava sendo suficiente para a
manutengdo de seu metabolismo aerdbico e, portanto, quimiorreceptores de O, branquiais
estimularam os centros respiratorios que induziram os comportamentos de RA para maior
absorc¢do de O, atmosférico via ABO.

O mecanismo de controle do SNC para a tomada de ar atmosférico nos peixes de
respiragdo bimodal tem sido pouco estudado. Estudos demonstram uma similaridade no
controle do SNC sobre a VG ou Vamp entre os teledsteos de respiragdo exclusivamente
aquatica e os de respiragdo bimodal (BALLINTIJN, 1987). Entretanto, em “bowfin” a infusao
de catecolaminas induziu apenas o aumento da V; e ndo da fxa indicando que seus respectivos
nicleos centrais sdo farmacologicamente e provavelmente espacialmente diferentes
(McKENZIE et al., 1991a,b). Ainda, alguns autores sugerem que o comportamento de subida
a superficie aquatica ¢ uma resposta influenciada por mudangas na PaO, durante os intervalos
entre as RAs e que a tomada do ar atmosférico ¢ simplesmente uma reorganizacdo dos
movimentos de tosse e de alimentacdo os quais requerem pouca organizacdo neural
(SHELTON et al., 1986; LIEM, 1989; SMATRESK, 1990, 1994). Desta forma, sugere-se que
o conjunto do comportamento de deslocamento a superficie aquatica e de RA C. gariepinus
seja modulado por alteragdes da PaO, principalmente quando ¢ alcangado a PcO, da espécie
(61 mmHg).

Os dados de fra do GD durante hipoxia gradual demonstraram que a ablagdo do 1°
par de arcos branquiais de C. gariepinus niao gerou um completo bloqueio nos
comportamentos de RA durante hipoxia gradual. Estes valores foram maximos em hipdxia
moderada de 50 mmHg (~ 4,0 RA.h'l), sendo equivalente a uma RA a cada 15 min, e
permaneceu praticamente constante até a hipdxia mais severa.

Outros respiradores bimodais, tais como os “gar” (Lepisosteus osseus L.
oculatus), “marbled” pulmonado (Protopterus aethiopicus), “bowfin” (Amia calva) e o jeju
(H. unitaeniatus) também possuem os quimiorreceptores de O, responsaveis pela RA
distribuidos nos quatro arcos branquiais e que sdo inervados pelos nervos craniais X e IX
(LAHIRI et al., 1970; SMATRESK et al., 1986; SMATRESK, 1988; LOPES et al., 2010) e
apenas a desenervacdo total das branquiais aboliu esta resposta. No entanto, no caso do

“bowfin” a existéncia da pseudobranquia também pode estar relacionada com este
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comportamento de RA, pois ela esta inervada pelos nervos cranianos VII e IX (McKENZIE et
al., 1991a).

Enfim, através dos dados sobre a fra pode-se afirmar que, em C. gariepinus, os
quimiorreceptores de O, que modulam a fra estdo localizados principalmente no 1° arco
branquial, mas estdo presentes no demais arcos branquiais também. Além disso, ha
possibilidade da presenca destes quimiorreceptores de O, em sitios extra-branquiais, embora

esta hipotese necessite ser comprovada experimentalmente.
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Tabela 4. Valores médios (= S.E.M.) dos pardmetros respiratorios do GC de Clarias gariepinus (n =
9) durante hipdxia gradual (PO, = 140, 100, 70, 50, 30 20 ¢ 10 mmHg) e a percentagem da
diferenca entre os valores de pré- e pos-respiragao aérea em cada P,,0,.

Ir Vawme
P,0, Jra (resp.min™") (%)

(mmHg) RALY pré-RA pos-RA % pré-RA pos-RA %
140 2,0+£0,7 344+ 1,7 36,9+ 1,7 +72 100,0 912+5,1 -9,8
100 3,1+£0,8 338+ 1,4 37,9+ 1,3 +12,1 95,2+2,1 83,1+£3,2 -12,7
70 50+0,8 332+1,0 35,8+£1,2 +7,8 86,2 +2,7 81,6 £4,1 -53
50 59+0,7 31312 352410  +124  859+3,1 81,5+2.8 -5,1
30 8,0£1,0 30,2 +1,1 33,8+1,2 +11,9 79,1£22 68,9 +4,1 -12,9
20 9,1+1,6 23,1+1,5 29,2 +1,6 +26,4 64,9+5,2 67,3+£5,4 3,7
10 11,5+£23 23,0£1,2 29,9+ 1,0 +30,0 61,6 £3,6 59,8 £33 -2,9

Tabela 5. Valores médios (£ S.E.M.) dos pardmetros cardiorrespiratorios do GD de Clarias
gariepinus (n = 9) durante hipdxia gradual (P,,O, = 140, 100, 70, 50, 30 20 ¢ 10 mmHg) ¢ a
percentagem da diferenca entre os valores de pré- e pos-respiracdo aérea em cada P,0,.

fR VAMP
PO, Jra (resp.min™") (%)

(mmHg) RALY pré-RA pos-RA % pré-RA pos-RA %
140 2,3+0,63 38,0 4,20 37,9 +3,57 -0,3 110,2+2.8 90,7+5,3 -17,6
100 2,9+0,59 40,7 + 1,85 40,3 +£3,52 -0,9 103,7+4,2 87,5+3,8 - 15,6
70 3,5+0,65 41,7+ 1,30 42,0 +3,46 +0,7 96,8 +5,4 82,8+ 6,0 -14,5
50 4,6 +0,69 40,3 +1,62 422 +2,05 +4,7 929 +6,1 82,3+6,3 -114
30 4,6 +0,72 40,0 + 1,48 433 +2,73 + 8,2 86,7 +£6,9 76,6 £5,2 -11,6
20 4,0+0,68 37,8 +3,14 39,2 +0,86 + 3,7 74,1 £4,3 69,4+4.4 -6,2

10 4,2+0,72 35,5+3,52 39,0 +£2,31 +9.8 734+4,1 67,2+4,0 -85
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4.2.2. Frequéncia Cardiaca

A fu de C. gariepinus de ambos os grupos experimentais, GC e GD, em resposta a
hipoxia gradual com acesso ar atmosférico estd apresentada nas Tabelas 6 e 7 e os registros de
ECG estdo apresentados na Figura 17.

Quando exposto a hipoxia gradual com acesso ao ar atmosférico, C. gariepinus de
ambos os grupos experimentais, GC e GD, apresentaram bradicardia anterior as RAs,
semelhante aos respiradores exclusivamente aquaticos, e taquicardia logo apds as RAs,
caracteristica de vertebrados respiradores aéreos quando expostos a hipoxia aérea, com
diferenca significativa em todas as PwQO,. Esta taquicardia ndo demonstrou ser persistente,
durando aproximadamente entre 1 & 2 min. Apds este periodo, a fi retornou lentamente aos
niveis bradicérdicos até a seguinte RA.

Diversas espécies respiradoras bimodais demonstraram este comportamento
fisiologico de ciclo cardiaco (Tab. 8). O primeiro relato foi observado no mugum,
Synbranchus marmoratus, por JOHANSEN (1966). Estudos com esta espécie indicaram que a
bradicardia estava associada a expiragdo do ar hipoxico/hipercarbico de dentro da camara
bucal para o ar atmosférico, enquanto a taquicardia subsequente ocorreria devido a inspiracao
de novo ar oxigenado. Este movimento da camara bucal induziria os mecanorreceptores ali
presentes a enviar impulsos nervosos ao tronco encefalico os quais conduziriam a uma
inibi¢do do tonus vagal colinérgico do miocérdio, elevando a fiy (JOHANSEN, 1966;
GRAHAM et al., 1995; SKAALS et al.,, 2006). Esta taquicardia pronunciada estaria
intimamente associada a um aumento significativo no débito cardiaco e a perfusdao do ABO
(JOHANSEN, 1966; AXELSSON et al., 1989; SKAALS et al., 2006; McKENZIE et al.,
2007; BELAO et al., 2011), o que melhora a absor¢do do O, atmosférico e, por conseguinte,
libera mais O, aos tecidos para manuten¢do do metabolismo aerobico (GRAHAM et al.,
1995).

Outros estudos comprovaram esta hipotese e acrescentaram que a diminuicao da
atividade vagal no miocardio ocorre devido tanto a reducao do estimulo respiratdrio (gerado
centralmente pelo “Gerador de Ritmo Respiratério” na medula) quanto pela redugdo das
atividades reflexas dos mecanorreceptores durante os movimentos ventilatorios. Desta forma,
logo apds uma RA, a retirada do estimulo vagal colinérgico desencadearia um aumento da fi
e, eventualmente, a recuperagdo da ventilacdo branquial, seja pela fr e/ou pela Vawmp,
aumentaria a atividade vagal tornando a reduzir a fy novamente (LEITE et al., 2009;

TAYLOR et al., 2009).
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Em peixes de respiragdo exclusivamente aquatica, como o bacalhau do Atlantico
(Gadus morhua; FRITSCHE & NILSSON, 1989), truta (Salmo gairdneri ou Onchorhynchus
mykiss; DAXBOECK & HOLETON, 1978; SMITH & JONES, 1978), salmao (Oncorhynchus
kisutch; SMITH & DAVIE, 1984) e traira (Hoplias malabaricus; SUNDIN et al., 1999) a
desenervagdo de todos os nervos cranianos que chegam ao 1° arco branquial (IX e X)
aboliram a bradicardia hipoxica. Em espécies que possuem pseudobranquia, ndo houve
alteracdo desta resposta (RANDALL & JONES, 1973; SMITH & JONES, 1978;
DAXBOECK & HOLETON, 1978). Ja em espécies que tiveram a desenervagdo apenas do
nervo X do 1° par de arcos branquiais houve eliminag¢do suficientemente de respostas da
bradicardia hipdxica (truta arco-iris, SMITH & JONES, 1978; bacalhau do Atlantico,
FRITSCHE & NILSSON, 1989; traira, SUNDIN et al., 1999). Por outro lado, em salmao
apenas a desenervagdo do nervo IX do 1° par de arcos branquiais quase eliminou
completamente a bradicardia hipoxica e a completa desenervagdo deste arco ndo produziu
uma reducao adicional na fi (SMITH & DAVIE, 1984).

Contrariamente, em espécies exclusivamente aquaticas como o catfish (Ictalurus
punctatus; BURLESON & SMATRESK, 1990a), o tambaqui (Colossoma mesopotamicus,
SUNDIN et al., 2000), o pacu (Piaractus mesopotamicus; LEITE et al., 2007) e o trairdo
(Hoplias lacerdae; MICHELI-CAMPBELL et al., 2009), os quimiorreceptores de O,
envolvidos na exibicdo da bradicardia hipoxica parecem estar distribuidos através de todos os
arcos branquiais. Isto indica que o principal controle da fi ¢ realizado pelo Nervo Vago,
porém nao exclui um papel parcial do Nervo Glossofaringeo (SUNDIN et al., 2000). No caso
dos elasmobranquios, os quimiorreceptores de O, que modulam a bradicardia hipdxica ndo
estdo confinados aos arcos branquiais, mas estdo distribuidos por toda a cavidade
orobranquial, sendo inervados pelos nervos cranianos V, VII IX e X (dogfish, Scyliorhinus
caniculata; BUTLER et al., 1977).

Ainda, estudos com respiradores aéreos facultativos, jeju (H. unitaeniatus,
LOPES et al., 2010) e “bowfin” (Admia calva; McKENZIE et al., 1991a,b) demonstraram que
a completa desenervagdo de todos arcos branquiais eliminou a bradicardica hipdxica. Porém,
no caso do “bowfin”, devido os autores ndo realizarem desenervagdo seriada, pode-se supor
que os quimiorreceptores de O, branquiais que medeiam a hipdxia bradicardica estejam
também no localizados no 1° par de arcos branquiais.

Desta forma, MILSOM (2012) concluiu que, apesar de algumas espécies nao
necessitarem de respostas cardiacas frente a hipoxia como o peixe-bruxa (Myxine glutinosa;

AXELSSON et al., 1990), “sea raven” (Hemipterus americanus; SAUNDERS &
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SUTTERLIN, 1971), o “fivebeard rockling” (Ciliata mustela; FRITSCHE & NILSSON,
1990), “rockpool goby”, o gobido (Gobius cobitus; BERSCHICK et al., 1987), o “longnose
gar” (Lepisosteus osseus; SMATRESK et al., 1986), e os trés géneros de peixes pulmonados
(Neoceratodus, FRITSCHE et al., 1993; Lepidosiren, SANCHEZ et al., 2001), a maioria dos
teledsteos respondem a hipdxia com uma profunda bradicardia, porém a distribuicdo dos
quimiorreceptores de O, responsaveis por esta resposta ndo ¢ uniforme entre as espécies.
Assim, no caso do bagre-africano, C. gariepinus, pode-se concluir que o0s
quimiorreceptores de O, branquiais que modulam a fy estdo distribuidos ao longo de todos os

arcos branquiais devido sua resposta bradicardica no grupo GD.
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Figura 18. Registro dos complexos QRS do ECG do grupo GC (A) e GD (B) de Clarias gariepinus
em hipoxia severa com acesso ao ar atmosférico (PO, = 20 mmHg), mostrando a
atenuagdo dos valores da fy; tanto pré- como pos-RA.
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Tabela 6. Valores médios (= S.E.M.) dos parametros cardiacos do GC de Clarias gariepinus (n = 9)
durante hipoxia gradual, percentagem da diferenca entre os valores de pré- e pos-RA e
aumento nos batimentos-por-minuto po6s-RA de cada P,O,. * - indica valores
significativamente diferentes em relagao aos valores de fi pré-RA (p < 0,05).

Ju
P,0, (bpm)
(mmHg) pré-RA p6s-RA ‘?Hdsrgliegzrslgﬁga Aum;ztgéesl_anxam da
140 42,9+1,7 61,8 +£32% + 44,1 ~ 18,9
100 39,6 £3,9 58,0 +£3,3* + 46,5 ~ 184
70 34,7+24 53,8 £23% +55,0 ~ 19,1
50 351425 53,8 £22% +53,3 ~ 18,7
30 38,3+33 58,3 +3,23* +52,2 ~20,0
20 29,2 +3,8 49,7 + 4 8% +70,2 ~ 20,5
10 30,4+£32 52,1 +£2,9% +71,4 ~21,7

Tabela 7. Valores médios (= S.E.M.) dos parametros cardiacos do GD de Clarias gariepinus (n = 9)
durante hipoxia gradual, percentagem da diferenca entre os valores de pré- e pos-RA e
aumento nos batimentos-por-minuto pdés-RA de cada P,O,. * - indica valores
significativamente diferentes em relagdo aos valores de fi; pré-RA. * - indica valores
significativamente diferente dos respectivos valores do grupo GC da Tabela 7 (p < 0,05)

Ju
P, 0, (bpm)
(mmHg) Pré-RA p6s-RA ?;ier ilie;e:érﬁlz;ia Aumj:fgt;)éesr_nRIX)m da
140 71,7 £10,4* 84,7 £15,0%* +18,1 ~13,0
100 66,1 £ 5,9° 86,1 +3,3* +30,3 ~20,0
70 66,5+ 7,7 89,4 + 6,6%* +344 ~229
50 65,7 £5,1* 85,9+ 6,1* +30,8 ~20,2
30 59,9 +7,5° 85,2+ 5,9% +42.2 ~253
20 63,7 £5,9° 78,0 £ 6,8% +22,4 ~143

10 499 +4,7 78,8 £5,5% +57.9 ~289
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Tabela 8. Comparagédo dos valores de fy (bpm) pré- e pos-RA de Clarias gariepinus do grupo GC com
os valores de fi (bpm) pré- e pos-RA de outros teledsteos de respiragdo aérea durante
hipoxia severa.

Frequéncia Cardiaca (bpm)

Espécies Autor
°C Pré -RA Pés - RA
20-22 6 27 Johansen, 1966
Synbranchus marmoratus - 21 35 Johansen et al., 1970
24 -27 3-10 40 Roberts & Graham, 1985
Electrophorus electricus 28 28 66 Johansen et al., 1968
- 14 30 Johansen et al., 1970
Anabas testudinus 25 25 62 Singh & Hughes, 1973
Clarias batrachus - 30 39 Jordan, 1976
Hoplerythrinus unitaeniatus 26 - 30 61 (12) 83 (23) Farrel, 1978

Clarias gariepinus 25+1 30 52 presente estudo
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4.3. ProrocoLo EXPERIMENTAL III: IDENTIFICACAO E  ORIENTACAO DOS
QUIMIORRECEPTORES DE OQ; BRANQUIAIS

4.3.1. Curva Dose-Resposta

Os valores da curva dose-resposta das inje¢des externas e internas de NaCN sobre
as respostas cardiorrespiratorias (fi; € fr) de C. gariepinus (n = 4) estdo representadas nas
Figuras 18 e 19. Nao foram realizadas analises estatisticas nestes dados devido a quantidade
amostral ndo ser suficiente.

A Figura 18A mostra uma queda na fy na injecdo externa de NaCN na
concentragdo de 1,25 mg.mL™, cuja alteragio foi de -25% comparada com a injecio de agua.
Além disso, houve uma tendéncia crescente nos valores da fr (Fig. 18B) com o aumento das
concentragdes de NaCN, sendo que os animais alcangaram valores elevados da fr apos a
injecdo externa de 1,25 mg.mL™" de NaCN ultrapassando 20% da injecdo controle (4gua).
Ainda, os animais exibiram poucos comportamentos de forrageamento ¢ um deles apresentou
tomada de O, atmosférico. Assim sendo, a concentracdo de 1,25 mg.mL'1 de NaCN foi
escolhida como padrdo para injecdo externa a fim de avaliar quais parametros
cardiorrespiratorios estdo sendo mediados por quimiorreceptores de O, orientados
externamente, isto €, que monitoram a PO, da 4gua inspirada.

A Figura 19A mostra que os efeitos das injegdes internas de NaCN reduziram a f,
sendo que o menor valor de f;; foi encontrado na concentragio de 0,75 mg.mL™" de NaCN que
alterou a fy em -31,3%. Nesta mesma concentracdo, as médias da fr (Fig. 19B) demonstram
um vagaroso aumento nos seus valores acompanhada de exibi¢cdes de comportamentos de
forrageamento e subidas para respira¢do aérea por todos animais. Portanto, esta concentragao
de 0,75 mg.mL" de NaCN foi escolhida como a injegdo interna padrio para se avaliar quais
parametros cardiorrespiratorios estdo sendo mediados por quimiorreceptores de O, orientados

internamente, ou seja, que monitoram a PO, do sangue arterial.
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0,8 -0,3 3,6

60 + -10,7 -9,2
25,2 -23,2

agua 0,25 05 075 1 125 15 2

B Injeciio externa (mg.mL-!) 53,

60T 11 252 20,8
5,8 5,1 4,9 4

fr (resp.min)

agua 0,25 05 0,75 1 125 15 2

Injecao externa (mg.mL-1)

Figura 19. Curva dose-resposta das injecdes externas de agua e de concentragdes crescentes de NaCN
sobre a frequéncia cardiaca (A) e a frequéncia respiratoria (B) de C. gariepinus intactos (n
= 4), com acesso ao ar atmosférico. As barras representam as médias £ S.E.M. Os
numeros acima das barras indicam a variagdo, em porcentagem, dos valores médios das
injegOes externas de NaCN comparado com a inje¢do controle (agua).
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T Y o 21,7
18,4-21,9 ' -21.7

-31,3

sal 0,06 0,12 0,25 0,5 0,75 1,0 1,25 15 2,0

Injecao interna (mg.mL-1)
26,4 23,2

14314,621 5
5.8 11 6,2 53

fr (resp.min-!)

sal 0,06 0,12 0,25 0,5 0,75 1,0 1,25 1,5 2,0

Injecdo interna (mg.mL)

Figura 20. Curva dose-resposta das injecdes internas de salina e de concentragdes crescentes de
NaCN sobre a frequéncia cardiaca (A) e a frequéncia respiratéria (B) de C. gariepinus
intactos (n = 4), com acesso ao ar atmosférico. As barras representam as médias + S.E.M.
Os numeros acima das barras indicam a variacdo, em porcentagem, dos valores médios das
injecdes internas de NaCN comparado com a injegdo controle (salina).
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4.3.2. Andlise da orientacdo dos quimiorreceptores de O, através das injecoes externas e

internas de NaCN

Os efeitos das injegoes controle e de NaCN externas e internas sobre os
parametros cardiorrespiratérios de ambos os grupos experimentais (GC e GD) de C.
gariepinus (n = 12) estdo apresentados nos graficos das Figuras 20 a 23.

No grupo GC, as inje¢des externas de NaCN nao causaram alteragdes nos valores
de fr, porém as inje¢des internas causaram um aumento nos seus valores apds 20 s da inje¢ao
(Fig. 20A, B). Esta taquipnéia persistiu durante o primeiro minuto de monitoramento. No
grupo GD, ambas as inje¢des, externa e interna, ndo tiveram efeito sobre as respostas de fr
(Fig. 20C, D). Estes resultados indicam que, nesta espécie, os quimiorreceptores de O,
branquiais que modulam alteragdes na fr estdo localizados exclusivamente nos 1% arcos
branquiais e estdo orientados internamente, monitorando a PO, do sangue arterial.
Provavelmente o nervo Glossofaringeo (Nervo IX) seja o responsavel por enviar as
informacdes de mudangas da PO, do sangue arterial ao tronco encefélico. Contrariamente,
“bowfin” e jeju exibiram aumentos na fr apods estimulagdo interna e externa dos
quimiorreceptores de O, (McKENZIE et al., 1991a,b; LOPES et al., 2010). Interessantemente,
o “longnose gar” (Lepisosteus osseus), teve a fr diminuida durante hipoxia aquatica, enquanto
esta varidvel aumentou em resposta a injegdes internas de NaCN (SMATRESK, 1989). Tais
dados indicam que a orientagdo dos quimiorreceptores de O, envolvidos na modulagio da fr
em resposta a hipoxia ou a hipoxemia ¢ espécie-especifica.

De acordo com os dados obtidos da Vamp (Fig. 21), apenas as inje¢des internas de
NaCN tiveram efeito sobre este parametro respiratorio. No grupo GC houve aumento em
cerca de 20% da Vamp € no grupo GD o aumento foi cerca de 22%. Estes aumentos da Vamp
ocorreram a partir de 30 s pos-infusdo da solucdo, tempo necessario para que a solugdo
estimulasse os quimiorreceptores de O, branquiais. Além disso, este aumento da Vamp
perdurou significativo apenas no primeiro minuto voltando aos parametros basais logo em
seguida. Respiradores aéreos facultativos como jeju, Hoplerytrinus unitaeniatus, e “bowfin”,
Amia calva demonstraram aumento da Vamp tanto para injecdes internas como externas de
NaCN (bowfin, MCKENZIE et al., 1991a,b; jeju, LOPES et al., 2010). Da mesma forma,
teledsteos de respiragao exclusivamente aquatica como catfish (BURLESON & SMATRESK,
1990a), esturjdo do Mar Adriatico (McKENZIE et al., 1995), truta arco-iris (BURLESON &
MILSOM, 1995; REID & PERRY, 2003) traira (SUNDIN et al., 1999), tambaqui (SUNDIN
et al., 2000), curima (SHINGLES et al., 2005), pacu (LEITE et al., 2007), trairdo (MICHELI-
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CAMPBELL et al., 2009) “gulf toadfish”, Opsanus beta ( PERRY et al., 2009a;
McDONALD et al., 2010), também respondem com um aumento da Vayp em resposta as
estimulacdes de NaCN tanto interna quanto externamente. No entanto, espécies como pacu,
Piaractus mesopotamicus, também possui um sitio extra-branquial sensivel ao O,, a
pseudobranquia, a qual responde a estimulos tanto interna quanto externamente (LEITE et al.,
2007).

Diferentemente, C. gariepinus respondeu apenas as estimulagdes internas de
NaCN e, portanto, pode-se concluir que o bagre-africano possui os quimiorreceptores de O,
branquiais que modulam alteragdes na Vanmp localizados em todos os arcos branquiais e
orientados exclusivamente para monitoramento da PO, arterial.

Ambos os grupos (GC e GD) de C. gariepinus exibiram bradicardia em resposta
as injecdes externas e internas de NaCN. Esta diminui¢do da fy foi mais discreta no GC,
provavelmente devido aos diversos comportamentos de RA apresentados (Fig. 22), o que sera
discutido adiante. A bradicardia apresentada com ambas as injecdes indicam que ela ¢
mediada por receptores de O, orientados tanto externamente (monitorando a PO, da agua
inspirada) quanto internamente (monitorando a PO, do sangue arterial). Na maioria dos
teledsteos de respiragdo exclusivamente aquatica ja estudados, os quimiorreceptores de O,
branquiais que medeiam a hipoxica bradicardica parecem identificar apenas as mudangas da
PO, da agua inspirada (MILSOM, 2012). Semelhantemente, no respirador aéreo facultativo
“bowfin”, a bradicardia reflexa ¢ mediada por receptores de O, orientados externamente
(McKENZIE et al., 1991a,b). Por outro lado, em jeju, a hipoxia bradicardica ¢ desencadeada
por quimiorreceptores de O, branquiais orientados tanto interna quanto externamente (LOPES
et al., 2010). Desta forma, pode-se concluir que a modulacao da fi; em resposta as inje¢des de
NaCN em C. gariepinus ¢ realizada por quimiorreceptores de O, distribuidos por todos os
arcos branquiais, considerando-se que o grupo GD apresentou bradicardia.

O grupo GC exibiu maiores valores de fra ap0Os injecdes internas de NaCN do nas
injegdes externas (Fig. 23). Respostas similares foram observadas em jeju (LOPES et al.,
2010) e “longnose gar” (SMATRESK et al., 1986). No entanto, inje¢des internas de NaCN
ndo tiveram efeito na fra de “bowfin” (McKENZIE et al.,1991 a,b). Em todas estas espécies,
a fra foi estimulada através de injegdes externas de NaCN. A ablag¢do do 1° par de arcos
branquiais em C. gariepinus atenuou as respostas da fra, porém nao as aboliu completamente.
Isto indica que, no bagre-africano, os quimiorreceptores de O, que medeiam a fra sao

orientados tanto externa quanto internamente, com predominancia da orientagdo interna. Estes
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receptores estdo também distribuidos ao longo de todos os arcos branquiais e possivelmente
localizados em estruturas extra-branquiais, como, por exemplo, no ABO.

Estudos com marcagdo neuronal em pacu, Piaractus mesopotamicus (TAYLOR et
al., 2009) demonstraram a existéncia de sobreposi¢ao dos nticleos respiratdrios e cardiacos no
tronco encefalico, na regido do IV ventriculo, cujas aferéncias advém dos nervos cranianos IX
e X. Clarias gariepinus também possui estes nucleos respiratérios e cardiacos (dados ainda
ndo publicados por TAYLOR E. W.) e a ablagdo do 1° par de arcos branquiais possivelmente
tenha bloqueado a aferéncia dos impulsos nervosos dos quimiorreceptores de O, branquiais
para estes nucleos respiratorios, ocasionada pela extirpacdo do nervo IX. Desta forma, os
nucleos encefalicos que emitem os impulsos para a musculatura opercular, a fim de elevar a
fr, deixaram de fazé-lo devido a falta de informagdes provenientes dos receptores que
detectam as alteracdes PO, aquatica (~ inje¢des externas de NaCN), porém niao da PO,
sanguinea (~ injecdes internas de NaCN) (Fig. 20). Ao contrario, os nucleos encefalicos
responsaveis por gerar modificagdes na fi; ou induzir o comportamento de subida a superficie
aqudtica para a tomada do ar atmosférico, também tiveram perda de informacdes vindas das
PO, aquatica e sanguinea. Porém tais informacdes continuaram a ser enviadas através dos
arcos remanescentes pelos ramos do nervo X, mantendo as respostas da fi; e um bloqueio
parcial no comportamento de RA. No caso da Vawmp, devido seu aumento ser semelhante em
ambos os grupos (20 e 22 % no GC e GD, respectivamente), supde-se que ndo houve
alteracdo no envio de informagdes de seus quimiorreceptores de O, aos centros respiratorios.
Isto sugere a possibilidade dos quimiorreceptores de O, que modulam alteragdes da Vamp
estarem presentes em todos os arcos branquiais ou até mesmo de estarem restritos aos arcos
branquiais remanescentes e serem monitorados apenas pelos nervo X (exceto o ramo trig€mio
que inerva os 1 arcos branquiais) e ndo pelo nervo craniano IX. Todavia, tal suposigdo

necessita ser comprovada experimentalmente.
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Figura 21. Mudangas na frequéncia respiratoria (fy — resp.min) de C. gariepinus apés a sequéncia de
inje¢des externas de H,O (1,0 mL), NaCN (1,0 mL de 1,25 mg.mL™") e inje¢des internas de
salina (0,5 mL) e NaCN (0,5 mL de 0,75 mg.mL™"). A e B — peixes com os arcos
branquiais intactos (GC; n =12), C ¢ B — peixes com o0s primeiros arcos branquiais
extirpados (GD; n =12). As setas indicam o momento das inje¢des. Simbolos abertos
representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais (pré-inje¢cdo). * -
indica valores que sdo significativamente diferentes entre os grupos (p < 0,05). Pontos sdo

médias + S.E.M.
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Figura 22. Mudancas na amplitude ventilatoria (Vamp - %) de C. gariepinus apos a sequéncia de
inje¢des externas de H,O (1,0 mL), NaCN (1,0 mL de 1,25 mg.mL™") e inje¢des internas de
salina (0,5 mL) e NaCN (0,5 mL de 0,75 mg.mL™"). A e B — peixes com os arcos
branquiais intactos (GC; n =12), C ¢ B — peixes com o0s primeiros arcos branquiais
extirpados (GD; n =12). As setas indicam o momento das inje¢des. Simbolos abertos
representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais (pré-inje¢cdo). * -
indica valores que sdo significativamente diferentes entre os grupos (p < 0,05). Pontos sdo

médias + S.E.M.
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Figura 23. Mudangas na frequéncia cardiaca (fi; — bpm) de C. gariepinus apds a sequéncia de injecdes
externas de H,O (1,0 mL), NaCN (1,0 mL de 1,25 mg.mL™) e injegdes internas de salina
(0,5 mL) e NaCN (0,5 mL de 0,75 mg.mL™"). A e B — peixes com os arcos branquiais
intactos (GC; n =12), C e B — peixes com os primeiros arcos branquiais extirpados (GD; n
=12). As setas indicam o momento das inje¢des. Simbolos abertos representam diferengas
significativas em relacdo aos valores iniciais (pré-injecdo). * - indica valores que sdo
significativamente diferentes entre os grupos (p < 0,05). Pontos sdo médias + S.E.M.
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Figura 24. Numeros de respiragdes aéreas apds injecoes de NaCN externas (barras brancas) e internas
(barras pretas) do grupo controle (GC) ¢ do grupo com ablagdo do 1° par de arcos
branquiais (GD) do bagre-africano, Clarias gariepinus. O numero de peixes que
demonstraram o comportamento de respiragdo aérea (n) aparece dentro das barras. * -
indicam valores que sdo significativamente diferentes entre os grupos (p < 0,05). Valores
sdo médias = S.E.M.
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4.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1V: RELACAO ENTRE O CONTROLE AUTONOMICO DA
FREQUENCIA CARDIACA PRE- E POS-RESPIRACAO AEREA

4.4.1. Suporte Farmacologico

Os efeitos das injecdes do suporte farmacoldgico sobre a fi de C. gariepinus
intacto (n = 4) esta apresentado na Figura 24. Nao foram realizadas analises estatisticas nestes
dados devido a quantidade amostral ndo ser suficiente.

O gréfico mostra que apds a injecdo de adrenalina houve aumento de
aproximadamente 75 % na fj; dos animais, chegando a 86,2 + 8,3 bpm. Esta taquicardia era
esperada e perdurou cerca de 3 a 5 min. Com a injecdo de propranolol (antagonista [-
adrenérgico), houve queda da fi; em aproximadamente 14%, chegando a valores de 43,3 + 2,3
bpm. Esta leve diminui¢ao da fi ndo foi abolida pela injecdo de adrenalina, injetada apds 1 h
da injecdo do propranolol, o que indica que houve completo bloqueio do sistema auténomo
simpatico (adrenérgico) por este volume e concentragdo de propranolol (0,5 mL de 3,0
mg.Kg™ de propranolol). Sendo assim, esta concentragio foi escolhida como o padrio para os
experimentos posteriores. Além disso, a leve bradicardia apresentada perdurou entre 6 a 8§ h,
retornando lentamente aos valores basais de PT.

A Figura 24 mostra também que apds a injecdo de acetilcolina (agonista
colinérgico) os animais diminuiram em cerca de 20% a fy, chegando a 39,5 + 5,2 bpm. Esta
bradicardia era esperada e perdurou cerca de 4 a 6 min. Com a injecdo de atropina
(antagonista muscarinico), houve aumento da f;; em aproximadamente 65 %, chegando a
valores de 81,4 = 3,1. Este aumento da f;; ndo foi eliminado pela injecdo de acetilcolina,
injetada ap6s 1 h da inje¢do de atropina, o que indica que houve total bloqueio do sistema
nervoso autdnomo parassimpatico (colinérgico) pelo volume e concentragdo de atropina (0,5
mL de 1,2 mg.Kg" de atropina). Desta forma, esta concentragio foi escolhida como o padrio
para os experimentos posteriores. Ainda mais, este aumento da fi; perdurou por cerca de 2 a 3

h.
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Figura 25.
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Efeitos das injecdes internas (veia caudal) do suporte farmacoldégico sobre a frequéncia
cardiaca (fgy — bpm) de C. gariepinus (n = 4) durante normoxia. Cont — controle; Adr —
inje¢do de 0,5 mL de 10° mol.L"' de adrenalina; Prop + Adr - injegdo de 0,5 mL de 3,0
mg.Kg"' de propranolol seguido, apos 1 h, da injecdo de 0,5 mL de 10° mol.L" de
adrenalina; Ach - injecdo de 0,5 mL de 10° mol.L"! de acetilcolina; Atrop + Ach — .
inje¢do de 0,5 mL de 1,2 mg.Kg" de atropina seguido, ap6s 1 h, da inje¢do de 0,5 mL de
10”° mol.L™" de acetilcolina. Valores sdo médias + S.E.M.
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4.4.2. Relagdo entre os Tonus Adrenérgico e Colinérgico e a fy Pré- e Pos-respiragdo aérea

Os efeitos das inje¢des de propranolol e atropina para bloqueio do controle
autonomico colinérgico e adrenérgico, respectivamente, de ambos os grupos experimentais
(GC e GD) de C. gariepinus (n = 10), durante normoxia, estdo apresentados na Tabela 9 e na
Figura 25.

No grupo GC, os tratamentos PT e prop aumentaram a f; pds-RA de ~33 e ~40%,
respectivamente. No entanto, os valores da fi pré-RA de prop foram significativamente
menores do que no PT devido o bloqueio dos receptores B-adrenérgicos. Contrariamente, no
P&A, a frequéncia de despolarizacao das células do marca-passo elevaram fy pré-RA o qual
se manteve constante pos-RA em cerca de ~92 bpm (Tab. 9). Estes dados foram semelhantes
aos do respirador facultativo jeju (Hoplerythrimus unitaeniatus, McCKENZIE et al., 2007) em
hipoxia severa. Em jeju, o bloqueio dos receptores B-adrenérgicos (prop) ndo também
impediu a taquicardia pds-RA. Além disso, o bloqueio colinérgico, efetuado pela injecao de
atropina, apesar de elevar a fi; para valores maximos tanto no bagre-africano (Fig. 25) como
em jeju (McKENZIE et al., 2007), falharam em demonstrar taquicardia p6s-RA. Desta forma,
¢ possivel concluir que a modulacdo dos ajustes cardiacos em C. gariepinus ndo ¢é efetuada
mediante despolarizagao adrenérgica no miocardio, isto €, o tonus adrenérgico nao ¢ o
responsavel pela taquicardia pds-RA.

Através do célculo dos tonus autondmicos do coragdo do bagre-africano,
verificou-se uma diminui¢ao do tdnus colinérgico p6s-RA (de 57,5 para 17,2 %; Fig. 25). Esta
reducdo também foi observada no jeju (de 304,3 para 81,5%; McKENZIE et al., 2007).
Estudos sobre o controle nervoso autondomico do coragdo de bacalhau (Gadus morhua;
FRITSCHE & NILSSON, 1990) demonstraram um aumento do tonus colinérgico durante
hipoxia severa (~35 mmHg). Este aumento, por sua vez, foi relacionado ao desenvolvimento
da bradicardia hipoxica reflexa. Assim sendo, jeju demonstrou um tonus colinérgico muito
mais elevado que o bagre-africano devido sua exposicdo a hipoxia severa, resultando,
consequentemente, na bradicardia reflexa (de 32,1 bpm, em normoxia, para 26,2 bpm em
hipoxia de ~7,5 mmHg). Ainda mais, esta exacerbagdo do tonus colinérgico foi determinante
para que o jeju desenvolvesse também uma fi; p6s-RA muito mais elevada que a taquicardia
do bagre-africano, tanto no PT como no prop, sendo ~ 81 % (de 26,2 para 47,6 bpm) e ~115%
(de 19,8 para 42,7 bpm), respectivamente (ver McKenzie et al., 2007). Diversos estudos com
teledsteos de respiragdo bimodal, respiracdo aérea e outros vertebrados comprovam que a

inibicao vagal ¢ a responsavel pela modulacao autondémica do coragao (JOHANSEN, 1966;
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JORDAN & SPYER, 1987; GRAHAM et al., 1995; TAYLOR et al., 1999; CAMPBELL et
al., 2004, 2005; SKAALS et al., 2006). Ela ¢ decorrente da liberacao de acetilcolina, através
do nervo X, nos receptores muscarinicos do marca-passo ¢ musculatura atrial do miocérdio
(YOUNG, 1936; RANDALL, 1966; RANDALL & STEPHENS, 1967; GANNON &
BURNSTOCK, 1969; HOLMGREN, 1977, 1981; CAMERON, 1979). Assim sendo, apesar
do tonus colinérgico de C. gariepinus ter sido calculado em normoxia, foi possivel verificar
que este tonus ¢ o responsavel pela modulagdo autondmica de seu coracdo, diminuindo sua
atuacgdo para promover taquicardia pos-RA e aumentando-a para desenvolver bradicardia pré-
RA, principalmente durante hipdxica, como apresentada nos experimentos anteriores.

Os calculos dos tonus adrenérgicos de C. gariepinus demonstraram que este tonus
foi menor que o colinérgico e que diminuiu pds-RA (de 35,8 para 20,7%). Diversos estudos
demonstraram que a percentagem de atuagdo dos tonus adrenérgico e colinérgico sdo
diferentes entre os teledsteos (AXELSSON et al.,, 1987; ALTIMIRAS et al., 1997,
AXELSSON, 2005; McKENZIE et al., 2007; LEITE, et al, 2009; PETERSEN &
GAMPERL, 2010). Uma recente revisao sobre os tonus autondmicos cardiacos dos teledsteos
demonstrou que estes tonus possuem uma relagdo direta com a temperatura ambiental em que
vivem, sendo o tonus colinérgico predominante em espécies de climas temperados (< 5°C) e
quentes (> 20°C), enquanto o tonus adrenérgico predomina em espécies de temperaturas
mornas (SANDBLOM & AXELSSON, 2011). Sabendo que bagre-africano ¢ encontrado em
regides tropicais da Africa, sul da Asia e América (LACHNER et al., 1970; COURTENAY &
STAUFFER, 1984), era esperado, tanto do ponto de vista evolutivo como pela sua
aclimatagdo a 25 = 1 °C, a predominancia do seu tonus colinérgico sobre o adrenérgico de
acordo com esta revisao.

Contudo, ao comparar os tonus autonomicos do coracdo do bagre-africano pds-
RA, percebe-se que a variagdo do tonus adrenérgico foi quantitativamente menor que a do
colinérgico (42 e 70%, respectivamente) e manteve-se ligeiramente superior a este (Fig. 25).
Isto ocorreu também em jeju, cuja variagdo dos tonus adrenérgico e colinérgico pds-RA foram
de, respectivamente, 37 ¢ 73% (McKENZIE et al., 2007). Historicamente, assume-se que 0s
teledsteos geralmente ndo possuem aceleragdo cardiaca simpatica (RANDALL, 1968).
Entretanto, estudos comprovam a existéncia de cadeias simpaticas prolongando-se de dentro
da cabega de alguns teledsteos, como a truta, onde se unem com nervos cranianos formando
um tronco vago-simpatico (HOLMGREN, 1977; NILSSON, 1983; GIBBINS, 1994), cujas
fibras adrenérgicas inervam seu coracdo (YAMANOUCJI & BURNSTOCK, 1968;
GANNON & BURNSTOCK, 1969). Sendo assim, estudos demonstraram um tonus
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adrenérgico no coragdo de bacalhau (Gadus) e douradinho (Carassius), porém a relativa
importancia do controle adrenérgico tanto neural como humoral ainda permanece incerta
(NILSSON, 1983). Sabe-se que efeitos cronotropicos e ionotropicos positivos sao produzidos
no coragdo dos teledsteos por agonistas adrenérgicos e nervos adrenérgicos mediados por
receptores P-adrenérgicos associados as células marca-passo e miocardiais (RANDALL &
STEPHENS, 1967; GANNON & BURNSTOCK, 1969; HOLMGREN, 1977; CAMERON &
BROWN, 1981; NILSSON, 1983). Contrariamente, existem evidéncias de que receptores o-
adrenérgicos promovam efeitos cronotropicos negativos no coragdo de algumas espécies
(TIRRI & RIPATTI, 1982; FARREL, 1984, 1991; TEMMA et al., 1989). Sendo assim, sdo
necessarios outros experimentos farmacoldgicos no bagre-africano in vivo (normoxia e
hipdxia) e in vitro que respondam quais receptores, § e/ou a-adrenérgicos, estdo presentes em
seu coragdo e promovendo o tonus adrenérgico pré- e pos-RA apresentado. No entanto, €
possivel concluir que os receptores B-adrenérgicos do coracdo de C. gariepinus ndo atuam
sobre a fi; pos-RA, devido a auséncia de taquicardia no tratamento com atropina (Tab. 9).
Além disso, pode-se sugerir que os receptores P-adrenérgicos estejam atuando apenas no
aumento da for¢a de contragdo (efeito ionotropico positivo) pré- e pés-RA, enquanto os
receptores o-adrenérgicos atuam na bradicardia pré-RA (efeito cronotropico negativo)
concomitantemente a inervagao vagal colinérgica. Desta forma, supde-se que os resultados do
tonus adrenérgico pré-RA (35,8 %) e pds-RA (20,7%) sdo uma modulagdo vagal adrenérgica
intrinseca sobre os dois grupos de receptores adrenérgicos.

Os dados do P&A do grupo GC apresentaram fy elevadas tanto pré- quanto pos-
RA. O completo bloqueio autondmico em jeju teve efeitos similares (McKENZIE et al.,
2007). De acordo com GUYTON & HALL (2006), as fibras presentes no nédulo AS, em
mamiferos, possuem alta frequéncia de despolarizacdo ocasionada por um limiar menos
negativo que os das fibras musculares cardiacas de outras regides e das fibras musculares
esqueléticas. Além disso, esta menor negatividade no potencial de repouso de membrana
deste grupo (entre -55 e -60 mV, contra -85 a -90 mV das fibras ventriculares) € resultante da
maior permeabilidade ao célcio e sddio. Estes ions, ao cruzarem a membrana, neutralizam boa
parte da negatividade celular das fibras sinusais. Assim sendo, a f do bagre-africano durante
o P&A provavelmente demonstrou, mesmo que de forma indireta, a frequéncia de
despolarizacdo das fibras do nddulo SA (marca-passo), sendo 91-92 bpm. A importancia desta
alta frequéncia de despolarizagdo das fibras sinusais ¢ proteger o nddulo SA contra a entrada

ou invasdo de outros potenciais de acdo externos, que poderiam causar extra-sistoles e,
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consequentemente, arritmias cardiacas (BLEEKER et al., 1982; BOYETT et al., 1999;
BOYETT et al., 2000).

No grupo GD, a ablagdo do 1° par de arcos branquiais elevou significativamente
os valores de fi pré-RA comparado com o valores PT do grupo GC. Apds comportamentos de
RA, o aumento da fi; p6s-RA, do PT do grupo GD, foi significativamente menor que do grupo
GC sendo, respectivamente, de ~16 e 33%. Injecdes de prop tiveram o mesmo efeito que do
GC diminuindo a fi pré-RA e demonstrando taquicardia pés RA. Ainda mais, inje¢cdes de
P&A do grupo GD demonstraram respostas semelhantes que no grupo GC de elevar a fi; pré-
RA e manté-la pos-RA.

O aumento da fi; do PT no GD pré-RA confirma o mesmo padrdo apresentando
nos experimentos anteriores, de sempre elevar a f;; apOs a ablagdo do 1° par de arcos
branquiais. Estudos anteriores mostraram que a desenervacdo seriada ou completa dos ramos
dos nervos cranianos que inervam os quimiorreceptores de O, do aparato respiratorio
(branquias, pseudobranquias ou cavidade orobranquial) eleva a fy. Isto ocorreu em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss; SMITH & JONES 1978), traira (H. malabaricus, SUNDIN et al.,
1999), pacu (Piaractus mesopotamicus, LEITE et al., 2007), trairdo (H. lacerdae, MICHELI-
CAMPBELL et al., 2009), jeju (H. unitaeniatus, LOPES et al., 2010), tambaqui (Colossoma
macropomum, FLORINDO et al., 2004). Entretanto, tal comportamento fisiolégico nao foi
observado em “channel catfish” (Ictalurus punctatus, BURLESON & SMATRESK 1990b) e
“bowfin” (4. calva, McKENZIE et al., 1991a). Estudos com salmao, Oncorhynchus kisutch,
observaram que apods a sec¢do do nervo IX os animais apresentaram bradicardia hipoxica.
Contudo, apds total desenervagio do 1° par de arcos branquiais, isto ¢, incluindo o ramo pré-
trematico do nervo craniano X, os animais ndo exibiram bradicardia mais acentuada (SMITH
& DAVIE, 1984). Segundo os autores, o ramo pré-tematico do X ndo faria sinapses com o0s
centros cardiacos do SNC, a fim de modular o controle cardiaco. Assim sendo, pode-se
sugerir que o aumento na fi; em Clarias gariepinus, no GD de todos experimentos do presente
estudo, ocorra devido a perda das aferéncias para o SNC advindas do nervo IX e ndo do ramo
pré-trematico do X que inerva o 1° par de arcos branquiais. Todavia, esta hipotese necessita
ser comprovada experimentalmente.

A ablagio do 1° par de arcos branquiais diminuiu o ténus colinérgico do GD pré-
RA com relagdo ao do GC, sendo, respectivamente, 33,5 e 57,5% (Fig. 25). Como discutido
anteriormente, o ténus colinérgico ¢ o responsavel pela modula¢do da fy tanto pré- quanto
p6s-RA do bagre-africano. Desta forma, a diminui¢do do tonus colinérgico corrobora o

aumento da fi pré-RA do GD de todos os experimentos deste trabalho. Além disso, ao se
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comparar a variagdo do tonus colinérgico pds-RA do GD (~31,6%) com a do GC (~70%),
observa-se uma variagdo menor deste tonus no GD constatada pela taquicardia menos
acentuada do seu PT. Assim sendo, embora a modulacdo autondmica da fi do coracdo de C.
gariepinus seja originada em quimiorreceptores de O, branquiais de todos os arcos, pode-se
afirmar que seu maior controle ocorre pelos quimiorreceptores de O, dos 1* arcos branquiais
que enviam informacgdes sensoriais a0 SNC via pelo nervo IX.

A ablagdo do 1° par de arcos branquiais também diminuiu o tonus adrenérgico
pré-RA com relacdo ao GC, sendo, respectivamente, de 15,9 e 35,8%. No entanto, o tonus
adrenérgico pos-RA no GD aumentou para 21,7% alcangando valores semelhantes ao do GC
pos-RA. Este aumento do tonus adrenérgico pode estar relacionado a uma maior forca de
contracdo efetuada pelos receptores P-adrenérgicos do miocardio (efeito cronotropico
positivo, RANDALL & STEPHENS, 1967; GANNON & BURNSTOCK, 1969;
HOLMGREN, 1977; CAMERON & BROWN, 1981; NILSSON, 1983). Estudos sugerem que
outros fatores estejam promovendo a taquicardia e o tonus adrenérgico pos-RA nos grupos
GC e, principalmente, no GD que possui menor area branquial. Um destes fatores seria a
vasoconstricdo dos seios venosos que ¢ mediada por receptores a-adrenérgicos controlados
por inervacdo adrenérgica em teledsteos (NILSSON, 1994; SANDBLOM & AXELSSON,
2006). Consequentemente, esta vasoconstricdo promoveria o aumento do retorno venoso e,
consequentemente, o aumento na for¢a de contragdo responsavel para ejetar um maior volume
dentro do ventriculo durante sistole (mecanismo de Frank-Starling) (STEVENS et al., 1972;
WOOD & SHELTON, 1980; AXELSSON & FARRELL, 1993). Além disso, foi
demonstrado, nos teledsteos, a existéncia de receptores P-adrenérgicos da vasculatura
branquial que suscitam vasodilatagdo local (SANDBLOM & AXELSSON, 2011). Assim
sendo, devido & vasculatura dos ABOs de C. gariepinus ser continua com a vasculatura
branquial (GRAHAM, 1997), pode-se sugerir uma maior perfusio do ABO, durante as
incursdes para tomada de ar atmosférico (JOHANSEN, 1966; AXELSSON et al., 1989;
SKAALS et al., 2006; McKENZIE et al., 2007), modulada pela atuagdo dos receptores [3-
adrenérgicos tanto na vasculatura branquial quanto na vasculatura do ABO, principalmente
durante hipdxia. No entanto, s3o necessarios experimentos farmacologicos e de fluxo
sanguineo a fim de comprovar se tais modulagdes vasculares ocorrem devido as alteragcdes do

tonus adrenérgico no bagre-africano.
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Tabela 9. Valores médios (+ S.E.M.) da frequéncia cardiaca (f;) pré e pds-respiracdes aéreas do GC
(n = 10) e do GD (n = 10) de Clarias gariepinus seguido dos bloqueios parassimpatico e
simpatico do coracdo durante normoxia (PwO, ~140 mmhg).

Ju (bpm)
Tratamentos
pré-RA p6s-RA
Controle (PT) 69,3+ 3,0 92,4 +4,7°
Propranolol (prop) 57,1 +4.4° 80,5+2,5°
GC  bloqueio completo (P&A) 91,2 +5,9° 92,9+ 6,9
Atropina* 98,8 £ 8.3 101,9 £ 2,1
Controle (PT) 78,9 £3,1° 92,1 £4.2°
GD  propranolol (prop) 67,5+2,5" 72,2+3,9
bloqueio completo (P&A) 859+5,1° 85,6 +£5,8°

*indica diferenga significativa entre os valores das inje¢des € o controle, antes ou

apos RA.

" indica diferenca significativa, dentro da mesma inje¢io do mesmo grupo, dos

valores pré e pos-RA

“indica diferenca significativa entre os grupos experimentais, GC e GD, com relagdo

as mesmas injecdes e valores de pré- e pos-RA.
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Figura 26. Percentagem dos tonus colinérgico e adrenérgico apds bloqueio parassimpatico e simpatico
do coragdo do grupo controle (GC; n =10) e do grupo com ablagdo do 1° par de arcos
branquiais (GD; n =10) do bagre-africano, Clarias gariepinus, durante normoéxia com
acesso ao ar atmosférico. Barras brancas representam valores pré-RAs e barras pretas
valores pos-RAs. * - indica valores significativos entre os dados do mesmo grupo
experimental. # - indica valores significativos entre os grupos experimentais (p < 0,05).
Valores sao médias + S.E.M.
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5. DISCUSSAO FINAL

Ao considerarmos o habitat indspito onde o bagre-africano, C. gariepinus, pode
ser encontrado aclimatizado, sendo desde hipdxia moderada até hipoxia severa ou anodxia,
porém, logicamente, com livre acesso ao ar atmosférico, conclui-se que esta espécie
demonstra uma sequéncia de respostas fisiologicas:

Primeiramente, eles demonstram uma resposta bradicardica a hipdxia moderada,
identificada pelos quimiorreceptores de O, branquiais orientados externamente. Esta situacao
fisiologica persiste até que o bagre-africano realize um comportamento de RA. Entretanto,
antes da RA, os quimiorreceptores de O, branquiais enviam impulsos nervosos ao tronco
encefalico, cujos ntcleos cardiacos irdo estimular colinergicamente o coragdo para queda da
fu. Secundariamente, quando provavelmente a PaO, do animal diminui resultante da PwO,
alcangar a PcO; desta espécie, iniciam-se RAs significativas mediadas por quimiorreceptores
de O, branquiais orientados internamente. Estas RAs, por sua vez, sdo acompanhadas da
diminui¢do do tonus colinérgico que, consequentemente, eleva a fg poOs-RA.
Concomitantemente, o tonus adrenérgico também diminui p6s-RA, porém ndo na mesma
proporg¢do o que sugere uma atuacao dos receptores B-adrenérgicos sobre a forca de contragao
do ventriculo e o desvio da corrente sanguinea para os 2% e 4% arcos branquiais, a fim de
ejetar maior volume sanguineo para a perfusao do ABO.

Além disso, pode surgir outra resposta frente diminui¢do da PaO, que é o
aumento da fr aquatica. Tal situa¢do ocorre principalmente pela inibicdo das RAs devido
presenca de predadores aéreos ou outros fatores que possam levar o bagre-africano absorver
O, apenas da 4gua hipodxica através da respiragao branquial (McKENZIE, dados nao
publicados). Ainda, caso persista a impossibilidade para as incursdes aéreas, C. gariepinus
pode ainda apresentar uma diminui¢do do metabolismo aerdbico (V0,) pela diminui¢do da
atividade de forrageamento (estratégia de “esperar para ver”) e aumentos da Vj
principalmente devido a aumentos no Vr. Todavia, a diminui¢do do gasto de energia ou do
consumo de O, ndo ocorre indefinidamente. Desta forma, o bagre-africano tera de escolher
através de seu instinto intrinseco herdado evolutivamente ou aprendido e percepcdes
sensoriais quimiossensitivas, seja ao O,, a luz ou outros sentidos, pela sua sobrevivéncia ou
subindo a superficie aquatica para realizar a RA, na possibilidade de ser predado, ou forragear
a procura de aguas mais bem oxigenadas a fim de manter seu metabolismo aerobico

adequado.
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6. CONCLUSOES

1. Clarias gariepinus, de ambos os grupos GC e GD, mesmo sem acesso ao ar
atmosférico, conseguem manter a V0O, constante até a PcO, (respectivamente, de 61 e 79
mmHg) por meio de um fino ajuste do sistema cardiorrespiratorio (hiperventilacdo e
bradicardia), ou seja, ¢ uma espécie oxirreguladora.

2. Nesta espécie os quimiorreceptores de O localizados no 1° par de arcos
branquiais sdo responsaveis por todo aumento da fr e parte da bradicardia hipoxica.

3. O aumento das RAs em resposta a hipdxia gradual com acesso ao ar
atmosférico demonstrou que C. gariepinus ¢ mais dependente do O, atmosférico do que a
maioria dos teledsteos de respiragdo aérea ja estudados.

4. Clarias. gariepinus ¢ uma espécie de RA facultativa continua, com ajuste
cardiaco tipico de respirador aquatico (bradicardia - pré-RAs) e aéreo (taquicardia — pods-
RAs), mecanismo este que propicia a manutencdo do metabolismo aerdbico e,
consequentemente, na sua sobrevivéncia em ambientes hipoxicos em que ¢ frequentemente
encontrado.

5. Clarias gariepinus responde a hipoxia com uma bradicardia mediada
primeiramente por quimiorreceptores de O, branquiais distribuidos por todos os arcos
branquiais e orientados tanto externa quanto internamente. Concomitantemente, aumentos nas
fr sdo mediados por quimiorreceptores O, branquiais distribuidos apenas no 1° par de arcos
branquiais e orientados apenas internamente. Ao contrario, a Vaup ¢ modulada por
quimiorreceptores de O, branquiais distribuidos por todos os arcos e orientada internamente,
porém seu aumento foi apenas demonstrado em hipoxia sem acesso ao ar (Vj;), devido
aumentos fra que sd@o mediados por quimiorreceptores de O, presentes em todos os arcos e
predominantemente orientados internamente.

6. O controle autondmico do coracdo desta espécie ¢ modulado
predominantemente pela atuacdo vagal colinérgica parassimpdtica tanto pré- quanto pds-RA.
Ainda, os quimiorreceptores de O, do 1° par de arcos branquiais sdo os principais
responsaveis por modular o tonus colinérgico do coracdo de C. gariepinus através de

impulsos sensoriais do nervo glossofaringeo (IX) até os nucleos cardiacos do SNC.
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