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RESUMO

Os peixes de respiracdo aérea ocorrem, em sua grande maioria, em regides de clima tropical,
principalmente em estuarios e lagos de agua doce, onde a quantidade de oxigénio dissolvido &
bastante suscetivel a oscilacdes. Dessa forma, o sucesso ecolégico desses animais €
particularmente influenciado pelas suas adaptacdes fisioldgicas para detectar mudancas nos
niveis de @ da agua, interpretar estas informacgdes sensoriais e efetuar ajustes apropriados nas
suas funcdes cardiorrespiratorias. Praticamente todas as espécies de peixe de respiracao aére
estudadas apresentam alteracfes na frequéncia carfljpeaspciadas a respiracdo aérea
(RA). Supbe-se que estes ajustes cardiorrespiratorios facilitem a captacgoaér@ao de
respiracdo aérea (ORA) (aumento do débito cardiaco que eleva o fluxo sanguineo) e otimize a
distribuicdo desse {para os tecidos, aumentando a eficacia da respiracdo aérea e assim o
metabolismo aerébico é mantido. Nesse trabalho foram avaliados o0s parametros
cardiorrespiratériosfy, frequéncia de respiracdo branquidk-e frequéncia de respiracao

aérea {ra) de Clarias gariepinusdurante 1 hora em normoxia e posteriormente 1 hora em
hipéxia 60 mmHg e 1 hora em hipoxia 20 mmHg. Cada animal foi submetido a este protocolo
inicialmente (CTR), e 0 mesmo era repetido apds administracdo de propranolol (PRO) e apos
administracédo de atropina (PRO+ATR)fiAdos animais CTRm normoxia foi praticamente
constante (~ 43,16 resp.rtine nas duas tensées hipdxicas (60 e 20 mmHg) também se
manteve estavel, entretanto foi verificada uma diminuicdo nao significativa quando
comparado a normoxia. O propranolol e a atropina ndo causaram alteracdes significativas na
fr. Nos peixes CTR, em norméxiafm foi reduzida (~1,85 RA:, em hipéxia 60 mmHg

houve uma elevacgéo dia. e esse aumento foi maior em hipoxia 20 mmHg. A administracao

de atropina alterou significativamentdza em relacdo ao controle apenas durante a hipdxia
mais severa (20 mmHg). No animais CTR, tanto em normoxia quanto em hipdxia (60 e
20mmHg), foi observada a ocorréncia de taquicardia logo apds as RA’s. A administracdo de
propranolol ndo alterou significativamenteiiae ndo aboliu a taquicardia poés-R@ando
comparado ao controle. ApGs administracdo de atropinf, aumentou epermaneceu
constante. Esses resultados demonstram que o bagre africano, como um respirador aéreo
facultativo, aumenta fa em detrimento d& frente a hipdxia aquética, e que modificagbes

no débito cardiaco alteramfg,, indicando que as alteracfes fpassociadas a respiracao

aérea podem influenciar a eficiéncia da mesma nesta espécie.

Palavras-chave: Bagre-africano, respiracdo aérea, hipoxia, ajustes cardiorrespiratorios,
bloqueio farmacologico.



ABSTRACT

Air-breathing fish occur mostly in tropical regions, especially in estuaries and freshwater
lakes, where the amount of dissolved oxygen is highly susceptible to fluctuations. Thus, the
ecological success of these animals is particularly influenced by their physiological
adjustments to detect changes ip I€vels in the water, interpret sensory information and
make appropriate adjustments in their cardiorespiratory functions. Almost all air-breathing
fish studied to date exhibit changes in heart fa)eaSsociated with surface air breathing . It

is assumed that those cardiorespiratory adjustments facilitatgt@ke from air-breathing
organ (ABO) (increased cardiac output which increases blood flow) and optimize the
distribution of Q to the tissues, increasing the efficiency of air breathing and then aerobic
metabolism is maintained. In this research the cardiorespiratory paramgteaysl preathing
frequencyfr and frequency of air breathindra ) were evaluated irClarias gariepinus

for 1 hour in normoxia and then hypoxia 60 mmHg and 1 hour 1 hour in hypoxia 20 mmHg.
Each animal was first submitte to this protocol (CTR), and the same was repeated after
administration of propranolol (PRO) and after administration of atropine (ATR + PRO) . The
fr of CTR animals in normoxia was almost constant (~ 43.16 resp.Mimnd the two
hypoxic tensions (60 and 20 mmHg) also remained stable, however we detected no significant
decrease when compared to normoxia. The propranolol and atropine did not cause significant
changes irfr. In CTR fish in normoxiafga Was reduced (~ 1.85 RAH), in hypoxia 60
mmHg there were a raising and this increase was higher in hypoxia 20 mmHg . The
administration of propranolol + atropine significantly chafigecompared to control only
during severe hypoxia (20 mmHg). In CTR animals, during normoxia and hypoxia (60 and
20 mmHg ), the occurrence of tachycardia was observed after the RA 's. The administration
of propranolol did not significantly chanfigand also didn’t abolish the post- RA tachycardia
when compared to control group. After administration of atropine,fithecreased and
remained constant. These results show that catfish, as a facultative air-breather, ifigreases
and decreasdsg front aquatic hypoxia, and changes in cardiac output faltemdicating that
changes infy associated with air breathing may influence the efficiency the same in this
species.

Key words: African catfish, Air breathing, Hypoxia, Cardiorespiratory Adjustments,
Pharmacological Blockade.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipdxia ambiental e a evolucéo da respiracéo aérea

A vida com o oxigénio comecou a cerca de 2,5 bilhdes de anos, com a evolugao de
organismos capazes de converter energia solar em energia quimica de ligagbes de carbono
(fotossintese). Os organismos fotossintéticos se multiplicaram, levando a um aumento
progressivo da concentracdo de @a atmosfera. Consequentemengdteracdes nas
concentracdes de ,Oatmosférico ao longo dos dltimos 550 milhBes anos estiveram
intimamente associadas com a evolugcdo de diversos grupos, inclusive dos Vertebrados
(PURVES et al., 2005; BERNER et al., 2007; SEMENZA, 2007).

As oscila¢des nos niveis de @&mosférico foram muito mais abrangentes no Paleozoico
em relacdo as épocas mais recentes, e essas alteracdes apresentam efeito duplicado na agu
pois 0 conteudo de oxigénio aquético estd muito mais sujeito a varia¢cdes que o atmosférico
(GRAHAM, 1997). As fontes de {de corpos d'agua naturais sdo: a fotossintese realizada
pelo fitoplancton e macroalgas e a difusdo dod® atmosfera. Algumas condicdes fisicas,
como o vento e densidade das correntes verticais na agua, sdo necessarias para o equilibric
entre Q atmosférico e aquatico, bem como para o transporte des€blvido até regides mais
profundas dos corpos d'agua (RANDALL et al, 1981; GRAHAM, 1978, 1997). Entretanto,
em alguns ambientes esses processos nao sdo eficientes e condicdes de hipdxia podem
acontecer cronicamente (GRAHAM, 1997).

Atualmente a maioria dos peixes de respiracdo bimodal ocorrem em &aguas doces
tropicais, e entre esses animais o0 estimulo para realizar respiracdo aérea parece ter surgido
primeiramente como consequéncia da hipoxia aquatica (JUNK et al, 1983; CARTER, 1957;
JOHANSEN, 1970). Nessas regides as condicdes de escassez de oxigénio estédo relacionadas
principalmente as altas temperaturas e a presenca de grandes quantidades de matéria organice
gue aumentam o consumo dgda agua por parte dos microrganismos (GRAHAM, 1997).

O processo de fotossintese, em muitos casos, também nédo € suficiente para manter a
normoéxia aquatica, pois geralmente sdo ambientes que apresentam a superficie encoberta por
macrofitas ou sdo sombreados por densas camadas de aemeslisso, a falta de chuva
durante alguns periodos aquece e represa essas aguas e muitas vezes populagbes de peix:
ficam isoladas em pocas. Sendo assim, a producao limitadantado ao aquecimento da

agua e a grande demanda bioldgica deimiposta pela aglomeracdo e decomposicao de
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matéria organica pode levar a hipéxia e até mesmo anoOxia desses corpos d’agua tropicais
(GRAHAM, 1997).

S&0 nesses tipos de habitats, onde mudancas extremas na disponibilidade de agua e nas
concentracdes de,@correm regularmente, que a selecdo natural tem agido repetidamente na
diversidade de peixes tropicais de agua doce, resultando em uma série de especializagbes par:
a realizacdo de respiracdo aérea (GRAHAM, 1997). Dessa forma, fica evidente que a variacao
dos niveis de ©foi de extrema relevancia para a evolucédo desses animais, pois exerceu forte
presséao seletiva para adaptacao e sobrevivéncia.

Os peixes podem ser classificados de duas maneiras de acordo com a sua resposta
metabolica a reducdo da disponibilidade de anbiental. Os oxi-conformistas tem seu
metabolismo respiratério padrao/basal variando proporcionalmente as alteracdes da presséo
parcial de oxigénio (P£) ou seja, sua taxa metabdlica acompanha as alteracbes do contetudo
de @ ambiental. Os oxi-reguladores, por sua vez, mantém seu metabolismo padrao/basal
estavel enquanto a R@o meio é reduzida. A taxa de consumo de oxigénio permanece
constante até uma determinada, F@&nominada tenséo critica de oxigénied@p), abaixo da
qual seu metabolismo respiratério padréo/basal tende a diminuir significativamente com a
reducao da POYPROSSER, 1973).

Os oxi-reguladores apresentam estratégias que 0s permitem resistir aos decréscimos de
O, ambiental; por exemplo, alguns processos comportamentais como fugir da situacao
desfavoravel e buscar locais mais oxigenados (CHAPMAN e MCKENZIE, 2009). Entretanto
esses mecanismos comportamentais geralmente sdo adequados para exposi¢cdes de curto praz
a hipéxia. H4 também diversas adaptacgdes fisiologicas que possibilitam a resisténcia a niveis
de @ mais baixos, como 0s ajustes no sistema cardiorrespiratério, que serdo detalhados no
item seguinte, que provavelmente melhoram a relacdo difusao/perfusédmds ranquias
(RANTIN et al.,1993). Existem ainda respostas moleculares e bioquimicas para a
sobrevivéncia em ambientes hipdxicos, como alteragbes na expressdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo e na afinadade da hemoglobina p¢ERASER et al., 2006;

CHEN et al., 2013).

Em relacdo a respiracdo aérea, os peixes podem ser classificados, com base no
comportamento e em fatores ambientais que afetam a respiracdo em: peixes de respiracao
aérea “anfibios” e peixes de respiracdo aérea aquaticos (GRAHAM, 1997). Os peixes
denominados “anfibios” respiram ar principalmente durante periodos em que se encontram
fora da agua, sendo que a saida da agua pode ser decorrente de diversos fatores comc

alimentacéo, fuga de predadores, procura por novos corpos d’agua, dentre outros (GIBSON,
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1982; GRAHAM, 1997). Mas, existem também espécies tropicais que inadvertidamente
tornam-se respiradores aéreos “anfibios” devido ao desaparecimento do habitat aquatico,
como geralmente ocorre em certas areas durante a estacdo seca. Esses peixes ficam
confinados em tocas de barro durante esse periodo, muitas vezes até em estados de estivaca
(GRAHAM, 1997).

Os peixes de respiracdo aérea denominados aquaticos permanecem na agua e nadam até
superficie para tomadas de ar periodicas e sdo divididos em peixes de respiracdo aérea
obrigatorios, que ndo sobrevivem apenas respirandg disSolvido na agua, mesmo em
condi¢cdes de normdxia, e em peixes de respiracdo aérea ndo-obrigatéria ou facultativa, que
sdo capazes de sobreviver apenas respirapda @gua em normoxia. E importante ressaltar
que essa classificacdo ndo € exata, dessa forma ela ndo pode ser usada para designa
invariavelmente uma espécie como sendo de um tipo em oposicao a outro (GRAHAM, 1997).

Esses peixes utilizam a respiracdo aquatica e aérea em diferentes graus, dependendo, pol
exemplo, de fatores ambientais e do nivel de atividade do animal. A importancia relativa dos
dois modos de respiracdo € refletida estruturalmente. Em peixes de respiracdo aérea
obrigatoria, as branquias tendem a apresentar menor area de superficie e um epitélio espesso
enquanto o 6rgdo de respiracdo aérea € bem vascularizado e possui uma grande area de
superficie, compativel com a troca gasosa eficiente. A situacdo inversa prevalece nos
respiradores aéreos facultativos, que dependem predominantemente da respiracdo aquatica.
Em poucas espécies ambos os Orgdos de trocas gasosas aquatico e aéreo sao ben
desenvolvidos (JOHANSEN, et al. 1970).

1.2 Adaptacdes cardiorrespiratorias a hipoxia

O sucesso ecologico dos peixes que habitam regibes de clima tropical é
particularmente influenciado pelas suas adaptacgdes fisiologicas para detectar as mudancas nos
niveis de oxigénio da agua e interpretar estas informacdes sensoriais para efetuar ajustes
apropriados nas suas fungdes cardiorrespiratorias (FRITSCHE e NILSSON, 1993).

Tais ajustes cardiorrespriratorios em resposta & hipoxia resultam do processamento
central de uma ampla variedade de “inputs” sensoriais com origem em diferentes grupos de
quimiorreceptores (MILSOM, 1996). Esses quimiorreceptores tem sido identificados em
Characiformes por meio de desnervacéo seletiva de nervos craniais e injecdo de NaCN, que
age como estimulante de quimiorreceptores branquiais. Com esses estudos, foram obtidas

evidéncias de que os peixes detectam as pressfes parciais de oxigénida(BQua e do
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sangue por meio de quimiorreceptores sensiveis amt€rnos, que monitoram a RPdo
sangue arterial, e externos, que monitoram a B® agua, localizados nas branquias,
pseudobranquias, e quimiorecptores extrabranquiais (FLORINDO et al., 2006; MICHELI-
CAMPBELL et al., 2009; SUNDIN et. al., 2000).

Em situacBes de hipoxia a maioria dos peixes de respiracdo exclusivamente aquatica
aumenta a ventilacdo branquiat)é¢ a extracdo de QEQO,) (RANDALL, 1982). Porém nos

peixes de respiracdo aérea, a hipdxia afeta de diversas maneiras a ventilacdo aquatica. Em
algumas espécies, 0s animais mantem a ventilagdo branquial quando expostos a hipdxia
aquatica, como é o caso dos génesgabranchuslLepisosteus NeoceratodusPor outro

lado, emBrochis Piabucina,Hoplosternum Erpitoichthyse Misgurnus ha a diminuicdo da
ventilagdo branquial. E existem ainda géneros em que os animais hiperventilam as branquias
até certo nivel de PQonde entdo come¢cam as tomada de ar atmosférico, esse € o caso de
Umbra, Amia, Potopterysieteropneustes’olypteruse Clarias(GRAHAM, 1997).

Os peixes de respiracdo aérea considerados “facultativos” podem apresentar
alteracdes na frequéncia de respiracfes aéfggse( no consumo de Lem resposta a
situacdes de hipéxia (GRAHAM, 1997). Lefevre e colaboradores (2010) avaliaram os ajustes
ventilatorios e o consumo de oxigénio aéreo ¢M® aquatico (MQ@,) do “catfish” asiatico
Pangasianodon hypophthalmuesn situacdes de hipdxia e normdxia aquatica, e observou que
a fra €m normoxia era insignificante e consequentemente; co@sumido era obtido em
maior propor¢do da adgua que do ar. Entretanto, em hipOxia, a respiracdo aérea se tornou
significantemente mais efetiva, sendo quiga@umentou consideravelmente coincidindo com
uma diminuicdo na frequéncia de respiracao branglalportanto @consumido foi obtido
em maior proporcao do ar em relacdo a agua, demonstrando a importancia da respiracao aéres
em ambientes hipOxicos para esses peixes.

Esse predominio da respiracdo aérea em hipoxia também foi verificado no jeju,
Hoplerythrinus unitaeniatuse em Amia calvafoi observado um aumento acentuado de
respiracbes aéreas, concomitantemente com uma diminuicdo da respiracdo branquial, em
tensbes de £de 40 a 50 mmHg a 20 °C em relacdo aos valores em normoxia (MCKENZIE et
al, 2007; JOHANSEN et al., 1970). No bagre africano esse aumerita ean resposta a
hipoxia aquatica também foi demonstrado, sendo fgdealcancou valores maximos de 11
+2 respiracdes hem hipéxia severa (B0 mmHg). E em contrapartida, em situacées de
normoxia, 0s animais alternaram longos periodos de inatividade com movimentos lentos para
forrageio, apresentandqa baixa (BELAO et al., 2011). O aumento fia em peixes de

respiracdo bimodal € praticamente uma resposta padrdo a hipoxia. E acredita-se que esse



Introducéo | 18

ajuste ocorra para manter o nivel de d® sangue arterial semelhante aos valores em
normoxia. (GRAHAM, 1997).

Outra resposta a hipéxia encontrada na maioria das espécies ja estudadas, inclusive
nos peixes de respiracado aérea, € uma diminuicdo consideravel da frequéncia dgydiaca (
conhecida como bradicardia hipoxica (BUTLER e TAYLOR, 1971; RANDALL, 1982;
TAYLOR e BARRRETT 1985). Esta bradicardia pode levar a um aumento do volume
sistélico (VS) que mantém o débito cardiaco. Concomitantemente, a resisténcia sistémica &
aumentada, resultando na elevacao da presséo sanguinea central. Assim, o aumento do VS e «
diminuicdo ddy, resultam em uma elevagéo na pressdo de bombeamento sanguineo, fazendo
com que o sangue seja ejetado do coracdo com uma for¢ca maior a cada sistole (RANDALL,
1982). E esta bradicardia é induzida por um aumento no ténus colinérgico (vagal) inibitorio,
que é conhecido por atuar como um reflexo da estimulacdo de quimiorreceptorgs de O
(TAYLOR, 1992).

Em algumas espécies de peixes neotropicais que apresentam bradicardia hipéxica, tal
reflexo parece ser iniciado pela ativacdo de receptores branquiais localizados tanto externa
quanto internamente, como é o caso do pacu (LEITE et al., 2007), e do tambaqui
(FLORINDO et al., 2006; SUNDIN et al., 2000), ja em outras espécies, 0s quimorreceptores
branquiais envolvidos estdo orientados apenas internamente, como ocorre nddpdiaa,
malabaricus (SUNDIN et al.,, 1999). Tais resultados sugerem que espécies tolerantes a
hipoxia sdo capazes de responder tanto a hipoxia quanto a hipoxemia, enquanto espécies
menos tolerantes a hipoxia respondem diretamente a baixas concentracdes de oxigénio na
agua.

A bradicardia hipoxica também é relatada em peixes de respiracdo aérea, sendo que
experimentos com a desnervacdo completa dos nervos branquiais resultam na eliminacao
completa desse ajuste em algumas espécies Aowcalva,Ictalurus punctatue Lepisosteus
oculatus(MCKENZIE et al, 1991; BURLESON e SMATRESK, 1990; SMATRESK, 1991).
Entretanto, em outras espécies a desnervacdo néo leva a abolicdo completa desse reflexo, e ta
fato tem sido atribuido a existéncia de quimiorreceptores sensiveis lac&@izados
extrabranquialmente (HUGHES e SHELTON, 1962; SAUNDERS e SUTTERLIN, 1971;
BAMFORD, 1974).

Existe a hipétese de que a bradicardia hipoxica possa proteger o coragdo dos peixes
das baixas concentracdes de. @ntre os beneficios estaria 0 aumento no tempo de
permanéncia do sangue no lumen do corac¢do durante a diastole que pode aumentar o tempo

para a difusdo do oxigénio para as células do musculo cardiaco e o aumento no volume de
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sangue no coracgao (VS) distenderia as fibras cardiacas, potencialmente reduzindo a distancia
de difusdo do oxigénio para os midcitos (FARRELL, 2007). Porém, ainda nao existem
resultados que demonstrem esta teoria.

Uma hipdtese alternativa em relacdo as vantagens da bradicardia hipdxica, afirma que,
possivelmente, aconteca uma maior transferéncia de oxigénio da agua para o sangue pelas
branquias quando o peixe desenvolve uma mipatevido a maior permanéncia do sangue
nas lamelas secundarias entre cada batida do coracdo, uma vez que, simultaneamente, a agu
da corrente ventilatéria estd passando pelas branquias com uma maior velocidade devido a
ocorréncia de hiperventilacdo (SATCHELL, 1961; TAYLOR e BARRETT, 1985).

Entretanto ainda ndo existem dados suficientes para afirmar se a bradicardia hipéxica
melhora ou ndo a transferéncia de gelas branquias, pois além do fato dos estudos ja
realizados apresentarem resultados contraditorios, a maioria deles investigou espécies de
ambientes temperados, onde a escassez de oxigénio ndo é tdo comum guanto em ambiente:
tropicais, o que torna fundamental o estudo de espécies tropicais tolerantes a hipoxia para
obtencédo de resultados mais esclarecedores (PERRY e DESFORGES, 2006; TAYLOR e
BARRETT, 1985; SHORT et al., 1979).

Em estudos realizados com peixes de respiracdo aérea em condicbes de normodxia e
hipoxia foi verificada, além da ocorréncia de bradicardia, uma breve taquicardia depois de
tomadas de ar atmosférico. Supbe-se que esse controle cardiorrespiratorio permita ao animal
distribuir, de maneira mais rapida e eficiente, uma maior quantidadgade@ o seu corpo,
mantendo assim o metabolismo aerdébico (JOHANSEN, 1966; JOHANSEN et al.,1970). O
tipico ciclo de bradicardia seguido de taquicardia pés respiracdo aérea (RA) foi inicialmente
demonstrado no mucun§ynbranchus marmoratuem estudos realizados por Johansen
(1966).

Esse ciclo também foi documentado no jeju, H. unitaenid@ARREL, 1978) e em
Anabas testudineuSINGH e HUGHES, 1973& praticamente todas as espécies estudadas
até hoje, exibiram mudancgas fiarelacionadas a tomada de ar atmosférico. Apesar dessa
taquicardia ocorrer na grande maioria das espécies de respiracao aérea, a sua real importancia
principalmente para os peixes tolerantes a hipdxia, ainda ndo € completamente esclarecida,
por isso sdo necessarios estudos mais detalhados desseGRASHEAM, 1997).

Esses ajustes di estdo sob controle autondmico, uma vez que o coragdo dos
teledsteos, assim como a maioria dos vertebrados, apresenta fibras excitatorias adrenérgicas €
inibitérias colinérgicas. As fibras adrenérgicas estao distribuidas por todo o tecido cardiaco

enquanto as fibras colinérgicas, que chegam ao coragdo pelo ramo cardiaco do nervo Vago,
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inervam principalmente o seio venoso e o atrio onde supde-se que estdo localizadas as células
marca-passo. Além disso, catecolaminas que chegam ao coracdo pela circulagdo (liberadas
pelo tecido cromafim) se ligam R-adrenorreceptores exercendo efeitos inotropicos e
cronotropicos no coracdo. E nas terminacdes vagais € liberada acetilcolina que interage com
receptores muscarinicos das células marca-passo, induzindo a hiperpolarizacao destas células
e consequentemente reduzindip.aSendo assim, f de peixes esta sob influéncia dos ténus

autondémicos adrenérgico e colinérgico (NILSSON et al., 1983).

1.3 Familia Clariidae e o bagre africano

Dentro da ordem Siluriformes, a familia Claridae é o grupo de “catfishes” que
apresentam respiracdo aérea e ocorrem no continente africano, sendo que dos 13 géneros
descritos, apena€larias (Scopoli, 1777) também ocorre em todo o Sudeste Asiatico e
Encheloclarias(Herre e Myers, 1937), ocorre em regides proximas a India e Indonésia
(TEUGELS e ADRIAENS, 2003; TEUGELS et al., 1990; HEE, 1999). As espécies do género
Clarias sé@o caracterizadas pelo seu corpo anguiliforme, nadadeiras dorsal e anal longas,
cabeca achatada e uma boca larga, com 4 pares de barbilhdes (HEE,OL9@ero
apresenta 32 espécies descritas, sendo que cinco espécies africanas apresentam interess
econdmicoC. anguilarus, C. senegalensis, C. lazera, C.mossambiddsgariepinusgque &
considerada uma das mais importantes espécies de bagres tropicais para a aquicultura
(TEUGELS, 1982; DE GRAAF e JANSSEN, 1996.)

O bagre africandG. gariepinus é amplamente distribuido na Africa e partes da Asia
(Israel, Siria e sul da Turquia) (Figura 1). Ocorre principalmente em lagos e rios de aguas
calmas e em pantanos que apresentam inundacdes sazonais. Em sua area de distribuiGac
natural é onivoro, alimentando-se de material vegetal, plancton, artrépodes, moluscos, peixes,
anfibios e répteis (DE GRAAF e JANSSEN, 1996; YALCIN et al.,, 2001). Apresenta
nadadeiras peitorais fortes, corpo alongado, orgdo de respiracdo aérea (ORA) e uma alta
capacidade de produzir muco, tais caracteristicas permitem a esses animais sairem da agua,
geralmente no periodo noturno, para forragear e/ou procurar sitios reprodutivos.
(DONNELLY 1973; MILLI e TEIXEIRA, 2006).

Essa espécie apresenta grande relevancia econémica, pois foi introduzida em diversas
partes do mundo com fins de aquicultura, devido ao seu rapido crescimento e grande porte,
tornando-se assim uma ameaca em potencial para a biodiversidade desses locais (TEUGELS e
ADRIAENS, 2003). No Brasil a espécie foi introduzida em 1997, porém muitos peixes
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escaparam dos tanques de piscicultura, invadindo cérregos e rios adjacentes. Como em
condi¢cdes naturais as populacbes dessa espécie crescem rapidamente, consequentement
ocorreu a disseminacao desses animais em diversas regides do pais, e pelo fato de ser ums
espécie exotica e predadora, tem causado danos ecoldgicos a ictiofauna nativa (ALVES et al.,
1999).

E uma espécie considerada tolerante a condigdes ambientais extremas, inclusive a
hipoxia aquatica, sendo classificados atualmente como respiradores aéreos facultativos, pois
possuem branquias capazes de extrasuficiente para manter seu metabolismo aerdbico em
condi¢cdes de normodxia. Entretanto a respiracdo aérea demonstra ter grande importancia em
condi¢des hipdxicas, pois as branquias se tornam menos eficientes na extragda dgua
e consequentemente o animal depende gobfido pelo ORA para manter o metabolismo
aerébico (BELAO et al., 2011). O ORA consiste de camaras suprabranquiais pareadas
localizadas na regido dorso-posterior da cavidade branquial, praticamente preenchidas pela
arvore respiratdria, que é coberta por um epitélio branquial modificado, especializado para
respiracdo aérea (GRAHAM, 1997) (Figura 2).

Assim como outros teledsteos, o bagre africano em condicfes hipoxicas e sem acesso
ao ar atmosférico desenvolve bradicardia em resposta a hipoxia, ¢grapaesentando
reducdo de até 45% em relacdo aos valores em normoxia. Em situagbes com acesso ao ar
atmosférico, o bagre africano exibe taquicardia logo ap6s cada RA, sendo que esse aumento
nafy pode chegar a 72% em relacéo aos valores pré-RA. Além disso, o bagre africano, como
ja mencionado, apresenta um aumento acentuadig, t@m concomitante decréscimo fra
naspressdes mais criticas de 20-10 mmHg) (BELAO et al., 2011). Entretanto, o papel
desses ajustes aficacia da respiracao aérea ainda ndo foram investigadas nessa espécie.
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Figura 1. Exemplar deC. gariepinus

Figura 2. Orgao de respiracao aérea (ORAdgariepinugAdaptado de Beldo, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a influéncia do ciclo bradicardia-taquicardia pos-RAffpg@aemnormoxia e

hipoxia.

* Avaliar a importancia de cada modo de respiracao (branquial e aérea) em normoxia e

hipoxia.

* Analisar a regulagdo autonémica da f

* Analisar a regulacdo autonémica da respiracdo branquial e aérea.

2.2 Objetivo especifico

» Verificar se a abolicdo farmacoldgica dos ajustef, détera a eficiéncia da respiracao

aérea nessa espécie.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 11 exemplares @e gariepinus(MC 300 +19,69 g), obtidos em
pisciculturas préximas a regidao de Mogi Mirim. Os animais foram mantidos em tanques de
500L, com aeracdo constante, a 25°C = 1, no Laboratdrio de Zoofisiologia Comparativa dos
Vertebrados do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) /UNESP. Os
bagres foram alimentadoad libituni trés vezes por semana com racado comercial formulada
com 32% proteina. Porém, antes dos procedimentos cirdrgicos, os animais foram mantidos
em jejum de 48 horas, para evitar a eliminacédo de fezes no sistema experimental e possiveis
alteracdes metabdlicas decorrentes da digestdo durante o experimento. O presente trabalho foi
aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do IBILCE (Protocolo n°
057/2011).

3.2 Procedimentos cirdrgicos

Os peixes foram primeiramente anestesiados por imersdo em solucdo aquosa de
benzocaina (0,1 g1) até cessarem os movimentos operculares, entéo foram transferidos para
uma mesa cirdrgica, onde as branquias foram continuamente irrigadas com uma segunda
solucdo aquosa de benzocaina (0,05"g.Com o auxilio de uma microrretifica e uma broca,

a regido dorsal do palato foi perfurada para a introducdo de uma canula de polietileno (PE
100) na cavidade bucal. A canula foi fixada por meio de uma flange (trava) e cola de secagem
rapida (Super Bond®). Essa canula foi utilizada para analisag gfigura 3d).

Foram implantados dois eletrodos de eletrocardiograma (ECG) de acordo com o
modelo descrito por Glass et. al. (1991). Um eletrodo foi introduzido na regido ventral,
proxima a regido cardiaca, sem atingir o coracdo. O segundo eletrodo foi inserido na
musculatura, acima da linha lateral, proximo ao inicio da nadadeira dorsal. Os eletrodos foram
fixados a pele por pontos cirdrgicos. Estes eletrodos e mais um terceiro colocado na 4gua da
camara experimental (eletrodo “terra”) foram utilizados para afési(feigura 3a e 3b). Uma
canula de polietileno (PE 50) preenchida com solucéo salina (0,9% de NaCl) foi introduzida
na cavidade peritoneal, por meio de uma pequena incisdo na regido ventral do animal. Para
que a canula se fixasse, foi suturada a pele por uma sutura Unica (Figura 3c). A administracao

de propranolol e atropina foi realizada por meio dessa canula.
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C. d.
Figura 3. Exemplar deC. gariepinusanestesiado apoés instrumentagib.Eletrodos de ECG.
c¢. Canula intraperitonead. Canula bucal

Canula Intraperitoneal

Eletrodos de ECG

[

Figura 4. Visdo geral de&C. gariepinusapés instumentacgéao cirdrgica.
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Apds os procedimentos cirargicos (Figuraos animais forantransferidospara uma
camara de contensdao, que consiste de um cilindro de plastico com furos, posicionac
de uma caixa plastica escura com tampa, em sistema de recirculacdo continua
aerada, a 25 = 1 °CQFigura 5). Esses procedimentosirirgicos tiveram duracdo de
aproximadamente 30 minutosforam realizados durante os finais de tarde, para q|

animais pudessem pernger em recuperacao por mais de 12 h (“overnight”).

Figura 5. llustragdo da camera de contensélizada para recuperagéo poés-ogiGa dos anima
(Adaptado de Beldo, 2010).

No dia seguinte, apos o periodorecuperacdoos animais foram transferidos pa
camara experimental, quensiste em dois compartimentos sobrepostos, um inferior e
superior, e um sistema gentilacéo localizado acima do compartimento superior. A ag!
compartimento inferior € constantemente bombeada para o superior e drenada nc
para o inferior através de um sifdo, que tem por finalidade manter o nivel constante
no compartimeto superic. Os diferentes niveis hipoxicos foram obtidos borbulh-se,
por meio de um dispersor (pedra de aeracdo), quantidades controlada, no
compartimento inferior, de forma que o compartimento superior sempre recebel
hipoxica. O sistemde ventilagdo tem por finalidade remover 0s excessos; e manter a

superficie da agua em condic¢des similares as encontradas na niFigura €).
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Figura 6. llustracao do sistema experimental utilizado para obtencédo dos dafglof @dra.

3.3 Parametros cardiorrespiratérios

3.3.1 Frequéncia cardiaca (f

Apbs o periodo de recuperacédo, os eletrodos de ECG foram conectados a um sistema
de aquisicdo de dados BIOPAQMP36 (BIOPAC Systems Inc.) e o sinal registrado
continuamente em um computador por meio do software BIOP&tdent Lab PRO 3.7.3.

Os valores de f foram obtidos pela contagem de complexos QRS do ECG do registro e

expressos em bpm. A figura 7 apresenta um trecho de ECG do bagre africano em norméxia.
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Figura 7. Registro do eletrocardiograma (ECG) do bagre africBngdriepinu$, em normoxia

3.3.2 Frequéncia de respiracao branquig) @ frenquéncia de respiracao aéregy|f

A canula bucal foi conectada a um segundo canal do mesmo sistema de aquisicdo de
dados e o sinal foi registrado continuamente em outro canal do software citado acima. Isso
permitiu o monitoramento da variacdo da pressao intra-bucal, sendo assim os valgres de
foram obtidos pela contagem dos picos de presséo durante o ciclo respiratorio e expressos em
resp.mir.

Os animais ficaram livres no sistema experimental, o que permitiu o livre acesso para
a subida e tomada de ar atmosférico. Deste mofiq, fai obtida pela contagem de subidas
do animal para realizar respiracbes aéreas, monitoradas por uma camera de video acoplada &
um computador, localizado atras do sistema, onde o animal ndo percebe a presenca do
observador, impedindo assim uma movimentacdo por estresse. Os daflgs edtao

expressos em RAh

3.4 Protocolo Experimental

Depois do periodo de recuperacdo da cirurgia, da conexdo dos eletrodos e da canula
bucal, os peixes permaneceram em repouso até que se estabilizassem o0s registros dos
parametros cardiorrespiratorios. Entdo os paramefifosfr e fra foram registrados
continuamente em normédxia por uma hora. Em seguida, os peixes foram submetidos a
hipéxia com P@de 60 mmHg (~ &, da espécie) e 20 mmHg (hipdxia severa), em que 0s
peixes permaneceram por 1 hora em cada €Os parametros cardiorrespiratérios foram

registrados continuamente. A P@a agua foi constantemente monitorada por meio de um
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analisador de ©FAC® 204A (FAC, S&do Carlos, SP). Ao final deste procedimento, a
normoxia foi restaurada por meio do borbulhamento de ar na caixa experimental.

Apos uma hora da restauracdo da normoxia, tempo necessario paffg (eteraasse
aos valores normoxicos, foi injetado suavemente por meio da canula intraperitoneal™3 mg.kg
de Cloridrato de Propranolol (Laboratérios Sigma-Aldrich — diluido em solucdo de 0,9% de
NaCl a 10,0 mg/). O propranolol € um bloqueador-beta adrenérgicesedetivo, que inibe
a acao do sistema nervoso autbnomo simpati¢e. h@go apos a injecao, a canula foi lavada
com 1 ml de solucéo salina para assegurar a completa administracdo do farmaco. Depois de
uma hora da injecdo de propranolol, tempo necesséario para o bloqueio dos re@eptores
adrenérgicos do coracdo (LEITE et al.,, 2009; IVERSEN et al.,, 2010), os parametros
cardiorrespiratérios foram mais uma vez registrados em normoxia por uma hora. Os peixes
foram entdo submetidos novamente a hipoxia nas mesmas pressdes parciaiesaias
anteriormente.

A normoxia foi mais uma vez restaurada e apfis se estabilizar, foi injetado 1,2
mg.kg® de Sulfato de Atropina (Atropina Fagra® — Farmagricola do Brasil — Concentracéo de
10,0 mg/nt), ocasionando um blogueio autonémico completo @bfdqueio) no coracdo do
animal, uma vez que o propranolol ainda exercia seus efeitos e a atropina € um blogueador
muscarinico colinérgico, que inibe a a¢do do sistema nervoso autbnomo parassimpatico na
Em seguida, a canula foi lavada com 1 ml de solugdo salina para assegurar a completa
administracdo do farmaco. Apd6s 1 hora da injecdo, tempo necessario para o bloqueio dos
receptores muscarinicos do coracdo (LEITE et al., 2009; IVERSEN et al., 2010), os
parametros cardiorrespiratorios foram novamente registrados em normoxia, hipéxia 60 mmHg
e 20 mmHg, por uma hora em cada,POs registros d& e ECG foram gravados durante
todo experimento, porém a coleta de dados ocorreu apenas 1 minuto antes e ap0s cada RA.
Esse protocolo foi realizado em um grupo de nove peixes.

Um teste para verificagdo dos efeitos da injecao foi realizado com os outros quatro
animais. ApOs os procedimentos cirdrgicos, o periodo de recuperagdo e a transferéncia para a
camara, o protocolo experimental foi realizado exatamente como descrito anteriormente,
exceto nos momentos de administracdo dos farmacos, que foram substituidos pelo volume
equivalente de solugdo salina, também seguido por uma lavagem da canula com 1 ml da

mesma solucao, cumprindo sempre 0s tempos e sequéncias usados no protocolo anterior.
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3.5 Anélise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como mé@&M. O teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuicAo normal dos dados.
Posteriormente, a analise de variancia (ANOVA) “one-way” para medidas repedidas seguida
pelo post-hoc de Student-Newman-Keuls foi aplicado para identificacdo de diferencas
significativas entre os tratamentos (controle, propranolol e propranolol+atropina) em cada
PO, para os parametrdg e fra. Este mesmo foi aplicado para identificar possiveis diferencas
significativas entre animais controle e os que receberam solucao salina. Para o pgametro
foi realizado uma andlise de variancia (ANOVA) “one-way” seguido pealst-hoc de
Bonferroni. Os testes para determinacdo de normalidade, homogeneidade e os testes de
variancia foram executados através do programa InStat 3. Os niveis de significancia para os

valores foram p < 0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Frequéncia de respiracdo branquialfg) e frequéncia de respiracdo aéredga)

Os valores ddr em normoxia e hipdxia d€. gariepinus sem nenhum tratamento
(CTR), estédo apresentados na Figura 8 e na Tabela 1. Em normoxia, 0 bagre apresentou uma
fr praticamente constante (~ 43,16 respyimdo havendo diferencas significativas entre os
valores pré e pos-RA, somente pequenas oscilagdes entre estas. Nas duas tensdes hipoxica
(60 e 20 mmHg) 4, também se manteve relativameobmstante, apenas com as pequenas
oscilagbes antes e ap6s uma RA. Porém, ao comparar esses valores pré-RA com os
respectivos valores em normoxia, foi verificada uma diminuicdo, embora nao significativa, da
respiracdo branquial (~ 39,12 resp.thin ~ 34,97 resp.mih respectivamente) (Figura 8 e
Tabela 1).

Uma diminuigdo ndr sugere que o bagre africano esteja em processo de diminuicao
de consumo de energia decorrente da respiracao branquial (SHELTON, 1970). Tal estratégia
também indica uma maior dependéncia da obtencag gel® respiracdo aérea do que pela
respiragcdo branquial, em situacdo de hipoxia. Essa hipoventilagdo branquial em resposta a
hipéxia severa foi verificada ef@hanna maculataAmia calva, P. hypophthalmus em
outros teledsteos de respiracado bimodal, e também ja foi verificada em outros estudos com a
espécie (YU e WOO, 1985; JOHANSEN et al.,, 1970; LEFEVRE et al, 2010; GRAHAM,
1997; BELAO et al., 2011).

A administracdo de propranolol e a atropina ndo causou alteragdes significafivas na
quando comparado com a mesma condicdo (pré e pos-RA} edPEntrole (Figura 8 e
Tabela 1). Mckenzie e colaboradores (2007, 1995) observaram um declinio acentuado na
respiracdo branquial posteriormente ao bloqueio adrenérgico com propranolol durante hipdxia
no jeju,H. unitaeniatugpeixe de respiragdo bimodal) e no estuA&penser naccari{peixe
de respiracao aquatica). Essa resposta sugere a existéncia de um papel adrenérgico no controle
dos quimiorreceptores sensiveis a éna regulacdo da respiracdo branquial desses peixes
(MCKENZIE et al.,, 1995), o que nao parece ocorrer @mgariepinus.Os resultados
mostraram portanto, que a hipoventilagcdo em resposta a hipdxia nessa espécie ndo € mediade

por receptores adrenérgicdis, (32) € muscarinicos colinérgicos.
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Tabela 1. Valores médios (+ S.E.M) dos parametros cardiorrespiratorio€.dgariepinusem normoxia e
hip6xia ( 60 e 20 mmHg) nos grupos Controle, Propranolol e Pro+Atr.

CONTROLE
PO (mmHg) fra( RA.RD fr (resp.min?) fr (bpm)
pré-RA pos-RA pré-RA pos-RA
140 1,85+ 0,73 43,16+1,7446,66+1,95 67,00+9,30 83,71+9,40
60 5,42+ 1,19 39,12+1,5841,13+2,08 57,49+6,99 79,23+7,00
20 7,4+1,39 34,97+1,7837,23+2,41 59,02+8,17 84,36+7,72
PROPRANOLOL
fra fr fu
pré-RA pos-RA pré-RA pos-RA
140 3+0,48 43,76+2,3945,89+2,96 71,8045,75 82,97+5,61
60 4,5+ 0,89 40,09+2,7442,582,38  66,24+7,6983,40+6,07
20 5+ 0,75 33,17+2,41 35,86+2,54 63,93+7,45 82,66+5,78
PRO+ATR
fra fr fu
pre-RA pés-RA pré-RA pés-RA
140 2+ 0,92 42,90+3,3345,94+1,57 99,35+3,04 97,80+2,64
60 3,85+ 0,91 38,36+3,2341,08+3,42 92,20+3,67 95,39+2,62
20 5,42+ 1,04 35,94+1,9438,51+2,60 94,26+2,74 96,17+2,26

A frequéncia de respiracbes aérekg)(dos animais controle esta apresentada na
Figura 9 e na Tabela 1. As respiracdes aéreas ocorreram em todasdas ex@erimento
(140, 60 e 20 mmHg), mas em norméxia (140 mmHg) oi bem reduzida (~1,85 RAM.

Essa baixafra permite classificar C. gariepinuscomo respirador aéreo facultativo, pois
apresentam branquias capazes de extraguficiente para manter seu metabolismo aerdbico
em condi¢cdes de normoxia, corroborando com o que foi observado em outros estudos
realizados com essa espécie (BELAO et al., 2011).

Beldo e colaboradores (2011) realizaram experimentos em respirometria fechada e
determinaram ad®, deC. gariepinusem aproximadamente 60 mmHg, ou seja, abaixo dessa
PO, o0 bagre ndo é capaz de manter as demandas dpeDas pela respiracdo branquial e
necessita acionar seu mecanismo de respiracdo acessoria. Esse valor € elevado quandc

comparado a outros teledsteos, tanto de respiracdo exclusivamente aquatica quanto de
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respiracdo bimodal, e sugere que essa espécie € mais dependerbtatn @ela respiracdo
aérea que a maioria dos teledsteos de respiracdo bimodal (BELAO, et al. 2011) (Tabela 2).

Isso justifica 0 aumento daa ocorrido em hipéxia 60 mmHg (préxima a@®), e
também a elevacdo mais acentuada desse parametro quando os animais eram submetidos :
hipoxia 20 mmHg, demonstrando que a dependéncia da obtencaqdka @espiracao aérea
aumenta conforme a hipdxia aquatica se intensifica (Figura 9 e Tabela 1). Esse aumento da
fra €M hipoxia foi provavelmente resultado da estimulacéo de quimiorreceptores sensiveis ao
0O, os quais informam o sistema nervoso central sobre a hipoxia ou hipoxemia,
desencadeando tais respostas. (SMATRESK et al, 1986; SMATRESK et al, 1988;
MCKENZIE et al, 1991).

Tanto a administracao de propranolol quanto a de atropina (duplo bloqueio) alteraram
significativamente dra em relacdo ao controlpenas durante a hipdxia mais severa (20
mmHg) (Figura 9 e na Tabela 1). Tal modificagdo apenas pode ter sido desencadeada pela
alteracdo do débito cardiaco induzida por tais farmacos, pois caso houvesse participacdo de
receptores adrenérgicpfsg P, e receptores muscarinicos colinérgicos (que sao bloqueados por
estes farmacos) nos mecanismos efetores que promovem a respiracdo aérea haveria

modificagdes dark nas outras PO
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Figura 8. Frequéncia de respiracdo branqufal< resp. miit) durante as pressdes parciais ded® agua nos
grupos controle (CTR), propranolol (PRO) e duplo bloqueio (PRO+ATR). Linhas cinzas iffdipadrRA e
linhas vermelhas indicarfy p6s-RA O numero localizado préximo a cada ponto do gréfico refere-se a
quantidade de réplicas (N). Os testes estatisticos utilizados foram: ANOVA seguidstdmcde Bonferroni.
Nenhuma diferenca significativa entre grupos.
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Figura 9. Frequéncia de respiracdes aérégs resp.H) durante as pressdes parciais del®agua nos grupos
controle (CTR), propranolol (PRO) e duplo bloqueio (PRO+ATR). Semelhanca entre letra superscrita indica que
ndo ha diferenca significativa entre os grupos. Os testes estatisticos utilizados foram: ANOVA para medidas
repedidas seguido gmst-hocde Student-Newman-Keuls (N = 7).
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Tabela 2. Comparacédo dos valores de Rafe C. gariepinuscom os valores de outros respiradores bimodais
Siluriformes e nao Siluriformes, e teledsteos de respiracdo exclusivamente aquatica (Adaptado de Beldo, et al
2011).

Especie PcO, Referéncia
(mmHg)

Respiradores Bimodais
Siluriformes
Hoplosternum littorale 50 Affonso e Rantin (2005)
Hypostomus regani 34 Mattias et al. (1998)
Cascudo, Rhinelepis strigosa 24 Takasuki (1998)
Hypostomus plecostomus 33 Perna e Fernandes (1996)
Heteropneustes fossilis 50 Hughes e Singh (1971)
Bagre africano , C. gariepinus 60 Beldo et al. (2011)
Outros
Jeju, H.unitaeniatus 40 Oliveira et al. (2004)
Channa maculata 40 Yu e Woo (1985)
Synbranchus marmoratus 40 Bicudo e Johansen (1979)
Piabucina festae 25 Graham et al (1977)
Respiradores aquaticos
Dourado, Salminus maxillosus 42 Souza et al. (2001)
Piaractus mesopotamicus 34 Rantin et al. (1998)
Tilapia, Oreochromis niloticus 18 Fernandes e Rantin (1994)
Traira, Hoplias malabaricus 20 Rantin et al. (1992)
Trairdo, Hoplias lacerda 35 Rantin et al. (1992)

4.2 Frequéncia de cardiacaff;) e Controle autonémico do coracao

Os dados foram coletados 1 minuto antes e apds cada RA, em normdxia, hipéxia 60
mmHg e de 20 mmHg, nos grupos: controle (CTR), propranolol (PRO) e duplo bloqueio
(PRO+ATR). No grupo controle, tanto em norméxia quanto em hipoxia (60 e 20 mmHg), foi
observada a ocorréncia de taquicardia logo apos as RA’s. Essa taquicardia foi observada pela
primeira vez no mucumS. marmoratus(JOHANSEN, 1966) sendo uma resposta
praticamente padrdo nos peixes de respiracdo aérea, que inclusive j4 foi verific&da em
gariepinus em estudos realizados por Beldo e colaboradores (2011) (Tabela 3).

Entretanto, ao contrario do observado por esses autores, 0s animais ndo exibiram
bradicardia hipoxica antes das RA%rrell (2007) prop6s que peixes de respiracdo aérea nao
deverdo apresentar bradicardia hipdxica caso sua “estratégia de respiracdo aérea” Ihes permita
manter a extracdo de,®m niveis semelhantes aos de norméxia. Essa auséncia de bradicardia
hipoxica também foi relatada no jejd, unitaeniatu, o animal manteve siyjaproxima aos

valores em normoxia, exibindo apenas taquicardia decorrente de RA’s (MCKENZIE et al.,
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2007). Esses dados reforgcam a hipotese proposta por Farrel (2007), porém essa hipotese ainde
nao foi testada.

Tabela 3. Comparacéo entre a frequéncia cardiac#) pré e pos- respiracao aérea (RA) d€. gariepinus
com outros peixes de respiragcao bimodal. Letra superscrita indica durante hipoxia.

Espécie Temp (°C) fy (bpm) Referencia
pré-RA pos-RA

S. marmoratus 20-25 6 30 Johansen (1966)
Ancistrus chagresi 25-27 132 156 Graham (1983)
Monopterus albus 25-27 25 42 Graham et al. (1995)
Monopterus cuchia 20 14 34 Lomholt e Johansen (1976)
Anabas testudineus 25 ~25% ~60% Singh e Hughes (1973)

H. unitaeniatus 26 26° 48° McKenzie et al. (2007)

C. gariepinus 25 302 522 Beldo et al.(2011)

Os efeitos da injecdo de propranolol fpaestdo representados na Figura 10 e na
Tabela 1. O propranolol € um antagonigtadrenérgico ndo seletivo, ou seja, bloqueia os
receptore$; e B.. (FINKEL et al, 2010)A administracdo de propranolol geralmente induz
um decréscimo d#y, que causa uma diminuicdo do deébito cardiaco e da pressédo arterial
(FINKEL et al, 2010). Porém, o propranolol também pode ocasionar uma vasoconstricdo
sistémica, a qual recruta reservatérios venosos, aumentando o VS e consequentemente o
débito cardiacof multiplicada pelo VS). Esta vasoconstricdo ocorre por meio do bloqueio
dos adrenorreceptoresg, guja expresao varia entre espécies.

Uma possivel explicacdo para o decréscimdynado ter sido observado é q@e
gariepinus apresente um ténus adrenérgico extremamente baixo, visto que é o caso de
algumas espécies de peixes, comagothenia borchgrevinkiPagothenia bernacchii
Thunnus thunnysKatsuwonus pelamjisDicentrarchus labrax Carassius auratusgdentre
outras, sendo assim um bloqueio adrenérgico (propranolol) ndo resultaria em alteracdes
significativas dafy (AXELSSON at al., 1992; KEEN et al., 1995; IVERSEN et al, 2010;
CAMERON, 1979).

O duplo blogueio autonémico aumentou significativamente e aboliu todas as variacdes
nafy que acompanhavam cada RA (Figura 10 e Tabela 1). Na maioria dos vertebrados, a
regulacdo da atividade cardiaca ocorre por meio do equilibrio entre “inputs” colinérgicos
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(parassimpético) e adrenérgicos (simpatico) do sistema nervoso autbnomo. Um aumento no
tébnus colinérgico (vagal) e/ou diminuicdo do ténus adrenérgico reduz a frequéncia e forga de
contratilidade cardiaca, enquanto o contrario eleva essas variaveis (GRAHAM, et al.,1995).
Esse autor e seus colaboradores afirmam que alteracées de tbnus podem ser induzidas por
estimulos de estresse, por hipoxia e/ou por “inputs” tanto de mecano como de
quimiorreceptores.

Alguns estudos tém indicado que a taquicardia pos-RA seja mediada por estimulacéo
de quimio e mecanorreceptores na camara buco-faringeal durante a tomada de ar, que conduz
a uma inibicdo do tbnus vagal no coracdo (GRAHAM, et al. 1995; MILSOM, 1990;
SMATRESK, 1988, 1990). Os resultados obtidos corroboram esta hip6tese, uma vez que o
bloqueio adrenérgico realizado pelo propranolol ndo eliminou essa taquicardia. Ja apds o
duplo bloqueio autonémico (estabelecido com a administracdo de atropina) as varidgoes da
foram abolidas, indicando um predominio do ténus colinérgico na regulacdo da atividade
cardiaca associada a respiracao aérea.

Na enguiaMonopterus albuso blogueio farmacologico do receptores muscarinicos e
adrenérgicos mostraram qudydbaixa apresentada pelos animais enquanto estavam na agua
era devido a um ténus colinérgico alto que inibe as células marcapasso do coragdo e que a
taquicardia associada com a inflagdo da cavidade bucal era principalmente resultado da
diminuicdo desse tonus inibitério (IVERSEN et al., 2011). Em teledsteos o predominio do
tbnus colinérgico sobrefg é amplamente verificado (ALTIMIRAS et al 1997; AXELSSON
et al. 1992; MCKENZIE et al., 2007; LEITE et al.,, 2009, SANDBLOM e AXELSSON,
2011).

A funcdo da taquicardia p6s-RA ainda permanece desconhecida. Mckenzie e
colaboradores (2007) em estudos realizados com o Hejwnitaeniatu, em normoxia e
hipoxia, verificaram a ocorréncia de taquicardia pos-RA, porém nao observaram diferenca
entre afra de animais controle e animais que estavam sob efeito de atropina e propranolol
(duplo bloqueio autonémico), ou seja, ndo exibiam ajustés &sses autores sugeriram que
0s ajustes d& que acompanham cada RA possam facilitar a captacdo de oxigénio no ORA
apenas em condicdes em que a demanda metabdlica seja alta, por exemplo, durante o
exercicio aerobio.

Esses autores também evidenciaram a existéncia de componentes comportamentais na
subida a superficie para respirar ar. Por exemplo, 0 medo de prefeéacad predation) pode
ser um fator importante e que influencie os padrdes de atividade dos peixes de respiracéo

bimodal na superficie, como previamente proposto por Smith e Kramer (1986). Sendo assim,
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as mudancas rfa durante a respiracdo aérea podem ser reflexo de “inputs” comportamentais
ligados a aproximacao do peixe a superficie da agua.

Além disso, Graham e colaboradores (1995) propuseram que as variacdes ciclicas na
fu que acompanham a respiracao aérea sejam homoélogas a arritmia sinusal respiratéria (RSA)
de mamiferos. Na RSA desses animdijg\aria de acordo com o ciclo ventilatorio, durante a
inspiragdo a atividade nos neurbnios pré-ganglionares é inibida e entdo o ténus vagal
parassimpatico inibitério sobre o coracdo diminui e consequentemdntesohe. O tdnus
parassimpatico é posteriormente desinibido, produzindo uma bradicardia na expiracao
(JORDAN e SPYER, 1987; TAYLOR et al., 1999). Acredita-se que estas alteragdes no tonus
vagal melhorem a eficiéncia das trocas gasosas pulmonares por combinar a perfusdo com a
ventilacdo dentro de cada ciclo respiratorio (GIARDINO et al., 2003).

Por esse fato, Mckenzie e seus colaboradores ndo descartaram a hipotese de o0s ajustes
defy associados a RA influenciarenfra e a captacdo de,@o jeju. Pois ressaltaram que é
muito dificil detectar o papel da RSA na otimizacdo das trocas gasosas em mamiferos
(GIARDINO et al., 2003), e por esse motivo ndo se pode desconsiderar tal pressuposto e que
essa € uma area interessante para futuras pesquisas em peixes de respiracao aérea.

Nossos resultados mostraram que 0s animais realizaram menos respiracfes aéreas
apos a realizacdo dos bloqueios autondmicos em hipoxia severa (20 mmHg), considerando
gue tais bloqueios aumentaram o débito cardiaco (dado que débito cardfgco \£S), é
plausivel que essa alteracdo aumente a perfusdo sanguinea de todos os tecidos do corpo
favorecendo tanto a captacdo den® ORA quanto a distribuicdo deste gas pelo organismo,
suprindo melhor a demanda metabdlica dos peixes, 0 que esta de acordo com o proposto por
Johansen (1966, 1970). Um aumento de débito cardiaco concomitante com a taquicardia pos-
RA ja foi observado na enguiy. albuse no mucumsS. marmoratug§IVERSEN et al.,

2011; SKALS et al., 2006).

No duplo bloqueio & aumentou e permaneceu constante, o que explica a fagnor
em hipoxia severa quando comparada a essa mesma condi¢cdo no grupo controle. Apesar de
nao ter alterado significativamentefia € possivel que o propranolol tenha causado uma
vasoconstricdo sistémica nos animais, gerando um aumento do débito cardiaco por elevacao
do VS, o que justifica a menggafem hipdxia severa quando comparadaesma condicdo no

controle (Figura 10 e Tabela 1).
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Figura 10. Frequéncia cardiacé;(- bpm) pré (cinza) e pés (vermelho) -RA, durante as pressfes parciais de O
da agua nos grupos controle, propranolol e duplo bloqueio (PRO+ATR). Um asterisco indica diferenca
significativa para com o valor da pré-RA dos animais sob o0 mesmo tratamento e sob a mesyaR@

adaga dupla indica diferenca significativa para cdmde animais nao tratados (controle), sob a mesmaPO

sob a mesma condicdo em relacdo a respiracdo aérea (pré ou pds-RA). Os testes estatisticos utilizados foram :
ANOVA para medidas repedidas seguido de post-hoc de Student-Newman-Keuls (N = 7).
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4.3 Verificacao dos efeitos da injegéo

N&o existem diferencas significativas em nenhum dos parametros cardiorrespiratorios
(fu, frefra) entre os peixes controle (CTR) e tratados com solugéo salina (Salina P e Salina A)
(Figuras 11, 12 e 13). A taquicardia pos-RA foi observada, assim como nos animais Controle
e Propranolol do outro protocolo experimental. Nas tensdes 140 e 60 mmHg do grupo Salina
P essa taquicardia p0s-RA nao foi estatisticamente significativa, provavelmente devido ao
namero reduzido de réplicas, entretanto € possivel observar nitidamente um aunfgnto da
pds-RA no grafico. Isso demonstra que as variaveis observadas nos demais testes sdo seguras
e nao foram induzidas pelo estresse da aplicacdo dos farmacos e/ou pelo veiculo que os
dissolveram.

Mas, apesar dos nossos resultados, mais estudos sdo necessarios, tanto com a prépriz
espécie, quanto com outras espécies de respiracdo bimodal, para poder afirmar se de fato a
taquicardia pos-RA influencia a eficiéncia da respiracdo aérea, ou se essa € uma adaptacao
espécie-especifica, ou ainda se essa influéncia depende de algum outro fator ambiental ou

fisiologico.
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Figura 11. Frequéncia de respiracdo branquia{ resp. miit) durante as pressdes parciais del®4agua nos

grupos controle (CTR), Salina P (equivalente a injecdo de propranolol) e Salina A (equivalente a injecdo de
atropina) Linhas tracejadas indicdmpré-RA e linhas continuas indicafm pos-RA. Os testes estatisticos
utilizados foram: ANOVA seguido dpost-hoc de Bonferroni. Nenhuma diferenca significativa entre grupos
(N=4).
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Figura 12. Frequéncia de respiracéo aériaa £ resp.H) durante as pressdes parciais del@®agua nos grupos

controle (CTR), Salina P (equivalente a injecdo de propranolol) e Salina A (equivalente a injecdo de atropina).
Semelhanca entre letra superscrita indica que ndo ha diferenca significativa entre os grupos. Os testes estatisticos
utilizados foram: ANOVA para medidas repedidas seguido de post-hoc de Student-Newman-Keyls (N = 4
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Figura 13. Frequéncia cardiacdy(- bpm) pré (cinza escuro) e pés (cinza claro) - RA durante as pressdes
parciais de @ da agua nos grupos Controle, Salina P (equivalente a injecdo de propranolol) e Salina A
(equivalente a injecdo de atropina). Um asterisco indica diferenca significativa para com o falorédaA

dos animais sob 0 mesmo tratamento e sob a mesmad@@gua. Os testes estatisticos utilizados foram:
ANOVA para medidas repedidas seguidgdst-hocde Student-Newman-Keuls (N = 4).
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5 CONCLUSAO

O bagre africano como um respirador aéreo facultativo, aumenta a respiracdo aérea em

detrimento a respiracdo branquial frente a hipoxia aquatica.

* A regulacdo ddr e dafra N80 € mediada por receptores adrenérgifespt) e

muscarinicos colinérgicos nessa espécie.

* A taquicardia pos-RA é regulada predominantemente pelo ténus colinérgi€ em

gariepinus.

* Os blogqueios autonémicos indicam que modificacdes do débito cardiaco alteram a
sugerindo assim que as alteracdes fgeassociadas a respiracdo aérea podem

influenciar a eficiéncia da mesma.
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