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Resumo

A capacidade de sentir e responder as variacdes de oxigé€nio no ambiente ¢ de extrema
importincia para peixes. Isto ¢ mais acentuado em ambientes dulceaquicolas tropicais onde a
hipoxia ambiental ocorre freqiientemente. Estudos recentes sobre respostas cardio-respiratorias
em peixes tropicais t€ém enfocado espécies tolerantes a hipdxia. O foco do presente estudo foi
examinar o controle neural e a funcao cardio-respiratéria de um peixe adaptado a ambientes bem
oxigenados. O trairdo, Hoplias lacerdae foi escolhido por pertencer a familia Erythrinidae, que
apresenta a maioria das espécies tolerantes a hipoxia, incluindo algumas onde os receptores de O,
j& foram caracterizados. O foco do estudo foi investigar a localizagdo, distribui¢do e orientagdo
dos quimiorreceptores de O, em trairdo, bem como os parametros cardio-respiratorios sao
modificados pela hipoxia. Os peixes foram submetidos a denervagdes seletivas dos ramos
branquiais dos nervos cranianos IX e X. Os grupos foram: (1) apenas nervo IX seccionado do 1°
arco branquial (IX; n =9), (2) primeiro arco, ambos IX e ramo do X seccionados (G1; n=19), (3)
os quatro arcos, ambos IX e X seccionados (G4; n = 8), (4) grupo controle (n = 8) e (5) grupo
“sham-operated”, que passou por cirurgia, mas ndo teve os nervos seccionados (n = 4). Uma
canula foi inserida na aorta ventral para monitorar freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial. A
freqiiéncia e a amplitude ventilatorias foram monitoradas por uma canula no palato da cavidade
bucal. Os peixes foram expostos a hipdxia gradual de 140 a 10 mmHg. Ambas as superficies,
interna e externa, das branquias receberam tratamento de NaCN para determinar a orientagdo dos
receptores. Os resultados mostraram que receptores relacionados ao controle da freqiiéncia
cardiaca e amplitude ventilatoria estdo distribuidos por todos os arcos branquiais, orientados tanto
interna quanto externamente, ¢ ambos os nervos IX e X estdo envolvidos nesta resposta. Este
padrdo difere do observado para a freqiiéncia respiratdria. Os receptores envolvidos no controle
dessa resposta localizam-se internamente no 1° arco branquial. O trairdo também possiu
quimiorreceptores de O, envolvidos no controle da pressdo arterial apenas no primeiro arco
branquial, participando de um controle barostatico eficiente. Nao foram identificados receptores
de O, extrabranquiais em trairdo. Este padrao difere da maioria dos peixes tolerantes a hipoxia
onde os estes receptores sdo importantes para iniciar rapidamente as respostas cardio-respiratorias

a hipoxia.



Abstract

The ability to sense and respond to oxygen availability in the environment is of extreme
functional importance for fish. This is even more so in tropical freshwater habitats where
environmental hypoxia can occur rapidly in space and time. Recent physiological studies on the
cardio-respiratory response of tropical fishes have focused on hypoxia tolerant species. This aim
of this study was to examine the neural control and function of the cardio-respiratory system in a
fish that is adapted to living at high levels of oxygen. Trairdo, Hoplias lacerdae was chosen
because it is a member of the Erythrinidae family, in which most of species are hypoxia tolerant,
including some where the O, receptors has already been characterized. The study focused on
investigation of the localization, distribution and orientation of chemoreceptors of O, in trairdo.
Also how the cardio-respiratory parameters were modified by hypoxia. The fish were submitted
to selective denervations of the branchial branches of the cranial nerves IX and X. These were,
(1) only IX nerve sectioned at the 1* gill arch (IX; n = 9), (2) first gill arch both IX and branch of
X sectioned (G1; n =9), (3) all four gill arches both IX and X sectioned (G4; n = 8), (4) a control
group (n = 8) and (5) a sham-operated group that underwent surgery but no nerves were sectioned
(n =4). A cannula was inserted into the ventral aorta to monitor changes in heart rate and blood
pressure. Ventilation rate and amplitude was also monitored with a cannula through the roof of
the buccal cavity. The fish were exposed to a gradual hypoxia from 140 to 10 mmHg. Either the
internal and external surfaces of the gill were treated with NaCN to determine the receptors
orientation. Results showed that the receptors related to the heart rate control and ventilation
amplitude were distributed over all gill arches on both the internal and external surfaces, and the
branches of the both nerves IX and X were involved in these responses. This pattern differs from
that observed for the ventilation rat. The receptors involved in the control of this response are
located internally to the first gill arch. Tairdo also showed blood pressure control chemorecptors
on the first gill arch, involved in a very efficient barostatic control. Extrabranchial O,
chemoreceptors were not identified in trairdo. This differs from the hypoxia tolerant fish, where
extrabranchial chemoreceptors are important to start the cardio-respiratory responses the most

fast and accurate possible.
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1. Introducao

1.1 Ambiente hipoxico e adaptacdes dos peixes

A grande maioria dos peixes utiliza a respiracdo aerdbica sendo dependentes de um
suprimento adequado de O,. O suprimento de O, para os animais de respiragdo aquatica €
limitado pela baixa solubilidade deste gés na dgua que, nos ambientes tropicais, ¢ ainda mais
critica com as constantes flutuagdes da temperatura do meio. “Inputs” de matéria organica,
resultantes de chuvas e flutuagdes sazonais dos niveis de lagoas marginais e varzeas onde as
espécies ocorrem, também contribuem para essas flutuacdes no oxigénio dissolvido. Tal
problema ¢ ainda exacerbado pelo fato de que as elevagdes de temperatura guardam uma relagado
direta com aumentos na taxa metabdlica e, consequentemente, na demanda de O,. Considerando-
se que estes fatores freqiientemente levam a uma hipoxia ambiental, ndo € surpresa que os peixes
que vivem em tais ambientes tenham desenvolvido adaptagdes fisiologicas, bioquimicas e
comportamentais para garantirem sua sobrevivéncia.

Segundo HOCHACHKA (1980), quando os peixes sdo expostos a hipoxia ambiental
podem responder comportamentalmente, nadando para areas com maior disponibilidade de O..
Porém, se tal condi¢do persistir, a estratégia utilizada por esses animais parece ser a de “esperar
para ver”, sendo que, em seguida, respostas fisiologicas e bioquimicas sdo desencadeadas para
compensar os efeitos da hipdxia.

Quando impossibilitados de “fugir” do ambiente hipdxico, a primeira resposta fisiologica

que os teledsteos apresentam € o aumento da ventilagdo branquial (V;) com elevagdes na

freqiiéncia respiratoria (fr) e/ou no volume ventilatorio (Vr) (LOMHOLT & JOHANSEN, 1979;
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RANDALL, 1982; SMITH & JONES, 1978). Dentre os teledsteos mais tolerantes a hipdxia, os

aumentos na Vg sdo freqiientemente decorrentes de um maior incremento no Vr do que na fg.

Segundo RANTIN et al. (1992), tal mecanismo requer um menor custo metabélico paraa V.

Tais alteragdes ventilatérias sdo freqlientemente acompanhadas por uma bradicardia
reflexa que pode resultar na manutencao, ou mesmo no aumento, do volume sistolico (RANTIN
et al., 1992; FERNANDES & RANTIN, 1994, MILSOM et al., 1999). Essas respostas cardio-
respiratorias frente & hipoxia foram observadas na maioria das espécies ja estudadas.

A bradicardia hipoxica pode levar a um aumento do volume sistolico, a fim de manter o
débito cardiaco. Paralelamente, a resisténcia sistémica ¢ aumentada, resultando na elevacao da
pressao sanguinea em ambas as aortas, dorsal e ventral. Assim, o aumento do volume sistélico e a
diminuigdo da fy, como citado anteriormente, resultam em uma elevagao acentuada na pressao de
bombeamento sanguineo, fazendo com que o sangue seja ejetado do coragdo com mais forca do
que o normal a cada contracdo (RANDALL, 1982). Estes mecanismos levam a passagem do
volume de sangue pelas lamelas secundarias, a cada batimento cardiaco, por um intervalo maior
de tempo, com o objetivo de retirar da dgua que passa através das branquias o maximo de O,
possivel.

Estudos tém demonstrado que a eficiéncia de extragao de O, (EO,) pelas branquias dos
teledsteos € geralmente alta, podendo chegar a 80% (LOMHOLT & JOHANSEN, 1979).

Segundo SAUNDERS (1962) e HUGHES (1966), a percentagem de utilizagdao do
oxigénio diminui a medida que o fluxo de dgua que passa pelas branquias ¢ aumentado. Porém, a
passagem de um maior fluxo de agua pela superficie de trocas gasosas durante periodos de
hipdxia ambiental traz beneficios ao animal, pois o gradiente de difusdo entre o sangue e a agua ¢é

mantido o mais alto possivel. Assim, uma das respostas imediatas apresentadas por peixes em
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exposicao a hipdxia, a fim de regular a reducdo de O, ambiental, ¢ um aumento no volume

ventilatorio (V).

1.2 Quimiorreceptores de O; e respostas cardio-respiratorias

Estudos realizados por MILSOM & BRILL (1986) e FRITSCHE & NILSSON (1989)
demonstraram que os receptores de O, envolvidos no controle da VG estariam localizados no

primeiro par de arcos branquiais, detectando diretamente as variagdes de O, no meio circundante
(quimiorreceptores de O, orientados externamente). Estes receptores sdo responsaveis pelo
acionamento dos mecanismos ventilatorios de compensagdo, os quais vao atuar na regulagdo,
tanto do fluxo da dgua através das branquias, quanto no fluxo de sangue através das lamelas
secundarias. Independentemente do estimulo, existem diferentes respostas ventilatorias exibidas
pelas diversas espécies de teledsteos que, aparentemente, sdo suficientes para manter a PO, do
sangue arterial durante periodos de hipoxia (MILSOM, 1993).

Os arcos branquiais em peixes sdo inervados pelos nervos cranianos IX (glossofaringeo) e
X (vago). A seccdo bilateral dos nervos IX e X aboliu a bradicardia hipéxica em truta,
Oncorhynchus mykiss (SMITH & JONES, 1978), em tambaqui, Colossoma macropomum
(SUNDIN et al., 2000; FLORINDO, 2002), em pacu, Piaractus mesopotamicus (LEITE et al.,
2007) e em jeju, Hoplerytrinus unitaeniatus (LOPES, 2003). Entretanto, BUTLER et al. (1977)
observaram que, para abolir a bradicardia hipdxica do elasmobranquio “dogfish”, Scyliorhinus
canicula, foi necessaria a seccao bilateral dos nervos cranianos V (trigémio), VII (facial), XI e X
e concluiram que os receptores de O, também estdo distribuidos difusamente nas cavidades

orobranquial e parabranquial.
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Dados similares, obtidos a partir da seccdo progressiva dos nervos cranianos, foram
recentemente relatados para peixes neotropicais como o tambaqui, Colossoma macropomum
(SUNDIN et al., 2000; MILSOM et al., 2002), a traira, Hoplias malabaricus (SUNDIN et al.,
1999), e o pacu, Piaractus mesopotamicus (LEITE et al., 2007). Além disso, SAUNDERS &
SUTTERLIN (1971) observaram que a seccao bilateral dos nervos IX e X, em Hemitripterus
americanus, ndo aboliu a resposta cardiaca a hipdxia. Porém, sem fazer a denervagdo progressiva,
s0 foi possivel concluir que os receptores responsaveis por esta resposta ndo se encontram
exclusivamente nas branquias (receptores extrabranquiais).

Ao longo dos anos, possiveis areas de recepcao de O, t€m sido testadas e sugeridas como
locais de origem desse tipo de sinal, como as pseudobranquias (MCKENZIE et al., 1991). Ha
também evidéncias de sitios receptores fora do aparato branquial de peixes, como no sistema
nervoso central (BANFORD, 1974; JONES, 1983; WILKIES et al., 1981), artéria aferente
(SMATRESK et al., 1986) e a ja observada existéncia de receptores venosos de O, (BARRETT
& TAYLOR, 1984),.

Contrariamente ao que fora postulado por FRITSCHE & NILSSON (1989), SUNDIN et
al. (1999) constataram que quimiorreceptores sensiveis ao O, estdo distribuidos por todos os
arcos branquiais de traira, Hoplias malabaricus, detectando diminui¢des na disponibilidade do O,
do meio e produzindo um aumento na fr. Estes autores também constataram a existéncia de
receptores orientados interna (monitoramento da PO, do sangue arterial) e externamente
(monitorando a PO, da agua inspirada) nas branquias que participam na modulagdo do Vr.

Resultados similares foram obtidos por LOPES (2003) que observou que em jeju,
Hoplerythrinus unitaeniatus, os receptores de O, que participam do aumento na fr estdo situados

exclusivamente nas branquias, distribuidos por todos os arcos branquiais € monitoram as
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mudancas de O, tanto do sangue (orientados internamente) quanto da &gua (orientados
externamente), tendo sido constatado que o mesmo padrao de distribui¢ao de receptores de O,
também ocorre em tambaqui, C. macropomum (SUNDIN et al.,, 2000; FLORINDO, 2002).
SUNDIN et al. (2000) verificaram, também, que ha receptores de O, orientados internamente e
externamente que estdo envolvidos na regulacao do Vr, distribuidos por todos os quatro arcos
branquiais, € que receptores extrabranquiais também estdo envolvidos na modulacao deste
parametro ventilatorio.

Embora os peixes teledsteos também apresentem respostas a hipercarbia, ndo hé evidéncia
clara de um papel para os quimirreceptores centrais no controle da ventilagdo em peixes de
respiracdo exclusivamente aquatica. A acidose hipercéarbica estimulou a ventilagao no bagre do
canal, Ictalurus punctatus, (BURLESON & SMATRESK, 1993). Esta resposta foi abolida pela
denervacao total das branquias, indicando ser resultado da estimulagdo de receptores periféricos
inervados pelos nervos cranianos IX ¢ X. BURLESON & SMATRESK (1993) sugeriram que
estes podem pertencer a mesma populagdo de receptores que respondem ao oxigénio.

Face ao exposto, pode-se depreender que nao existe um padrdo de distribuicao de
quimiorreceptores de O, entre peixes teledsteos e elasmobranquios. A variabilidade de respostas
aos estimulos hipoxicos entre os teledsteos indica haver uma grande heterogeneidade entre a
localizagdo, distribuicdo e orientagcdo dos quimiorreceptores sensiveis ao O, nas diferentes

espécies.
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1.3 Quimiorreceptores de O, e NaCN

Quimiorreceptores sensiveis ao O, participam do controle dos reflexos cardio-
respiratorios em peixes, modulando a bradicardia reflexa e o aumento no esfor¢o ventilatério
(TAYLOR, 1992). Muitos estudos dao suporte a existéncia de receptores periféricos de O, nas
branquias ou proximos a elas. Contudo, os sitios anatOmicos precisos, assim como as
propriedades funcionais destes quimiorreceptores periféricos em peixes permanecem incertas
(BURLESON et al., 1992; MCKENZIE et al., 1995). Este fato se deve a caréncia de métodos de
identificacao histolédgica direta dos quimiorreceptores de O, em peixes.

Segundo BURLESON et al. (1992) células nos filamentos branquiais de peixes t€ém sido
identificadas como semelhantes as células quimiorreceptoras de mamiferos. Essas candidatas a
células quimiorreceptoras exibem fluorescéncia monoaminica usando a técnica de Falk-Hillarp
(DONALD, 1984, 1987, DUNEL-ERB et al., 1982; LAURENT, 1984), assim como 0s corpos
carotideos de mamiferos (NIEMA & OJALA, 1964). Recente estudo de BURLESON et al.
(2006), demonstrou a existéncia de cé¢lulas morfologicamente semelhantes as células tipo I dos
corpos carotideos de mamiferos em Ictalurus punctatus, porém somente pode-se afirmar que
seriam supostas células quimiossensiveis ao O,.

Assim, a identificagdo dos locais de origem das aferéncias dos quimiorreceptores de O,,
bem como sua distribuicdo nestes locais, tem sido realizada, em sua maioria, por métodos
indiretos (MILSOM, 1997). Estas investigacdes foram realizadas, em sua grande maioria
utilizando o cianeto de sddio (NaCN). Isso porque este sal bloqueia o transporte de elétrons e a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, estimula a atividade dos quimiorreceptores sensiveis ao O,

em todos os vertebrados nos quais eles foram encontrados, os quais incluem anfibios, répteis,
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aves e mamiferos, sugerindo que os quimiorreceptores de O, seriam similares em todos os
vertebrados (BURLESON et al., 1992).

As alteragdes cardio-respiratorias apresentadas por peixes, decorrentes da administracao
de NaCN, parecem ser determinadas apenas pela estimulacao dos quimiorreceptores de O,, assim
como ocorre em mamiferos (FIDONE & GONZALES, 1986). Isso foi confirmado por
BURLESON & MILSOM (1995) em experimento com truta arco-iris, Onchorhynchus mykiss,
onde foi observado que o NaCN causou um estimulo mais prolongado do que qualquer outro
composto quimico testado. Assim, o NaCN vem sendo utilizado com freqiiéncia para a
determinagdo da localizacao e distribuicao dos quimiorreceptores de O, em estudos indiretos.

Desta forma, apesar da falta de conhecimento sobre o mecanismo exato de funcionamento
dos quimiorreceptores de O, principalmente em peixes, pode-se inferir que as respostas reflexas
cardiovasculares e respiratdrias desencadeadas pela administracdo de NaCN sao mediadas apenas

por estes receptores, sendo esta uma boa ferramenta para o estudo destes.

1.4 Eritrinideos e o trairao

Erythrinidae ¢ uma familia pequena, apresentando trés géneros na América do Sul:
Hoplias Gill, 1903, Erythrinus Scopoli, 1777; e Hoplerythrinus Gill, 1895 (GODOY, 1975),
sendo que todas as espécies destes géneros sdo de habitos carnivoros. Hoplias apresenta
respiragao exclusivamente branquial (ou aquatica), enquanto os outros dois géneros apresentam
respiragdo aérea facultativa (ou acessoria), utilizando a bexiga natatoéria como 6rgao de respiragao
aérea (GRAHAM, 1997; OLIVEIRA et al, 2004). Os peixes desta familia habitam

predominantemente ambientes dulceaquicolas pobres em oxigénio nas regides tropicais e
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subtropicais da América do Sul (BRITISKI et al., 1984; DICKSON & GRAHAM, 1986;
RANTIN et al., 1993).

A maioria dos eritrinideos ¢ considerada bem adaptada as condi¢des de hipoxia, como € o
caso dos jejus, Hoplerythrinus unitaeniatus ¢ Erythrinus erythrinus (RANDALL et al., 1981),
que apresentam respiragdo aérea facultativa e da traira, Hoplias malabaricus, de respiragao
exclusivamente aquatica, exemplares tipicos de lagos, lagoas e corpos d’agua estagnados
(RANTIN & JOHANSEN, 1984). A tolerancia a hipdxia da traira tem sido atribuida a uma
combinagdo especial de fatores, que incluem baixo metabolismo, tolerancia a baixas tensoes de
O, dissolvido e pequena necessidade de convecgdo de 4gua para a respiracao branquial (RANTIN
& JOHANSEN, 1984), atribuida a sua grande area da superficie funcional respiratoria
(FERNANDES & RANTIN, 1985). Além disso, a espécie apresenta uma alta capacidade
anaerdbica (DRIEDZIC et al., 1978; HOCHACHKA et al., 1978), o que a capacita a sobreviver
por longos periodos em aguas quase anoxicas.

O trairdo, Hoplias lacerdae (Figura 1), diferentemente dos outros eritrinideos, habita rios
e riachos mais oxigenados (GODOY, 1975). Esta espécie, carnivora, nativa das bacias
Amazonica e Parana-Paraguai, apresenta carne de excelente qualidade e caracteristicas desejaveis
para a pesca esportiva (Andrade et al., 1998). Pode atingir 20 kg e 1 metro de comprimento,
possui coloragdo geral quase preta, os flancos cinzentos com faixas transversais escuras, abdome
esbranqui¢ado e nadadeiras com pontos escuros.

Apesar de ser uma espécie interessante por se distinguir de seus parentes proéximos, tanto
em relagdo aos ambientes em que vivem quanto as suas tolerancias a hipoxia, poucos estudos
foram realizados com trairdo. Dentre estes estudos, destaca-se o trabalho de RANTIN et al.

(1993), que analisaram comparativamente as respostas cardio-respiratérias frente a hipoxia
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gradual de traira e trairdo. Neste estudo os autores observaram que a ecologia diferente em ambas
as espécies de Hoplias ¢ claramente refletida em aspectos basicos de suas respostas cardio-
respiratarias a hipoxia ambiental. Porém, mesmo frente a essas diferengas, foi possivel concluir
que, em ambas as espécies a reducao na VO, estd correlacionada com o inicio da bradicardia
hipdxica, mas nao esta ligada as mudangas na freqiiéncia ventilatoria..

Outro trabalho, que também foi realizado com as mesmas duas espécies co-genéricas, mas
ecologicamente distintas, foi o de KALININ et al. (1996), que estudaram o fluxo ventilatdrio
relativo aos volumes intrabucal e intra-operculares, também em resposta a hipdxia gradual. Os
autores constataram que H. malabaricus exibe uma maior diferenca de pressao entre os
compartimentos bucal e opercular quando comparado ao aumento moderado que ocorre em H.
lacerdae. Além disso, foi possivel averiguar que a resposta maxima a hipdxia em trairdo esta
correlacionada com o volume corrente, que nestas condigdes se aproxima do limite morfoldgico
da camara opercular.

Embora as repostas cardio-respiratdrias a hipoxia de Hoplias lacerdae, tenham sido

elucidadas por RANTIN et al. (1993), os mecanismos de controle das repostas reflexas
envolvidos na compensacao a hipdxia, tais como os ajustes ventilatorios (fr, Vr € VG) e

cardiacos (desenvolvimento da bradicardia hipdxica), ainda permanecem desconhecidos.
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Figura 1: Exemplar de trairdo, Hoplias lacerdae (www.jjphoto.dk/.../hoplias_lacerdae.htm)
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1.5 Objetivos

O presente estudo teve por objetivo: a) detectar a localizagdo e a distribuicdo dos
quimiorreceptores de O, envolvidos nessas respostas reflexas; b) se esses receptores detectam as
variagdes de O, na corrente ventilatoria e/ou no sangue (orientagdo interna e/ou externa dos
quimiorreceptores) € ¢) como se da a modulacdo das respostas cardio-respiratorias frente a
hipoxia gradual.

Outro objetivo deste estudo foi relacionar os achados de trabalhos realizados
anteriormente com espécies filogeneticamente muito proximas ao trairdo: a traira, Hoplias
malabaricus (SUNDIN et al., 1999) e o jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus (LOPES, 2003).
Portanto, com este estudo foi possivel estabelecer as relagdes de similaridades e de diferencas
filogenéticas entre as espécies de eritrinideos no tocante aos seus mecanismos cardio-
respiratorios frente a hipdxia ambiental. Isso foi possivel comparando-se uma espécie de
respiracdo exclusivamente aquética e que habita preferencialmente ambientes 16ticos (trairdo,
Hoplias lacerdae), uma espécie de respiragdo exclusivamente aqudtica e que habita
preferencialmente ambientes 1€nticos (traira, Hoplias malabaricus) e uma espécie de respiracao

adrea acessoria e de ambientes 1énticos (jeju, Hoplerytrhinus unitaeniatus).
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2. Material e Métodos

2.1. Animais

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados exemplares adultos de trairao,
Hoplias lacerdae, com peso corporeo médio de 402 + 206,7 g. Os peixes, cujas matrizes sao
origindrias da Bacia do Rio Grande, foram cedidos pela Estacdo de Piscicultura da Usina
Hidroelétrica de Furnas e Fazenda Cascata, Sdo Sebastido do Paraiso, ambas no Estado de Minas
Gerais. Os animais foram mantidos em tanques de capacidade de 500 ou 1000 L, com
recirculacdo de agua aerada e termostatizada (25 + 1°C) no Laboratorio de Zoofisiologia e
Bioquimica Comparativa da UFSCar. Os trairdes foram alimentados semanalmente com peixes
de menor tamanho (Geophagus, Astyanax, Tilapia, Oreochromis, etc.), coletados na Represa da

Universidade Federal de Sao Carlos.

2.2. Procedimentos cirurgicos

Os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1 g.L™") e transferidos para uma mesa
cirtirgica onde foram artificialmente ventilados com uma solugdo anestésica mais branda (0,05
gL de benzocaina). Uma cénula de polietileno (PE 50 com um pequeno segmento de PE 10 na
extremidade), preenchida com uma solugdo salina heparinizada (NaCl 0,9%, 100 TU.mL" de
heparina) foi inserida na artéria aferente do terceiro arco branquial para a injecdo de drogas, de
acordo com o método descrito por AXELSSON & FRITSCHE (1994). A mesma canula foi

acoplada a um transdutor de pressdo (Utah Medical Products) conectado a um amplificador de
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pressao (AECAD 0804 — AVS, Sao Paulo) e, este, a um canal de uma placa de aquisi¢dao
DATAQ DI 154RS de um computador IBM compativel, para os registros da pressao arterial (Pa)
e da freqiiéncia cardiaca (fi;) em tempo real.

Com o auxilio de uma mini-furadeira e uma broca, foi aberto um orificio entre as narinas,
acessando a cavidade bucal, onde foi inserida outra canula de polietileno (PE160) fixada no
palato por uma flange (detalhes em SUNDIN et al., 1999). Esta canula serviu para a injecao de
drogas na corrente ventilatoria e, foi conectada a outro canal do sistema de transdugdo, o qual,
por sua vez, foi conectado a um segundo canal do sistema de aquisicdo (acima descrito) que
serviu para efetuar os registros de variacdo da pressao intrabucal. Através desta preparacao foram
efetuados os registrados de freqiiéncia respiratoria (fr), amplitude ventilatoria (Vamp), 0s quais
permitiram o calculo da ventilagao total (Viet = fr X Vamp).

Para o procedimento cirargico nos grupos que tiveram os nervos cranianos seccionados,
foi realizada uma pequena incisdo (= 1 cm) no epitélio dorsal do opérculo, na regido proéxima a
extremidade dos primeiros e segundos arcos branquiais, onde eles encontram a superficie da
cavidade opercular. Assim foi possivel acessar o nervo craniano IX e o ramo pretrematico do X,
0s quais inervam o primeiro arco branquial. Para uma completa denervagdo branquial, foi
necessario o acesso a todos os ramos branquiais dos nervos IX e X, assim realizou-se uma incisao

maior (+ 0,5 cm) (Figura 2).
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Figura 2: Vista dos ramos dos nervos cranianos IX e X que enervam os arcos branquiais € o0 ramo
cardiaco do vago que foi mantido intacto de trairdo, Hoplias lacerdae.

Em 9 peixes (Wt = 312,6 + 118,7 g), o nervo craniano IX foi o tnico a ser seccionado
(grupo IX), e em outros 9 peixes (Wt = 3554 + 187,9 g), ambos os nervos IX e ramo
pretrematico do X foram seccionados, denervando completamente o primeiro arco branquial
(grupo G1). Em outro grupo os nervos foram cuidadosamente separados do tecido conjuntivo e
seccionados, juntamente com o nervo IX e todos os ramos do nervo X que suprem todos os arcos
branquiais (grupo G4, n = 8; Wt = 455,7 £ 204,5 g). Os ramos cardiaco e visceral do nervo X
permaneceram intactos. O mesmo procedimento foi realizado do outro lado para que todas as
denervagdes fossem bilaterais. O processo de cicatrizagdo em peixes ¢ rapido, tanto que as

incisdes normalmente se cicatrizaram aproximadamente 24 h apds a cirurgia.
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O grupo controle (n = 8; Wt = 506,2 + 298,2 g) foi constituido por peixes nos quais os
nervos nao foram expostos ou cortados. Para se verificar o efeito da cirurgia nas respostas
estudadas, outro grupo de peixes (n = 4; Wt =380,1 = 137,7 g) foi “falsamente” operado (“sham-
operated”). Neste grupo, foi feita a incisdo no epitélio opercular, € os nervos que suprem as
branquias foram expostos, porém nao foram seccionados.

ApOs a cirurgia, os peixes foram colocados em tubos plésticos individuais com malha nas
duas extremidades (camara de contengdo) e transferidos para uma caixa plastica escura coberta
com uma tampa. Eles permaneceram nestas condi¢des por 24 h apos todos os procedimentos

ciriirgicos para recuperagao.

2.3. Protocolo experimental

ApoOs a recuperagao, as canulas foram conectadas ao sistema de aquisicdo de dados
descrito acima para os registros dos pardmetros ventilatorios (fr € Vamp) €nquanto a canula da
aorta ventral foi conectada ao mesmo sistema para os registros da pressdo arterial (Pa) e
freqiiéncia cardiaca (fy). As canulas da aorta ventral e da cavidade bucal também foram utilizadas
para administrar solugdes de NaCN para a identificacdo da localizacdo e da orientagdo dos
quimiorreceptores de O,. Apds a conexao das canulas, os peixes permaneceram em repouso por
aproximadamente 30 minutos para restabelecer a fg, a fi; € a Pa nos seus valores de repouso.

Passado o periodo de recuperagdo, cada peixe foi submetido a uma série de injecdes
internas (via canula da aorta ventral) e externas (via canula bucal) de NaCN para a estimulagdo
dos quimiorreceptores. Injecdes de salina (0,9% NaCl; interna) e agua (externa) serviram como

controles. As injecdes foram administradas na seguinte ordem: (1) salina interna; (2) NaCN
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interno (0,25 mL de 500 e 1000 pg.mL™); (3) 4gua externa e (4) NaCN externo (1 mL de 500 ¢
1000 pg.mL™"). Em cada caso, a canula foi lavada com uma nova solucdo salina (0,2 mL
internamente) ou de agua (0,5 mL externamente) para assegurar a completa administracao da
droga. Apos cada injecdo, as variaveis cardio-respiratdrias foram monitoradas por 5 minutos ou
até a ventilagdo, fi; e Pa retornassem as condigdes basais. As concentragdes de NaCN utilizadas
foram obtidas a partir de uma curva dose-resposta previamente determinada para essa espécie.

A hipoxia foi produzida pelo borbulhamento de N; na dgua do tanque experimental. A
PO, da agua foi monitorada continuamente (eletrodos de O, FAC 001 e analisador de O, FAC
204A) e a tensdao de O, da agua foi gradualmente reduzida de normoxia (140 mmHg) até um
nivel hipoxico de 10 mmHg passando pelas seguintes tensoes: 100, 70, 50, 30 e 20 mmHg. Testes
preliminares mostraram que, em média, sao necessarios 10,5 = 3,6 min para que o PO, da agua

caia para 10 mmHg e 9,4 £ 2,2 minutos para que a PO, retorne a 140 mmHg novamente.

2.4. Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média. Os dados do grupo
controle foram comparados pelo teste de ANOVA “One Way” RM (medida repetida) e
comparac¢ao multipla de Dunnett para testar a significancias das respostas a hipoxia e as inje¢oes
internas e externas de NaCN. Para se avaliar os efeitos das respostas das denervagdes seletivas
em diferentes tratamentos, foi empregado o teste ANOVA “Two Way” RM. O nivel de

significancia adotado foi de P < 0,05.
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3. Resultados

3.1. Controle e “Sham-operated”

Assim como na maioria das espécies de teledsteos, o grupo controle exibiu uma
bradicardia acentuada em exposicao a hipdxia, assim como em resposta as injecoes de NaCN.
Além de ter uma imediata e intensa resposta respiratéria quando submetidos a essas situacoes
experimentais, exibindo um aumento tanto na fr quanto na Vump, 0 que pode ser observado na
Figura 3, que mostra o registro dos parametros cardio-respiratérios de um dos animais, o qual
representa o padrao exibido pelo grupos intacto.

As respostas cardiovasculares e respiratorias do grupo falso-operado (“sham-operated”)
nao apresentaram diferencas significativas em relacdao ao grupo intacto, o que pode ser observado
na Tabela I, onde sdo apresentados os valores das varidveis em ambos os grupos, quando

submetidos a hipdxia gradual.
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Figura 3: Tragados representativos dos registros da pressdo arterial (Pa) e pressdo intrabucal
(Poucal), evidenciando as alteragdes dos padrdes cardio-respiratorios de H. lacerdae, do
grupo intacto: A - normoxia (P = 140 mmHg); B - hipoxia (P = 30 mmHg); C - injecdo
interna; D - Injecdo externa. Setas indicam as injegoes de NaCN.
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Tabela I: Valores sob condi¢ao de normoxia e hipoxia gradual das varidveis cardio-respiratérias
em Hoplias lacerdae, nos grupos: intacto (n = 8) e “sham-operated” (n = 4). Os
valores sdo médias = S.E.M.

Variaveis PinspO2 140 100 70 50 30 20 10
(mmHg)
Controle 66,3+34 585+4,6 57,756 46,5+6,5 41,8+72 37,5+62 363+5,8
Ju
(bpm)
Sham 613+5,5 57,5+42 551+6,8 523+6,1 41,6+7,8 382+9,0 28,9+8,8
Controle 37,1+2,0 359+1,8 354+22 322+14 31,6+1,7 30,622 295+1,8
Pa
(mmHg)
Sham 333+4,1 32,1+28 326+22 332+25 32,7+3,5 325+3,8 282+3)5
Controle 59,2+3,8 60,1+3,6 63,642 62,5+4,1 649+4,6 66,5+53 648+5,6
R
(Resp.min'l)
Sham  60,7+6,4 59,6+48 61,8+5,1 632+3,6 641+44 61,8+3,8 553+4]1
134,9 + 127,3 £ 145,6 + 134,8 £
Controle 100,0 104,3+£8,2 127,0+7,0 157 11.4 123 12,6
Vamp
(% alteragdo)
Sham 100.0 102,5 + 141,2 + 136,0 + 168,8 + 159,0 + 153,8 £
’ 16,2 19,7 17,1 38,7 21,3 42,8
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3.2. Respostas Cardiovasculares

A denervagdo bilateral dos ramos nervosos branquiais causou elevagdao nos valores de
repouso da fi, que foi significativa nos grupos G1 e G4, em relagdo ao grupo controle, como
pode ser observado na Tabela II. Apesar do aumento nos valores de fy de repouso com a
denervacao branquial progressiva, houve uma tendéncia a diminui¢ao da Pa, que foi significativa
apenas no grupo com o primeiro arco branquial denervado (G1) (Tabela II).

O grupo controle (intacto) respondeu as inje¢des internas e externas de NaCN e a hipdxia
progressiva com diminui¢do na fi; (Figuras 4 e 5). A Pa somente apresentou um decréscimo
significativo ap6s ambas as injecoes de NaCN, mas nao em resposta a hipoxia (Figura 7).

A denervagao dos grupos IX e G1 induziram uma bradicardia significativa em relagao aos
valores normoxicos apos as injecoes internas e externas de NaCN. No G4 houve uma bradicardia
significativa entre 50 e 60 s ap6s a inje¢do interna de NaCN quando comparada ao valor pré-
injecdo. A leve alteracdo na fi que ocorreu somente apos 50 s das injegdes, ndo ¢ suficiente para
comprovar a existéncia de quimiorreceptores de O, internos. Desta forma, pode-se considerar que
a denervacao total das branquias (G4) aboliu esta resposta, sendo possivel afirmar que a completa
denervacao branquial abole a resposta cardiaca aos estimulos internos e externos do NaCN.

Os grupos denervados tem suas fy significativamente diferentes do grupo controle apds as
injecdes externas de NaCN, porém ndo foram observadas diferencas significativas na fi; do grupo
IX em relagdo ao intacto apos as injegdes internas. Assim o NaCN injetado internamente induziu
uma bradicardia no grupo intacto que foi significativa quando comparada aos grupos G1 e G4
(Figura 4). A injecdo interna de NaCN acarretou uma bradicardia mais persistente do que a

injegdo externa.
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Em hipodxia, os peixes intactos apresentaram uma bradicardia significativa em relagao aos
valores normoxicos (de 66,3 + 3,4 para 36,3 + 5,8 bpm) somente em Pj,s,O, proximas a tensio
critica de O, dessa espécie (PcO, = 35 mmHg; RANTIN et al., 1993) até a tensao mais baixa (10
mmHg), como pode-se verificar na Figura 5. Tanto a denervagao parcial do primeiro par de arcos
branquiais (IX) como a completa denervagdo do mesmo (G1) ndo aboliram totalmente a
bradicardia hipoxica, ndo diferindo significativamente do grupo intacto. Entretanto, a completa
sec¢ao dos ramos dos nervos cranianos IX e X (G4) aboliu este efeito em relagao aos valores em

normoxia, quando comparados ao grupo intacto (Figura 5).
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Tabela II: Valores de repouso das variaveis cardio-respiratorias de Hoplias lacerdae, nos grupos:

intacto e denervados (IX, Gl e G4). Asteriscos (¥) representam diferencas

significativas em relacdo ao grupo intacto (controle), com P < 0,05. Os valores sdo
médias + S.E.M.

Variaveis Controle (n = 8) IX(n=9) Gl (n=9) G4 (n=238)
fu (bpm) 50,5+5,7 61,9+34 69,0+£3,4* 74,3 +3,3 *
Pa (mmHg) 38,0+ 1,5 32,0+£1,5 31,2+£23* 345+1,8

fx (Resp min™) 55,0 +3.4 58,9+2.3 62,4 +43 59,8 + 3,4
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Figura 4: Respostas cardiacas (fyy) de trairdo, H. lacerdae, ap0os inje¢des internas (A) e externas

(B) de NaCN. Asteriscos (¥) representam diferengas significativas em relagdo aos
valores iniciais (pré-injecdo). A injecdo controle de 4agua na boca ndo apresentou
diferengas significativas na fy, ndo sendo mostrada no grafico para clareza na
visualizacdo dos dados. Os pontos sao médias £ S.E.M dos grupos controle (n = 8), IX
n=9),Gl (n=9)e G4 (n=23).
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Figura 5: Freqiiéncia cardiaca de H. lacerdae em relagio a hipoxia gradual. Asteriscos (*)

representam diferencas significativas em relagdo aos valores em normodxia. Os pontos
sao médias = S.E.M dos grupos controle (n =8), X (n=9), G1 (n=9) e G4 (n = 8).
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O NaCN injetado tanto interna, quanto externamente, provocou uma diminui¢ao
significativa na Pa do grupo intacto em relacao aos valores de repouso. Essa diminui¢ao retornou
aos valores iniciais apds aproximadamente 20 s seguidos as injecdes (Figura 6). A resposta do
grupo IX foi semelhante ao do controle, porém a denervagdo completa do primeiro arco
branquial, assim como a de todos os arcos (G1 e G4) aboliu a diminui¢ao da Pa, apds ambas as
injecdes internas e externas, como pode ser observado na Figura 6.

Os trairdes do grupo intacto apresentaram uma tendéncia a diminui¢do da Pa conforme a
hipdxia foi tornando-se mais severa. Porém, estas alteracdes ndo foram significativas, partindo de
37,1 £ 2 mmHg (PinpO2 = 140 mmHg) até 29,5 + 1,8 mmHg (na Pjys,O> = 10 mmHg). Nos
grupos denervados nem mesmo esta tendéncia a diminui¢ao ocorreu e a Pa nao sofreu nenhuma
alteragdo quando os peixes foram submetidos a hipoxia gradual (Figura 7). Em todos os grupos,
as injecoes controle internas e externas, (salina e 4gua, respectivamente) nao causaram alteracdes

nos parametros cardiacos.
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Figura 6: Pressdo arterial de trairdo, H. lacerdae, apds injecdes internas (A) e externas (B) de
NaCN. Asteriscos (*) representam diferengas significativas em relagio aos valores
iniciais (pré-injecao). Os pontos sdo médias = S.E.M dos grupos controle (n = 8§), IX (n
=9),Gl1 (n=9)e G4 (n=28).
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Figura 7: Pressdo arterial de trairdo, H. lacerdae, em relacdo a hipdxia gradual. Os pontos sdo
médias + S.E.M dos grupos controle (n = 8), IX (n=9), G1 (n=9) e G4 (n = 8).
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3.3. Respostas Respiratorias

As varidveis respiratorias em repouso ndo sofreram alteragdes significativas apos qualquer
uma das denervagdes branquiais seletivas (Tabela II).

Os peixes intactos responderam as injecdes internas de NaCN com um aumento
significativo da fr, da Vamp €, conseqlientemente, da Vi, (Figuras 8, 10 e 12), sendo que estas
respostas foram relativamente breves, voltando aos valores iniciais nos primeiros 30 s apos as
injecdes. Assim, como nas varidveis cardiacas, a fg nao apresentou diferengas significativas em
relagdo as injecdes controles de salina e dgua.

Por outro lado, a injecdo interna de salina (controle) teve um efeito sobre a Vimp, a qual
apresentou um aumento significativo nos primeiros 10 s apds a injecao, e conseqlientemente, no
Viot. Devido a este aumento, a injecao de salina controle foi testada contra as injegdes internas de
NaCN, utilizando o teste estatistico “One Way” ANOVA. As injecdes internas de NaCN
causaram um aumento significativo na V,mp, € conseqiientemente no Vi, em relagdo ao controle
salina (P = 0,019). A injecdo externa de NaCN causou um aumento significativo da Vi, €
conseqiientemente da Vior.

Os peixes que tiveram apenas o nervo craniano IX seccionado bilateralmente (grupo 1X)
apresentaram uma fr semelhante & do grupo intacto apds as injecoes internas de NaCN, como
pode ser observado na Figura 8. Porém, foi observado um aumento significativo na fr destes
animais apos as inje¢oes externas de NaCN, o que ndo ocorreu em nenhum outro grupo (Intacto,
G1 ou G4). O mesmo ocorre para a Vamp, € conseqiientemente, para a Vi (Figura 8).

A completa denervacdo do primeiro arco branquial (Gl) aboliu a resposta da fr as

inje¢oes internas de NaCN (Figura 8), porém ndo eliminou as respostas da Vamp ap0s as injegoes
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internas e externas de NaCN (Figura 10), assim como da Vi (Figura 12), as quais s6 sao abolidas
com a completa denervagdo dos quatro arcos branquiais (G4).

Em resposta a hipoxia gradual, o grupo intacto apresentou um aumento significativo na fr
nas tensoes de 10, 20 e 30 mmHg, sendo o valor em normédxia de 50,6 + 3,8 resp.min'1 e na
tensio mais baixa de 74,9 + 3,7 Resp.min” (hipéxia). O mesmo ocorreu com 0S grupos
parcialmente denervados IX e G1 (Figura 9). O grupo com todos os arcos branquiais
completamente denervados (G4) ndo apresentou aumento na fg, ao contrario, houve uma
tendéncia a diminui¢do neste parametro, como pode ser constatado na mesma figura, podendo-se
entdo considerar que esta resposta ¢ abolida com a completa denervagdo branquial.

Houve aumentos significativos na V,mp no grupo intacto nas ultimas Pj,,02 = 10 € 20
mmHg (Figura 11), enquanto a Vi apresentou aumentos nas Pi,,O» = 10, 20 € 30 mmHg (Figura
13), em relacdo aos valores de normodxia. O grupo IX apresentou um aumento significativo na
Vamp, sob condigdes de hipoxia, em relagdo ao grupo controle, sendo que esta resposta teve inicio
em Pj;,0, = 50 mmHg. O mesmo ocorreu para a Vi (Figuras 11 e 13). Sob condigdes de hipoxia
gradual, a Vamp no grupo G1 também apresentou um aumento significativo apenas na Pi,,O, = 20
mmHg, e a Vi, nas Pi,O, = 20 e 30 mmHg em relagdo ao grupo controle. Porém, nos animais
do G4 pode-se afirmar que esta resposta foi completamente abolida, tendendo a uma diminuigao

tanto na Vump quanto na Vi
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Figura 8: Respostas respiratorias (fr) de trairdo, H. lacerdae, ap6s injegdes internas (A) e externas

(B) de NaCN. Asteriscos (¥) representam diferencas significativas em relacdo aos
valores iniciais (pré-injecao). Os pontos sdo médias + S.E.M dos grupos controle (n =
8), X (n=9),Gl (n=9)e G4 (n=218).
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Figura 9: Freqiiéncia respiratoria (fx) de H. lacerdae em relagdo a hipoxia gradual. Asteriscos (¥)
representam diferencas significativas em relagdo aos valores iniciais (normoxia). Os
pontos sdo médias + S.E.M dos grupos controle (n = 8), IX (n=9), G1 (n=9) e G4 (n
= 8).



Resultados 32

450 -
A NaCN Interno
400 - *
350 4 —@— Controle
= = IX
[de5]
2 300 - —A— Gl
5 —— G4
=
S 250
S
o 200
£
<
>
150
100
50 T T T T T T T T T T
Pé 10 20 30 40 50 60 130 190 250
Tempo (s)
300 -
B =« NaCN Externo
250 -
— —@&— Controle
8= * —=— IX
< —A— GI1
S 200
2 —— G4
[a5]
X
~ 150 1
£
<
>
100
50 T T T T T T T T T T

Pré 10 20 30 40 50 60 130 190 250

Tempo (s)

Figura 10: Respostas respiratorias (Vamp) de trairdo, H. lacerdae, apds inje¢des internas (A) e

externas (B) de NaCN. Asteriscos (*) representam diferencas significativas em relago
aos valores iniciais (pré-injecao). Os pontos sdo médias + S.E.M dos grupos controle (n
=8),IX(n=9),Gl (n=9) e G4 (n=73).
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Figura 11: Amplitude ventilatoria de trairdo, H. lacerdae, em relacio a hipdxia gradual.
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n=9)e G4 (n=218).
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Figura 12: Respostas respiratorias (Vi) de trairdo, H. lacerdae, apds inje¢des internas (A) e

externas (B) de NaCN. Asteriscos (*) representam diferencas significativas em relago
aos valores iniciais (pré-injecao). Os pontos sdo médias + S.E.M dos grupos controle (n
=8),IX(n=9),Gl (n=9) e G4 (n=73).
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Figura 13: Ventilagio total de trairdo, H. lacerdae, em relagdo a hipoxia gradual. Asteriscos (¥)
representam diferengas significativas em relagdo aos valores iniciais (normoxia). Os
pontos sdo médias + S.E.M dos grupos controle (n = 8), IX (n=9), G1 (n=9) e G4 (n
= 8).
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4. Discussao

4.1. Respostas Cardiovasculares

Em trairdo, assim como em traira (ver SUNDIN et al., 1999), ocorreu um aumento
significativo nos valores de repouso da fy em correspondéncia a um maior grau de denervacao,
nos grupos experimentais G1 e G4. Sabe-se que as denervagdes realizadas nao removem somente
as aferéncias, mas também as eferéncias nervosas dos arcos branquiais. Nesse caso ¢ dificil
determinar se o aumento dos valores de repouso da fi; esta ligado a diminui¢ao do controle da
resisténcia vascular branquial ou a auséncia de parte das informagdes sensoriais das branquias
que iriam influenciar as modulacdes da fi;, ou ambas (LOPES, 2003).

A diminuicao dos valores de repouso da Pa foi significativa apenas em G1, sendo que G4
apresentou apenas uma tendéncia a esse aumento. Segundo BURLESON et al. (1990), a
denervacao apresenta efeitos sobre a ventilagdo e o ritmo cardiaco. Contudo, pouco se conhece
sobre as conseqiiéncias da sec¢ao dos nervos na Pa de peixes.

Em teleosteos de aguas temperadas, a bradicardia em resposta a hipoxia ambiental parece
ser iniciada pela ativacdo de receptores branquiais orientados externamente (SAUNDERS &
SUTTERLIN, 1971; SMITH & JONES, 1978; SMATRESK et al., 1986; MCKENZIE et al.,
1991; BURLESON & MILSOM, 1993), enquanto que em traira, espécie neotropical e tolerante a
hipdxia, esta bradicardia é primariamente reflexa, originada na ativagdo dos receptores branquiais
orientados internamente (SUNDIN et al., 1999). Na literatura hd uma tendéncia em se afirmar
que espécies tolerantes a hipdxia respondem primariamente a hipoxemia, enquanto que espécies

menos tolerantes respondem imediatamente a hipdxia aquatica (SUNDIN et al., 1999).
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Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que as injegdes internas e
externas de NaCN resultam em bradicardia, indicando a presenca de populagdes de
quimiorreceptores monitorando tanto o O, da dgua quanto do sangue, orientados tanto interna
quanto externamente. Este padrdo de resposta também foi observado em espécies tolerantes a
hipdxia, como o tambaqui (SUNDIN et al., 2000), o pacu (LEITE et al., 2007) e o eritrinideo de
respiracdo aérea facultativa, jeju (LOPES, 2003) (ver Tabela III). Desta forma, a bradicardia
também ¢ iniciada pela ativagdo de receptores de O, que percebem a falta de O, tanto na agua
inspirada, quanto no sangue, demonstrando a eficiéncia fisiologica deste mecanismo para a
compensagao da falta de oxigénio no ambiente, na tentativa de manter os niveis de O, sanguineo
constantes.

De acordo com BURLESON et al. (1992), a maioria dos teledsteos de respiracao
exclusivamente aquatica apresenta quimiorreceptores de O, envolvidos nas respostas cardiacas
que sao orientados externamente, no primeiro par de arcos branquiais, como previamente
determinado em  Hemitripterus americanus (SAUNDERS & SUTTERLIN, 1971);
Onchorhynchus sp (DAXBOECK & HOLETON, 1978; SMITH & JONES, 1978); Gadus
morhua (FRITSCHE & NILSSON, 1989) e, posteriormente, Ascipenser naccarii (MCKENZIE et
al., 1995).

No elasmobranquio Scyliorhinus canicula (dogfish) (BARRET & TAYLOR, 1984),
foram observados receptores voltados para o meio externo, porém estes sdo distribuidos na
cavidade orobranquial. Assim como Scyliorhinus canicula, em Amia calva, peixe de respiracao
bimodal, a bradicardia reflexa também ¢ controlada por grupos de receptores orientados
externamente, porém, distribuidos em todos os arcos branquiais e na pseudobranquia

(MCKENZIE et al., 1991). Diferentemente, SUNDIN et al. (1999) demonstraram que a traira
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apresenta esses quimiorreceptores voltados para o monitoramento do O, sanguineo (ver Tabela
I11).

A hipoxia gradual induziu a bradicardia em trairdo até que a Pj,O, atingisse niveis
proximos a tensao critica de O, (PcO,) desta espécie (~ 35 mmHg), ocorrendo uma pronunciada
diminui¢do na fy abaixo desta tensdo (RANTIN et al., 1993). Respostas cardiacas semelhantes
ocorrem em traira (SUNDIN et al., 1999), jeju (LOPES, 2003), pacu (LEITE et al., 2007) e
tambaqui (SUNDIN et al., 2000). Os valores de f; descritos no presente trabalho se assemelham
aos encontrados por RANTIN et al. (1993), na mesma espécie (trairdo), submetida a hipoxia. A fy
¢ um sensivel indicador de estresse em peixes (CAMPBELL et al., 2004), e ao se comparar os
valores obtidos no presente trabalho com aqueles obtidos por RANTIN et al. (1993) ¢ possivel
afirmar que os animais estavam em boas condi¢des para a realizagdo deste experimento.

A denervacao parcial e completa do primeiro par de arcos branquiais (IX e G1) produziu
respostas semelhantes as do grupo intacto. Porém, a completa denervacao branquial (G4) aboliu
completamente a bradicardia hipoxica. Portanto, nossos dados mostraram que os
quimiorreceptores de O, envolvidos no controle da fi, em resposta as alteragdes da Piy,O € da
PO, sanguinea, estdo distribuidos por todos os arcos branquiais, ndo havendo populacdes de
receptores de O, extrabranquiais envolvidos na modulagdo desta funcdo, o que ¢ aceitavel,
considerando-se que esta espécie habita dguas bem oxigenadas, nao necessitando de populacdes
de receptores fora do aparato branquial para auxiliar no controle desta fungdo, que se mostrou tao
eficiente nesta espécie. Resultado semelhante foi encontrado por LEITE et al. (2007), em pacu,
onde a completa denervacdo branquial aboliu a resposta cardiaca.

De forma semelhante a Hoplias lacerdae, outras espécies apresentam quimiorreceptores

de O, envolvidos no controle das respostas cardiacas distribuidos por todos os arcos branquiais,
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como em Ictalurus punctatus (channel catfish), no qual estes receptores estdo localizados nos trés
primeiros pares de arcos branquiais (BURLESON & SMATRESK, 1990a). No elasmobranquio
Scyliorhinus canicula os receptores de O, que medeiam estas repostas estao localizados em todos
os arcos branquiais, assim como na cavidade orobranquial (BUTLER et al., 1977), sendo o
mesmo observado em tambaqui (SUNDIN et al., 2000).

Assim como em traira, Hoplias malabaricus (ver SUNDIN et al.,, 1999), espécie
filogeneticamente proxima ao trairdo, Hoplias lacerdae, ha muitos teleodsteos de respiragao
exclusivamente aquatica, talvez a maioria, que apresentam quimiorreceptores de O, envolvidos
nas respostas cardiacas localizados no primeiro par de arcos branquiais. A traira, além deste sitio
de quimiorrecepcao, possui também receptores ligados ao controle desta funcdo localizados
extrabranquialmente. O fato de possuir receptores apenas no primeiro arco branquial ja foi
determinado em inumeras espécies além de H. malabaricus, como truta arco-iris, Onchorhynchus
mykiss (DAXBOECK & HOLETON, 1978), bacalhau do Atlantico, Gadus morhua (FRITSCHE
& NILSSON, 1989), esturjdo do Artico, Ascipenser naccarii (MCKENZIE et al., 1995) e salmio,
Oncorhynchus kisutch (SMITH & DAVIE, 1984; SUNDIN et al., 2000; MILSOM & BRILL,
1986).

Tais diferengas interespecificas ndo sdo de facil interpretacdo. Porém, a atual falta de
padrao de ocorréncia e distribuicdo dos quimiorreceptores de O, envolvidos nos reflexos
cardiacos nao sustenta a hipotese de que espécies mais tolerantes a hipdxia possuiriam
quimiorreceptores de O, orientados internamente, monitorando a PO, sangiiinea (hipoxemia),
enquanto que as espécies menos tolerantes possuiriam quimiorreceptores de O, orientados

externamente, monitorando a PO, da agua inspirada (LEITE, 2003).
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Os efeitos da hipdxia sobre a pressao sanguinea determinam uma grande variedade de
respostas. Como resultado da bradicardia hipoxica, alguns peixes teledsteos exibem hipertensao
(FRITSCHE & NILSSON, 1989), ou pressdao sanguinea constante (FRITSCHE & NILSSON,
1993) ou hipotensao (SUNDIN et al., 1999). Segundo FRITSCHE & NILSSON (1989), a hipoxia
comumente determina hipertensao em teledsteos. Este evento tem, supostamente, ligacdo direta
com o aumento do débito cardiaco durante a bradicardia e/ou com o aumento da resisténcia
periférica desencadeados pelo mesmo estimulo (MILSOM et al., 1999). Esta hipertensao foi
observada em Onchorhynchus mykiss (HOLETON & RANDALL, 1967; SUNDIN & NILSSON,
1997), Ictalurus punctatus (MILSOM et al., 1999), Amia calva (MCKENZIE et al., 1991),
Hemitripterus americanus (SAUNDERS & SUTTERLIN, 1971; SUNDIN et al., 2000) e Gadus
morhua (FRITSCHE & NILSSON, 1989; SUNDIN, 1995).

Contudo, em outras espécies de peixes ocorre uma diminuicdo da Pa em resposta a
diminui¢do da Piy,Os, como em Scyliorhinus canicula (SATCHELL, 1961; BUTLER &
TAYLOR, 1971; BUTLER et al., 1977; MILSOM et al., 1999), Acipenser naccarri (MCKENZIE
et al., 1995) e H. malabaricus (SUNDIN et al., 1999). Os autores atribuiram a acentuada
bradicardia hipdxica a causa da hipotensao nessas espécies.

O trairdo apresentou Pa relativamente constante em resposta a hipoxia gradual, e um
rapido retorno aos valores de repouso apos as injecoes de NaCN, em todos os grupos
experimentais, apesar das alteragdes ocorridas na f;. Essa manuten¢do da Pa se assemelha ao que
ocorre em tambaqui (SUNDIN et al., 2000) e pacu (LEITE et al., 2007). Esta tltima espécie
apresenta hipertensdo em resposta a hipéxia. A manutencdo da Pa aproximadamente constante
pode ser considerada como um mecanismo preciso do controle barostatico nessas espécies (Leite

et al., 2007). A diminui¢cdo da Pa em resposta as injegdes de NaCN (que sdo fortes estimulos)
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teve duracdo de poucos segundos demonstrando a capacidade do trairdo de retornar sua Pa a
niveis normais rapidamente, através do controle barostatico, frente as reducdes de oxigénio.
Apesar deste controle da Pa, foi possivel observar a existéncia de quimiorreceptores de O,
ligados a esta varidvel cardiaca, orientados tanto interna quanto externamente, monitorando as
tensdes de O, na dgua e no sangue.

Nos grupos intacto e IX houve uma diminui¢ao significativa da Pa apos as injecdes de
NaCN. Porém, no GI1 esta resposta foi abolida, demonstrando a existéncia de populagdes de
quimiorreceptores de O, ligados ao controle da Pa apenas no primeiro par de arcos branquiais,
nao havendo, portanto, a participagao de recep¢ao extrabranquial. Em traira os quimiorreceptores
ligados a resposta pressora estao restritos ao primeiro par de arcos branquiais. Entretanto, além
desses sitios de recepgdo branquiais, a traira apresenta quimiorreceptores extrabranquiais
(SUNDIN et al., 1999), o que provavelmente tem relagdo com o fato de a traira, diferentemente
do trairdo, viver em ambientes freqlientemente hipoxicos, necessitando de mecanismos mais
apurados para a percepc¢ao das alteracdes dos niveis de oxigénio na agua inspirada.

Em Hoplerythrinus unitaeniatus, que possui respiracdo aérea facultativa, ocorre uma
hipertensao desencadeada tanto pela hipoxia quanto por injecdes internas e externas de NaCN,
indicando que os quimiorreceptores de O, ligados a Pa estdo presentes interna e externamente em
todos os pares de arcos branquiais (LOPES, 2003).

Existe uma grande variabilidade na localizagdo e orientagdo dos quimiorreceptores de O,
envolvidos nas respostas cardio-respirtérias a hipdxia e/ou hipoxemia nos peixes em geral,
principalmente com relagdo as suas inervagdes, possiveis projecdes centrais e suas propriedades
neurofarmacologicas. Isto torna dificil a compreensao, de forma generalizada, deste quadro de

arcos reflexos em peixes (SHELTON et al., 1986; MILSOM, 1997). Além disso, ndo esta claro se
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esta variabilidade esté relacionada ao habitat ou ao habito das diferentes espécies (LOPES, 2003),
ou até mesmo as suas filogenias.

Na Tabela III, ¢ possivel observar a heterogeneidade na distribuicdo dos
quimiorreceptores de O, ligados as varidveis cardiovasculares e ventilatorias em trés diferentes
espécies (incluindo a espécie do presente estudo, Hoplias lacerdae) pertencentes a familia
Erythrinidae. A partir desta comparacao interespecifica, pode-se constatar a ndo existéncia de um
padrao de localizacao e/ou orientagdo desses receptores nas diferentes espécies, mesmo naquelas

pertencentes a uma mesma familia, ou seja, espécies filogeneticamente proximas.
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Tabela III: Resumo dos padroes de localizagdo, orientagdo e inervagao dos quimiorreceptores de
O, ligados as respostas cardio-respitatorias em peixes da familia Erythrinidae
(Hoplias malabaricus, Hoplias lacerdae € Hoplerythrinus unitaeniatus).

Varidveis Espécie Localizacao Inervacdo dos Orientagao dos Autor/Ano
dos receptores. receptores receptores
f Hoplias malabaricus 1° arco X e possivel- Internos Sundin et al,
H (Traira) branquial mente [X 1999.
Hoplerythrinus 4 arcos Internos e
Jn unitaeniatus (Jeju) branquiais XeX Externos Lopes, 2003
5 Hoplias lacerdae 4 arcos X e X Internos e Presente
H (Trairdo) branquiais Externos estudo
I arco IX Internos
Pa Hoplias malabaricus branquial. Sundin et al,
Trai .. 1999.
(Traira) Extrabranquiais ? ?
Hoplerythrinus 4 arcos Internos e
Pa unitaeniatus (Jeju) branquiais XeX Externos Lopes, 2003
Pa Hoplias ?aferdae lA arco X e X Internos e Presente
(Trair2o) branquial. Externos estudo
Hoplias malabaricus 4 arcos Sundin et al,
Jr (Traira) branquiais XeX Externos 1999.
Hoplerythrinus 4 arcos Internos e
Jr unitaeniatus (Jeju) branquiais IXeX Externos Lopes, 2003
Hoplias lacerdae 1° arco Presente
Jr (Trairao) branquial. XeX Internos estudo
banquais 1X©X Excernos
v Hoplias malabaricus q Sundin et al,
amp Trai .. 1999.
(Traira) Extrabranquiais ? Externos 999
4 arcos X e X Internos e
v Hoplerythrinus branquiais Externos Lopes, 2003
P unitaeniatus (Jeju) o Internos e ’
Extrabranquiais ?
Externos
v Hoplias lacerdae 4 arcos X e X Internos e Presente
amp (Trairdo) branquiais Externos estudo
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4.2. Respostas Respiratorias

No presente estudo ndo houve mudangas significativas nos valores de repouso da fr em
relagdo a um maior grau de denervagao seletiva (Tabela II). Nao foi possivel determinar se houve
ou ndo efeito sobre os valores ventilatorios de repouso afetando a Vi, pois estes dados foram
adquiridos por um sinal de pressdo intrabucal em niveis similares para cada animal
individualmente e para cada ensaio experimental, onde se determinou os valores iniciais,
normoéxicos, como sendo 100%.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, os valores de fr do grupo controle mostram
um aumento significativo ap6s inje¢des internas de NaCN e sob condi¢do de hipdxia, porém ndo
apresentam mudangas significativas apds inje¢des externas de NaCN. Com base nestes
resultados, podemos inferir que os receptores de O, que medeiam o aumento na fr em trairdo
apenas monitoram o O, do sangue.

Provavelmente o tempo de exposicdo a hipoxia no presente estudo foi suficiente para
alterar a PO, sanguinea, fazendo com que os quimiorreceptores de O, orientados internamente
fossem estimulados, fazendo com que houvesse um aumento significativo desta varidvel
respiratoria frente a diminuicao da PO, na agua durante a hipdxia gradual, sendo este aumento
significativo nos valores de Pj,s,O> mais baixos.

Segundo MILSOM & BRILL (1986), BURLESON (1991) e BURLESON & MILSOM
(1993), os quimiorreceptores podem responder somente, ou preferencialmente, a mudangas no
nivel externo (4gua) ou no nivel interno (sangue) de O,. Estes autores observaram também que
alguns receptores sao sensiveis as mudancas da PO, da 4gua que banha as branquias e do sangue

que as perfunde, sugerindo que os quimiorreceptores de O, estdo distribuidos difusamente nas
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branquias, apesar de em atum, Thunnus albacares, haver uma predominancia de
quimiorreceptores orientados externamente e, em truta (Oncorhynchus mykiss), orientados
internamente, assim como encontrado para fg no presente estudo. Até o momento, nenhum dos
estudos comprovou se a orientacdo externa e/ou interna dos receptores € um aspecto comum a
todos os peixes, ou se estd associada as diferengas no habitat de cada espécie (MILSOM, 1997).
Deve-se levar em consideracao que os estudos, em diferentes espécies, utilizaram-se de diferentes
metodologias, o que torna ainda mais dificil uma comparacao mais precisa entre as espécies ja
estudadas.

O aumento acentuado na fr que ocorreu no grupo controle em resposta as injecdes de
NaCN foi abolido nos peixes do grupo GI1, sendo possivel assegurar a presenca de
quimiorreceptores de O, que controlam a fr apenas no primeiro par de arcos branquiais,
orientados internamente. O significado ecologico deste padrdo de distribui¢do dos receptores
ligados a fr pode estar relacionado ao fato de que o trairdo habita dguas bem oxigenadas. Assim,
possivelmente esta espécie ndo necessita de um maior namero de sitios de quimiorrecepcao para
a modulacdo desta resposta. Isso se deve, talvez, ao fato destes sitios serem suficientes para
iniciar as respostas respiratorias (fr) de maneira eficaz, com foi observado na exposi¢do dos
animais a hipoxia, onde houve um aumento significativo da fz. Ou até mesmo ao fato de o trairdo
modular suas respostas cardiacas preferencialmente as ventilatérias, a fim de manter a PO,
sanguinea constante. Este fato corrobora com a ampla distribuicdo dos receptores ligados a
modula¢do da fi em trairdo, os quais estdo distribuidos por todos os pares de arcos branquiais.

Ha evidéncias de que as espécies que vivem em ambientes freqiientemente hipdxicos

necessitam de mais sitios de recep¢do para acionarem estes mecanismos fisiologicos
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rapidamente, como € o caso, por exemplo, da traira (ver Tabela III), que possui quimiorreceptores
de O, ligados ao controle da fr distribuidos por todos os arcos branquiais (SUNDIN et al., 1999).

Os resultados relacionados a fr encontrados no presente estudo diferem da maioria dos
estudos com protocolo semelhante, os quais seguem o mesmo padrdo de distribuicdo de
receptores de O, encontrados em traira, como o jeju (LOPES, 2003), tambaqui (SUNDIN et al.,
2000; FLORINDO et al., 2002), Ictalurus punctatus (BURLESON & SMATRESK, 1990a), pacu
(LEITE et al., 2007) e Lepisosteus oculatus (SMATRESK, 1989).

O grupo IX apresentou um aumento significativo na fg em resposta as injecoes externas de
NaCN, sugerindo a presenga de receptores orientados externamente localizados no primeiro arco
branquial e inervados pelo nervo craniano IX, os quais inibem a fg, pois apds a sec¢dao deste
nervo houve um acentuado aumento desta varidvel ventilatoria. Segundo SUNDIN et al. (1999),
ocorre uma inibi¢do semelhante em traira, onde o ramo pretrematico do X, que inerva
externamente o primeiro arco branquial, atuaria inibindo a fr. Ainda neste estudo, verificou-se a
existéncia de uma outra populacdo de receptores inervados pelo IX que inibe a Vun, em traira,
sendo que a mesma constatacao foi feita por LEITE et al. (2007) em pacu.

Em trairdo, os aumentos significativos da V,mp, ap0s as injecoes internas de NaCN foram
significativamente mais acentuados no grupo controle do que no grupo IX sendo que apos
injecoes externas de NaCN este padrao foi invertido. Sob condi¢des de hipoxia, o grupo Gl
também difere do controle e de IX, com um aumento discreto indicando que, semelhantemente a
traira e pacu (ver SUNDIN et al., 1999; LEITE et al., 2007), ha quimiorreceptores de O, que
inibem a V,np, inervados pelo nervo glossofaringeo, e possivelmente pelo ramo pretrematico do

nervo vago.
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Segundo POWELL et al. (1998), as respostas ventilatorias a hipdéxia em vertebrados nao
sdo produtos de um unico mecanismo, mas de uma inter-relagdo entre varios mecanismos. Entre
estes mecanismos estao: (1) o estimulo-especifico que inicia 0 mecanismo (grau de exposi¢cdo a
hipoxia); (2) tempo de exposicao (segundos ou anos); (3) os efeitos dos componentes da
ventilacdo (fr versus Vrt); (4) a direcdo dos seus efeitos (facilitacdo versus depressdo) e,
finalmente, (5) as substancias neuroquimicas necessarias para sua manifestagao.

A hipdxia € um poderoso estimulo a hiperventilagdo em todos os peixes (FRITSCHE &
NILSSON, 1993). Os resultados do presente estudo indicaram que a V,m, dos animais intactos
aumentou aproximadamente 55% em resposta a exposi¢@o a hipdxia severa e a fr aumentou cerca
de 25%. Partindo destes dados, podemos concluir que H. lacerdae, submetida a hipoxia,
apresenta um aumento no fluxo de dgua através das branquias, aumentando o volume corrente
preferencialmente a modulagdo na freqiiéncia, sendo mais energeticamente econdmico para a
espécie, conforme observado anteriormente por RANTIN et al. (1992). O trairdo apresentou um
aumento significativo da V,mp, ap0s as injegdes internas e externas de NaCN, indicando que os
receptores de O, relacionados a esta varidvel respiratdria monitoram o O, tanto da agua quanto do
sangue. Este padrdo de distribui¢do de receptores ligados a Vamp ajuda a entender a possivel causa
de um menor nimero de locais de quimiorrecepg¢ao ligados a f, pois o trairdo, assim como outros
peixes, modula a Vi, preferencialmente a fx.

Segundo BISGARD & NEUBAUER (1995), ha um aumento hiperbolico na ventilagao
em fungdo da diminuicdo da PaO,. A resposta intensa a hipoxia representa os efeitos das
mudangas nos “inputs” aferentes dos quimiorreceptores periféricos sobre o SNC (MCCRIMMON
et al.,, 1997). Embora esta resposta intensa consista em mudangas tanto na fg como na Vamp, 0

padrdo de alteragdes na fr versus o Vr € altamente variavel e espécie-especifico.
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O aumento da V,n, foi completamente abolida apds a completa denervag¢do dos quatro
arcos branquiais, tanto apds as injecoes de NaCN, quanto sob hipdxia gradual, demonstrando que
nao ha receptores de O, que modulam esta resposta ventilatoria extrabranquialmente, mas sim
distribuidos por todos os arcos branquiais, semelhante ao que ocorre em Ictalurus punctatus
(BURLESON & SMATRESK, 1990a). Portanto, pode-se concluir que H. lacerdae apresenta
quimiorreceptores de O, somente branquiais, distribuidos nos quatro arcos, orientados interna e
externamente, envolvidos no controle da V,n,. Concomitantemente aos aumentos observados na
Vamp € na fr em trairdo, foi observado um aumento da Vi frente as injegdes internas e externas
de NaCN e a hipoxia gradual.

Nao foram encontradas evidéncias da presenca de quimiorreceptores de O,
extrabranquiais ligados a nenhuma das varidveis respiratdrias em trairdo. Estes achados nao
corroboram os estudos anteriores realizados com jeju (LOPES, 2003), tambaqui (SUNDIN et al.,
2000; FLORINDO et al., 2002), pacu (LEITE et al., 2007) e Hemitripterus americanus
(SAUNDERS & SUTTERLIN, 1971), onde quimiorreceptores de O, extrabranquiais estdo
envolvidos na modulagdo da Vgyp. Os resultados do presente trabalho com trairdo também nio
estdo em concordancia com outro estudo realizado com a traira, onde receptores extrabranquiais
também estdo envolvidos na modulag¢do da Vamp (ver Tabela I1I).

A complexidade do quadro de distribuicdo dos quimiorreceptores de O, em Hoplias
lacerdae ¢ alta, com aspectos distintos dos ja descritos na literatura para outras espécies,
diferindo muito de duas espécies filogeneticamente proximas, a traira, Hoplias malabaricus, €
jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus (Tabela IIT). Porém, diferentemente do trairdo, que habita aguas
bem oxigenadas, a traira ¢ altamente tolerante a hipdxia e o jeju, além de tolerante a hipodxia,

apresenta respiragdo aérea facultativa e habita também ambientes frequentemente hipdxicos. O
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mesmo ocorre em pacu, que difere muito com relagao a seus receptores de seu parente proximo, o
tambaqui (ver LEITE et al., 2007 para revisao).

Essas constatagdes levam a crer que o significado ecologico das diferencas encontradas
nos padroes de quimiorrecepcao de O, ¢ o fato de que esta heterogeneidade estaria mais ligada
aos ambientes onde os peixes habitam do que propriamente a filogenia. Porém nada pode ser
afirmado com certeza no atual grau de conhecimento da area, por qualquer argumento adaptativo

e/ou evolutivo.
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5. Conclusoes

a. De acordo com os dados obtidos, os receptores de O, em Hoplias lacerdae
relacionados ao controle cardiaco (fy ¢ Pa) monitoram os niveis de O, tanto da agua inspirada
(corrente ventilatoria), quanto do sangue que perfunde as branquias € que ambos 0s ramos
branquiais dos nervos IX e X estdo envolvidos nessa resposta.

b. Os quimiorreceptores relacionados a hipotensio sdo restritos ao 1° arco branquial,
enquanto que os relacionados a bradicardia estdo distribuidos por todos os pares de arcos
branquiais.

c. Hé4 evidéncias de que os quimiorreceptores de O, provavelmente ndo sao
essenciais para a manutengdo da Pa em niveis constantes, mesmo quando ocorrem modificagdes
na fi sendo que a espécie apresenta um controle barostatico preciso.

d. Os receptores relacionados ao aumento da freqiiéncia respiratoria sao orientados
internamente e localizados exclusivamente no 1° par de arcos branquiais.

e. Por sua vez, os quimiorreceptores de O, relacionados ao controle da amplitude
ventilatoria estdo distribuidos por todos os arcos branquiais e sdo orientados tanto interna quanto
externamente.

f. Os resultados indicam a inexisténcia de quimiorreceptores de O, extrabranquiais
em Hoplias lacerdae envolvidos no controle da fungdo cardio-respiratoria.

g. Os dados do presente trabalho indicam, também, a presenga de quimiorreceptores
de O, localizados no primeiro par de arcos branquiais, orientados interna e externamente, que

atenuam as respostas respiratorias, inibindo o aumento tanto da fr quanto da V.
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