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RESUMO

Em peixes, os quimiorreceptores de O, sdo encontrados principalmente nas branquias e
sdo responsaveis pelo monitoramento das tensdes de O, (PO,) da &gua inspirada e/ou do
sangue arterial. Frente a hipoxia esses receptores acionam ajustes cardiorrespiratorios
para manter a transferéncia do O, até os tecidos onde este gas é utilizado nos processos
aerobicos. O presente projeto teve por objetivo determinar a distribui¢do e orientacdo
dos quimiorreceptores de O, pelos arcos branquiais de tildpia-do-Nilo e o papel desses
receptores nos ajustes cardiorrespiratorios desta espécie em resposta a hipoxia. Em um
grupo de peixes intactos (grupo controle, n = 10; Wt = 258,4 + 7,4 g) foram implantados
uma canula bucal, duas operculares e eletrodos de ECG para a medigdo das seguintes
variaveis: frequéncia respiratoria - fr, volume ventilatério - Vr, ventilagdo branquial -
V; , extragio de O, da corrente ventilatoria - EO,, consumo de O, - VO, e frequéncia

cardiaca - fy, nas tensbes de O, de 140, 100, 70, 50, 30 e 20 mmHg, sendo 0s peixes
mantidos por 40 min em cada tensdo. Para se verificar se os receptores se distribuem em
todos os arcos branquiais foi realizada a extirpacdo bilateral do primeiro par de arcos
(grupo operado, n = 10; Wt = 232,5 + 8,8 g) e apo6s 4 dias de recuperacdo foram
realizados os mesmos procedimentos descritos para 0 grupo controle. Para a
determinacéo da orientacdo dos quimiorreceptores, um outro grupo de peixes intactos (n
= 10; Wt = 259,6 + 6,2 g) e operados (n = 10; Wt = 248,7 + 6,5 g) foram submetidos a
implantacdo de uma canula bucal, uma canula inserida na veia caudal e eletrodos de
ECG para a medicéo das seguintes variaveis: amplitude ventilatoria - Vamp, fr, € fu.
Esses animais foram submetidos a 2 injecfes internas (administradas por meio da
canula na veia caudal): a) 0,5 mL intravenoso de salina (0,9%); b) 0,5mL intravenoso de
NaCN (750 pug.mL™ de NaCN em salina) e 2 injecBes externas (injetadas por meio da

canula bucal): ¢) 1 mL H,0 d) 1 mL NaCN (750 pg.mL™* de NaCN em &gua). A VO,

dos peixes operados foi significativamente menor somente em hipdxia mais severa.
Tanto a bradicardia, quanto os parametros respiratorios ndo foram abolidos com a
remocao do primeiro par de arcos branquiais. A EO; do grupo operado foi 18% menor
do que a do grupo controle. As respostas internas e externas ao NaCN incluiram
diminui¢do da fy, € aumento da fr € Vamp. Os parametros foram atenuados no grupo
operado demonstrando a existéncia de quimiorreceptores, mas ndo exclusivamente no
primeiro arco branquial. Em tildpia-do-Nilo, os quimiorreceptores de O, ndo estdo
restritos ao primeiro par de arcos branquiais e monitoram tanto a PO, do sangue arterial
guanto da agua inspirada. Os receptores sdo, provavelmente, distribuidos por todos os
demais arcos, 0 que confere a esta espécie uma grande capacidade de ajustar as
varidveis cardiorrespiratérias frente a hipoxia gradual que frequentemente ocorre nos
ambientes em que vive em condig¢Ges naturais.



ABSTRACT

In fish the O, chemoreceptors are mainly found in the gill arches and monitor the O,
tensions (PO,) of the inspired water (externally oriented) and/or the arterial blood
(internally oriented). During hypoxia these receptors trigger cardiorespiratory
adjustments in order to maintain an adequate O, transfer to the tissues. The aim of the
present study was to determine the O, chemoreceptors distribution through the gill
arches of Nile tilapia and the role of these receptors on the cardiorespiratory responses
to hypoxia in this species. One buccal and two opercular canullae, and a pair of ECG
electrodes were implanted in a group of intact fish (control group, n = 10; Wt = 258.4 +
7.4 g). This procedure served to measure the following cardiorespiratory variables:

respiratory frequency - fr, ventilatory tidal volume - Vi, gill ventilation - Vg, O,

extraction from the ventilatory current — EO,, oxygen uptake - VO, , and heart rate — f,.

After an overnight recovery period from surgery fish were subjected to the following O,
tensions during 40 min each: 140 (normoxia), 100, 70, 50, 30 e 20 mmHg. To verify the
O, receptors distribution in the gills, the first pair of gill arches was surgically extirpated
(operated group, n = 10; Wt = 232.5 + 8.8 g). After a recovery period of 4 days,
operated fish were subjected to the same procedures described above for the intact ones.
To examine the orientation of these receptors, other intact (n = 10; Wt = 259.6 + 6.2 g)
and operated (n = 10; Wt = 248.7 £ 6.5 g) groups had a PE catheter implanted into the
buccal cavity, another catheter implanted inside the caudal vein and fitted with ECG
electrodes to measure the following variables: ventilatory amplitude (Vamp), fr, and fy.
Two internal injections (administered through the cannula into the caudal vein): a) 0.5
mL intravenous saline (0.9%), b) 0.5 mL intravenous NaCN (750 pg.mL™ of NaCN in
saline) and two external injections (injected by oral cannula): ¢) 1 mL H,O, d) 1 mL

NaCN (750 pg.mL™ of NaCN in water) were administered in both groups. The VO, of

operated fish was significantly lower only in severe hypoxia. Both bradycardia, and
respiratory parameters were not abolished by ablation of the first pair of gill arches. EO,
of operated group remained about 18% lower than that of control group. The responses
to internal and external NaCN included decreases in fy and increases in fr and Vamp. The
cardiorespiratory parameters were attenuated in the operated group, indicating the
presence of chemoreceptors, but not limited to the first gill arch. In Nile tilapia the O,
chemoreceptors are distributed beyond the first gill arch, probably through the four gill
arches. Furthermore, these receptors are internally and externally oriented, possibly
along all gill arches, triggering the cardiorespiratory adjustments necessary to face the
hypoxic conditions at which the species is frequently subjected in its natural
environmental conditions.
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1. Introducéo

1.1. Hipdxia e adaptacdes dos peixes
Os animais de respiracdo aquatica vivem em um ambiente com menor

disponibilidade de oxigénio do que os animais de respiracao aerea, ja que a &gua contém
30 vezes menos oxigénio dissolvido, € um meio 800 vezes mais denso e 50 vezes mais
viscoso do que o ar. Além disso, as moléculas de gas difundem-se 10.000 vezes mais
rapidamente no ar que na agua (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

Ao nivel do mar a 20 °C, por exemplo, a concentracdo molar de O, no meio
aéreo € de aproximadamente 9 mM, enquanto na &gua, sob estas mesmas condicdes, a
concentracdo desse gas € menor que 0,3 mM. Portanto, para a obtengdo de uma mesma
quantidade de oxigénio, um animal que use agua como meio respiratério precisa mover,
neste caso, 30 vezes mais meio inerte através da sua superficie respiratéria do que um
organismo de respiracdo aérea (MOYES & SCHULTE, 2010). Porém esse valor é
menor devido ao fluxo contracorrente que ocorre entre 0 sangue e a agua nas branquias
dos peixes. A vantagem desse fluxo é que uma grande diferenca na pressao parcial de
O, (PO;) pode ser mantida atraveés da superficie de trocas, permitindo maior
transferéncia do O, da agua para os capilares sanguineos (Figuras 1 e 2) (RANDALL et
al., 1997; REID et al., 2006).

Assim, devido as diferencas nas quantidades de O, encontradas nos dois meios
observamos a importancia da estratégia respiratoria em relacdo ao gasto energético. Em
geral, a respiracdo aérea consiste em movimentos reciprocos do ar para dentro e para
fora da superficie respiratoria. Por outro lado, a maioria dos sistemas branquiais tem um
fluxo de agua em uma direcdo com via inalante (entrada de agua) e exalante (saida da
agua). O trabalho mecénico necessario para acelerar e desacelerar a 4gua, seria muito
maior do que para o fluxo de ar (WITHERS, 1992). Dessa maneira, a respiracao
aquatica em fluxo unidirecional de agua sobre as branquias, € menos custosa
energeticamente para esses animais (RANDALL et al.,1997; SCHMIDT-NIELSEN,
2002).
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Figura 1. Estrutura branquial de um teledsteo. Destaque para o fluxo contracorrente
entre a agua e o sangue (MOYES & SCHULTE, 2010).
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Figura 2. Ventilagdo unidirecional com fluxo contracorrente, mostrando o sangue e 0
meio fluindo em direcBes opostas e a alta PO, mantida no sangue ao longo da
distancia na superficie de troca gasosa (Adaptado de PIIPER & SCHEID,
1992).
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Nos ambientes aquaticos podem ocorrer grandes flutuacdes didrias do O,
dissolvido e severas reducGes do mesmo, 0 que é conhecido como hipdxia ambiental
(RANDALL et al.,1997).

Altas temperaturas e baixos niveis de O, séo limitagdes frequentemente impostas
aos peixes. Além disso, o “input” de matéria organica e sua decomposi¢do por micCro-
organismos em ambientes aquaticos tropicais provocam uma reducdo drastica nos niveis
de O, dissolvido. Isto também pode ocorrer devido a acdo antropogénica de langcamento
de nutrientes organicos (FERNANDES & RANTIN, 1989). Tais fatos vém recebendo
crescente atencdo a medida que agentes poluentes geralmente provocam um decréscimo
na PO, aquatica destes sistemas, prejudicando, assim, toda a fauna e a flora desses
ambientes e particularmente os peixes (GLASS, 1992).

Assim, em condic¢des hipdxicas, quando 0s peixes ndo conseguem empreender
uma fuga como resposta comportamental, hd a necessidade de mobilizacdo de

mecanismos compensatorios. Entre tais mecanismos pode-se citar o aumento da
ventilagdo branquial (V; ), para que ocorra uma adequagdo entre a demanda de O, do

animal e a captacdo adequada desse gas a cada ciclo respiratdrio, assim como sua
distribuicdo aos tecidos. Consequentemente, 0s peixes, por serem em geral, animais de
respiracdo aquatica, sdo obrigados a promover ajustes cardiovasculares e respiratérios
para manter a transferéncia do O, até os tecidos onde este gas é utilizado nos processos
aerébicos (FERNANDES & RANTIN, 1989).

Em geral, os peixes respondem a hipéxia ambiental com um aumento da
frequéncia respiratoria (fr) e/ou amplitude ventilatéria (V1) para elevar o volume de
agua que passa através das lamelas secundarias das branquias. Concomitantemente
ocorre uma reducdo da frequéncia cardiaca (fy). Essa bradicardia causa um aumento no
tempo de passagem do sangue através das brénquias que resulta em uma maximizagao
na eficiéncia da transferéncia do O, da agua para os capilares lamelares e dai para a
circulacéo sisttmica (CAMPBELL & EGGINTON, 2007; TAYLOR et al., 1999).

Os teledsteos mais tolerantes & hipoxia respondem as redugdes do O, ambiental
com um aumento na V (hiperventilago) causada por um maior incremento no Vs do

que na fr. Este mecanismo compensatorio parece ser menos custoso do ponto de vista
energético (RANTIN et al., 1992).
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1.2. Quimiorrecepcao de O,
Para que os animais obtenham o O,, para atender adequadamente as demandas

metabdlicas, € necessario que eles “sintam” e respondam as diferentes concentracdes
desse gas tanto no ambiente quanto no sangue arterial. Em peixes, € preciso um fino
controle nas trocas gasosas branquiais devido ao baixo contetdo de O, na &gua e a
grande variacdo espacial e temporal na disponibilidade deste g&s nesse meio
(BURLESON et al., 1992).

O monitoramento frente as mudancas na PO, tanto interna quanto
externamente, é feito por meio de quimiorreceptores que fornecem um sinal para que

ocorra uma mudanca nas respostas fisiologicas e comportamentais. Estas incluem
regulagdo da V; e da fu, bem como locomogdo e alteragdes hormonais (GILMOUR &

PERRY, 2007).

Os reflexos desses receptores envolvem a deteccdo do estimulo e a transmissao
por via aferente da informacdo sensorial até locais centrais de integracdo, onde é
processada. O centro de integracdo envia sinais eferentes que comandardo a resposta
fisioldégica necessaria para manter a homeostase do animal, mesmo em situacao
hipoxica (GILMOUR & PERRY, 2007; MOYES & SCHULTE, 2010). Porém, o
entendimento desse mecanismo sensorial e as vias aferentes que medeiam essas
respostas cardiorrespiratdrias em peixes ainda permanece incompleto (GILMOUR &
PERRY, 2007).

Dessa maneira, estes receptores sdo responsaveis pelo acionamento de
mecanismos ventilatorios de compensacdo, 0s quais vao atuar na regulacdo, tanto do
fluxo da agua através das branquias, quanto no fluxo de sangue através das lamelas
secundarias, garantindo assim uma eficiente relacdo de ventilagcdo/perfusdo através da
superficie de troca gasosa (NILSSON & SUNDIN, 1998). Independente do estimulo
exato, as respostas ventilatérias sdo amplas nas diferentes espécies de teledsteos e,
aparentemente, devem ser suficientes para manter a PO, do sangue arterial durante
periodos de hipdxia (MILSOM, 1996).

1.3. Localizacéo e identificacdo dos quimiorreceptores em peixes
A localizagdo anatdmica especifica e a identificacdo histoldgica desses

receptores ndo sdo completamente conhecidas, mas evidéncias fisiologicas e

farmacologicas apontam as branquias como principal sitio desses quimiorreceptores
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(BURLESON, 2009). Porém h& uma variabilidade tanto na distribuicdo dos receptores
entre os diferentes arcos branquiais, em diferentes espécies, bem como a sua localizacdo
em cada arco branquial (BURLESON & MILSOM 1993; SUNDIN et al., 2000). Além
disso, ha evidéncias de sitios receptores fora do aparato branquial de peixes, incluindo
0s receptores venosos de O, (BARRETT & TAYLOR, 1984) e receptores
extrabranquiais, encontrados na cavidade orobranquial em dogfish (BUTLER et al.,
1977).

Além disso, o0s quimiorreceptores podem ser orientados internamente,
monitorando a PO, do sangue arterial, ou orientados externamente, monitorando a PO,
da &gua inspirada, ou ambos (BURLESON & MILSOM, 1993).

Devido a caréncia de métodos para uma identificacdo histoldgica direta dos
quimiorreceptores, as areas dos principais locais onde se encontram esses receptores
como as pseudobranquias (McKENZIE et al., 1991), a vasculatura venosa (BARRET &
TAYLOR, 1984), a arterial aferente (SMATRESK et al., 1986) além das branquias
(estruturas mais investigadas) tém sido sugeridas através de métodos indiretos de
identificacdo desses receptores.

Os arcos branquiais (principal centro de quimiorrecepc¢éo) recebem inervacao do
nervo glossofaringeo (IX) e do nervo vago (X) (BURLESON et al., 1992; SUNDIN &
NILSSON, 2002). O IX envia seus ramos para 0 primeiro arco branquial e para a
pseudobranquia (quando presente). JA 0 nervo vago envia seus ramos para todos 0s
arcos branquiais (ROMER, 1962; SUNDIN & NILSSON, 2002) (Figura 3). Os
receptores também podem estar presentes na cavidade orobranquial inervados pelo V
(trigémio) e VII (facial) (BUTLER et al., 1977; MILSOM et al., 2002; SUNDIN et al.,
1999).

Entre as técnicas usadas para identificacdo desses receptores estdo a remocao
seriada de arcos branquiais e a total ou parcial denervagdo das branquias. Além disso, a
administracdo de cianeto de sodio (NaCN), um bloqueador da fosforilagdo oxidativa que
interfere na cadeia transportadora de elétrons e estimula a atividade dos
quimiorreceptores de O, (BURLESON et al., 1992), tem sido amplamente utilizado na
identificacéo, orientagéo e distribuigdo desses receptores.

Estudos demonstraram que em truta arco iris, Oncorhynchus mykiss, a remogéo
do primeiro arco branquial preveniu a bradicardia e o aumento da amplitude
ventilatoria, durante a hipercarbia (PERRY & REID, 2002). Porém, ndo s6 o primeiro

par € envolvido nessas respostas cardiorrespiratorias. No elasmobranquio “dogfish” a
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seccdo bilateral dos nervos cranianos V (trigémio), VII (facial), 1X (glossofaringeo) e X
(vago) aboliu a bradicardia hipdxica e os quimiorreceptores foram encontrados em
todos os arcos branquiais e também na cavidade orobranquial (BUTLER et al., 1977).
Em catfish, Ictalurus punctatus, esses receptores encontram-se distribuidos nos trés
primeiros pares de arcos branquiais (BURLESON & SMATRESK, 1990). J& o pacu,
Piaractus mesopotamicus, apresenta receptores localizados em todos 0s arcos
branquiais, possivelmente na pseudobranquia e em regides extrabranquiais (LEITE et
al., 2007).

Recentes estudos com espécies tropicais que ndo possuem pseudobranquias
mostram que 0s parametros respiratérios de algumas espécies sao controlados, em parte,
por receptores extrabranquiais. A denervacdo branquial total da traira, Hoplias
malabaricus, ndo elimina as alteracfes na amplitude ventilatéria e de pressao arterial
(Pa) durante a hipdxia. De maneira semelhante, o tambaqui, Colossoma macropomum,
apresenta receptores localizados em todos os arcos branquiais e em regides
extrabranquiais (MILSOM et al., 2002).

Diante disso, ndo se pode atualmente determinar uma padronizacdo quanto a
localizagéo e os padrdes de distribuicdo e orientacdo dos quimiorreceptores em peixes.
Mesmo espécies filogeneticamente muito proximas, as vezes pertencentes a0 mesmo
género, podem apresentar padrdes de localizacdo, distribuicdo e orientacdo de
quimiorreceptores distintos. Como exemplo, podemos citar as diferencas encontradas na
traira e no trairdo, Hoplias lacerdae (MICHELI-CAMPBELL et al., 2009; SUNDIN et
al., 1999) e entre tambaqui e pacu (LEITE et al., 2007; SUNDIN et al., 2000).
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Figura 3. Localizagdo dos nervos cranianos de tambaqui, Colossoma macropomum.
Evidéncia para origem dos nervos na porcdo dorsal do encéfalo e a
inervacao dos arcos branquiais (Modificado de MILSOM et al., 2002).

1.4. Quimiorreceptores de mamiferos versus quimiorreceptores de peixes

Outro aspecto explorado na literatura sdo as comparagdes entre as células
quimiorreceptoras de mamiferos (células glomus) com as possiveis células
quimiorreceptoras de peixes.

Os quimiorreceptores periféricos de mamiferos sdo inervados por ramos dos
nervos cranianos IX e X e sdo localizados nos corpos aorticos e na bifurcacdo das
artérias cardtidas, nos corpos carotideos (Figura 4) (BUTLER et al., 1977; MILSOM &
BURLESON, 2007). Os arcos branquiais dos peixes sdo considerados filogeneticamente
precursores e homdlogos a artéria cardtida onde sdo encontrados 0s quimiorreceptores
periféricos de mamiferos (BURLESON et al., 2006; BUTLER et al., 1977; COOLIDGE
etal., 2008; REID & PERRY, 2003; SUNDIN & NILSON 2002).

Além disso, as possiveis células quimiorreceptoras de O, do primeiro arco
branquial e do corpo carotideo tém ultra-estrutura similar (BAILLY et al., 1992) e
padrdes e niveis de descarga nervosa aferente (BURLESON & MILSOM, 1993;
MILSOM & BRILL, 1986).
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Dessa maneira, pela falta de evidéncia direta de células quimiorreceptoras
sensiveis ao O, em peixes, tem-se dado essa possivel funcdo as células neuroepiteliais
(NECs) encontradas nos arcos branquiais. As NECs apresentam, aléem da localizacéo,
anatomia celular e contetdo neuroquimico que sugerem essa funcdo quimiorreceptora
(BURLESON et al., 2006).

Ap0s a primeira descri¢do dessas células (DUNEL-ERB et al., 1982) constatou-
se que elas se assemelhavam com as células glomus (ou do Tipo I) (Figura 5) e com as
celulas neuroepiteliais encontradas nos pulmdes de mamiferos. A partir do seu primeiro
registro, as NECS foram detectadas em todos os peixes estudados até 0 momento, com a
maioria dos estudos se concentrando exclusivamente no primeiro arco branquial
(COOLIDGE et al., 2008).

Em estudo com catfish, Ictalurus puntactus, foram identificadas por meio de
técnicas de imunohistoquimica a presenca de serotonina (5-HT), enolase neurdnio-
especifica (NSE) e tirosina hidroxilase (TH) nas NECs dessa espécie. A NSE é um
marcador comum para células derivadas da crista neural e tem sido usada para
diferenciar células do Tipo | das células do Tipo Il nas culturas de corpos carotideos de
mamiferos (KONDO et al., 1982). NSE também foram identificadas em Amia calva
(ZACCONE et al.,, 1995). A TH é uma enzima limitante para a producdo de
catecolaminas, amplamente utilizada para confirmar a identidade das células glomus em
mamiferos (NURSE, 1990). A 5-HT é um neurotransmissor central e periférico,
acredita-se que ela tenha um papel na modulacdo da descarga dos corpos carotideos
(ZHANG & NURSE, 2000). A presenca desses neuroquimicos sustenta a funcdo
qguimorreceptora dessas células, mas o papel preciso dessas substancias na
quimorrecepcdo de O, ainda é pouco conhecido em vertebrados (BURLESON et al.,
2006).

Uma importante caracteristica eletrofisiologica dos quimiorreceptores de O, é a
presenca dos canais de K™ sensiveis a hipoxia (LOPEZ-BARNEO et al., 1988). A
hipdtese para a transducdo de O, sugere que a baixa PO, diminua a condutancia dos
canais K* na membrana causando a despolarizacdo, influxo de Ca?* com subsequente
liberacdo de neurotransmissores e aumento da descarga neural. Varias hipdteses
diferentes tém sido propostas para explicar como os canais de K* influenciam na
quimiorrecepcao de O,, mas ainda ndo h4 um consenso sobre esta fun¢do (BURLESON
et al., 2006; DONNELY, 1999).
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Desta maneira, nota-se que os reflexos a hipdxia tem sido bem descritos na
literatura, porém a caracterizacdo das células que medeiam esses disparos para 0
acionamento dos mecanismos cardiorrespiratérios e estudos comparativos com
vertebrados ndo-mamiferos sdo necessarios para determinar a variabilidade intra e inter-
espécies 0 que possivelmente ajudaria a uma melhor compreensdo dos mecanismos de
quimiorrecepcdo de O, (BURLESON et al., 2006).

Bulbo

Nervo
glossofaringeo

Nervo vago

Corpo carotideo

Corpos adrticos

Figura 4. Localizacdo dos quimiorreceptores periféricos em mamiferos (Modificado de
GUYTON & HALL, 2006).
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Figura 5. Ceélulas quimiorreceptoras de mamiferos (células glomus) (RANDALL et al.,
1997).

1.5. A tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus

A tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Figura 6), € uma espécie oriunda da
Africa e foi introduzida em 1971 no nordeste brasileiro onde as condigdes térmicas da
agua eram muito semelhantes a de seu habitat original. Pertencente a familia Cichlidae,
ordem Perciformes, os peixes do género Oreochromis sdo muito tolerantes a variagdes
nos parametros abidticos ambientais. A tilapia-do-Nilo é particularmente tolerante a

altas temperaturas e baixos niveis de oxigénio dissolvido na &gua.

Figura 6. Exemplar de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. Fonte:
http://investigacion.izt.uam.mx/ocl/Peces/Fotos/Oreochromis%20nilotic

us.jpg
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Em muitos paises a espécie foi introduzida para o controle da vegetacdo e,
principalmente, para a pesca comercial devido ao seu excelente potencial de
aquicultura. A espécie possui um rapido crescimento, resisténcia ao manejo e a doencas,
habito alimentar onivoro e toleradncia a aguas de baixa qualidade (CHERVINSKI,
1982).

A eficiéncia na captacdo de O, na agua é diferente entre as espécies e parece
depender de fatores abidticos, principalmente temperatura. Fernandes & Rantin (1986a,

b) observaram a relacdo de temperatura com metabolismo em til&pia-do-Nilo. Porém, a
taxa metabolica (VO,) de O. niloticus mostrou-se independente da PO, dentro de uma

vasta gama de temperaturas, até alcancar baixos valores de tensdo critica de O, (P.O;) a
qual, a 25 °C, esta em torno de 18 mmHg. Essa baixa P.O, do ponto de vista ecolégico é
muito importante uma vez que ela denota, pelo menos em parte, a sua ampla
distribuicdo e capacidade de habitar ambientes tropicais, normalmente submetidos a
hipoxia (FERNANDES & RANTIN, 1987).

Essa espécie se mostra muito eficiente na captacdo de O, do ambiente,
apresentando altos valores de extracdo de O, da corrente ventilatoria (75-85%) em
condi¢des normoxicas e em hipdxia moderada. Estes valores de EO, sdo maiores do que
os encontrados na maioria das espécies de peixes ja estudadas (FERNANDES &
RANTIN, 1989). Nessas condicdes, estudos apontam que numa faixa de 20 a 35 °C a

V,; € menor em tilapia-do-Nilo se comparada com outros teledsteos, como por exemplo
a traira (RANTIN & JOHANSEN, 1984) e o trairdo (RANTIN & FERNANDES, 1986).
Além disso, tilapia-do-Nilo apresenta um grande potencial para aumentar a Vg

mantendo a EO, constante, o que, segundo Steffensen et al. (1982), é caracteristico de
espécies muito tolerantes a hipdxia.

Embora as respostas cardiorrespiratérias da tilapia-do-Nilo ja estejam bem
elucidadas, os mecanismos de sensoriamento do O, ambiental por esta espécie ainda
ndo sdo conhecidos. Também esta por ser elucidado como 0s quimiorreceptores
envolvidos nas respostas a hipoxia medeiam as respostas cardiorrespiratorias frente as
reducdes do O, no ambiente.

Para isso, 0 objetivo principal do presente trabalho é identificar os
quimiorreceptores de O, branquiais, bem como sua distribuicdo (se estdo restritos ao

primeiro arco branquial ou difundidos por toda a superficie branquial) e a orientagdo
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desses receptores (se detectam as variacdes de O, na corrente ventilatéria e/ou no

sangue).

2. Objetivos

Os objetivos do projeto foram:

a. Determinar a distribuicdo dos quimiorreceptores, ou seja, se estdo restritos ao
primeiro par de arcos branquiais ou distribuidos pelos 4 pares de arcos.

b. Avaliar como esses quimiorreceptores de O, branquiais medeiam as alteracfes
das variaveis cardiorrespiratorias (VO,, Vg, V1, EO,, fr, fu) em resposta a hipoxia
gradual.

c. Determinar se 0s quimiorreceptores branquiais de til&pia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus estdo orientados internamente (monitorando as variacdes da PO,

no sangue) ou externamente (monitorando a PO, na agua que passa pelas branquias)
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3. Material e Métodos
3.1. Coleta e manutencéo em laboratorio

No presente estudo foram utilizados cerca de 40 exemplares de tilapia-do-Nilo
(Wt ~ 220 - 260g) obtidos na estacdo de piscicultura do municipio de Santa Cruz da
Conceicdo (Estado de S&o Paulo). No Laboratorio de Zoofisiologia e Bioquimica
Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (DCF) da UFSCar, os peixes
foram mantidos em tanques de 1.000 L, com fluxo continuo de agua normoxica (PO, ~
140 mmHg) nédo clorada, a 25 + 1 °C. Os animais foram alimentados diariamente ad
libitum com racdo comercial. Antes da execugdo dos protocolos experimentais, 0S
peixes foram mantidos em jejum por 48 h para evitar a eliminacdo de produtos de

excrecdo dentro dos sistemas experimentais.

3.2. Procedimentos cirdrgicos:

3.2.1. Implantagdo de canulas de polietileno e eletrodos de ECG para a
determinacao dos parametros cardiorrespiratorios:

Nestes experimentos 0s animais foram separados em dois grupos: controle (n =
10, Wt = 258,4 + 7,4 g) e operado (n = 10, Wt = 232,5 + 8,7 ). Para a identificacdo da
distribuicdo dos quimiorreceptores ambos os grupos foram submetidos a hipdxia, sendo
denominado, dessa maneira, “grupo hipdxia” o conjunto de animais (controle e
operado) que foram submetidos a essa condicao.

Para identificarmos a orientacdo dos quimiorreceptores, um outro grupo de
animais controle (n = 10, Wt = 259,6 + 6,2 g) e operado (n = 10, Wt = 248,7 £ 6,5 Q)
foram submetidos a outros procedimentos cirargicos e protocolos experimentais. Estes
animais (tanto controle quanto os operados) foram submetidos as injegdes de NaCN e
foram designados “grupo cianeto”. A denominagdo “grupo cianeto” e “grupo hipdxia”
foi somente utilizada para a diferenciacdo dos protocolos e procedimentos cirdrgicos.

Ambos o0s grupos de peixes “hipoxia e cianeto” foram previamente anestesiados
em solucdo de benzocaina (1g diluida em 10 L de &gua) até que seus movimentos
ventilatorios cessassem. Em seguida, foram transferidos para uma mesa cirdrgica, e suas
branquias foram ventiladas artificialmente com uma solucdo mais fraca de benzocaina
(0,5 g diluida em dez litros de agua).

Nos animais do “grupo hipoxia” foi introduzida uma céanula de polietileno (PE
90) dentro da cavidade bucal através de uma perfuracdo na regido dorsal no palato e
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outras duas nas bordas dos opérculos (Figura 7). As canulas foram fixadas com uma
flange (trava) e com cola de secagem rapida (Super Bonder®). A canula bucal foi
utilizada para medir a frequéncia respiratoria (fr) e coletar amostras de agua antes de
passar pelas branquias (adgua inspirada). As canulas operculares serviram para coletar
amostras da agua que ja passaram pelas branquias (dgua expirada). Como as medidas da
frequéncia cardiaca foram determinadas por eletrocardiografia, implantou-se na pele e
suturou-se com pontos cirargicos eletrodos de ECG na seguinte seqtiéncia: O eletrodo
principal foi inserido ventralmente entre as branquias e o coracdo, enquanto que o de
referéncia foi inserido em uma posicdo ventrocaudal, proximo as nadadeiras pélvicas
(GLASS et al.,, 1991; RANTIN et al., 1993). Esta preparacdo resulta em um
eletrocardiograma com as caracteristicas da derivacdo D1 da eletrocardiografia padrao.
Nos animais do “grupo cianeto” também se introduziu um cateter de polietileno
(PE 90) dentro da cavidade bucal por meio de uma perfuragéo no palato, feita com o
auxilio de uma broca. A canula foi fixada com uma flange (trava) e com cola de
secagem répida (Super Bonder®). Esta canula bucal foi utilizada para medir a fg, a
amplitude ventilatoria (Vamp) € para a administragdo intrabucal de agua e NaCN.
Também canulou-se (PE 10) a veia caudal de Oreochromis niloticus para a
administracdo intravenosa de salina e NaCN. Para esta canulacao foi feita uma incisdo
de cerca de 1 cm com um bisturi abaixo da linha lateral e na altura do anus dos peixes
(Figura 8). A musculatura foi espacada com o auxilio de um afastador cirdrgico para a
observacao e posterior canulagdo do vaso. Para a determinacdo da fy implantou-se e

suturou-se na pele eletrodos de ECG na mesma posi¢do descrita acima.
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Canula opercular

Eletrodos de ECG

Figura 7. Localizagdo das canulas de polietileno operculares com destaque para
fixacdo dos cateteres feito através das travas e posicdo dos eletrodos de
ECG em Oreochromis niloticus.

Transdutor
de pressao N
(f ZV ) Céanula na o
R Tame Injegdes veia caudal . 't"le‘?oez
externasde Internasde

NaCN e salinae

Canula bucal —

etrodoTs de ECG

Figura 8. Localizagdo das canulas de polietileno e posicéo de eletrodos de ECG no
grupo de Oreochromis niloticus submetido as injegdes de NaCN.
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3.2.2. Ablagéo dos primeiros arcos branquiais:
Para testar se os quimiorreceptores de Oreochromis niloticus estéo restritos ao

primeiro par de arcos branquiais, estes foram extirpados de acordo com o método
descrito por Perry & Reid (2002). Em estudos realizados com traira (SUNDIN et al.,
1999), tambaqui (SUNDIN et al., 2000) e pacu (LEITE et al., 2007) 0s nervos cranianos
(IX para o 1° arco branquial e X para o0 1° e demais arcos) que inervam as branquias
puderam ser seccionados, provocando a denervagdo das mesmas e, consequentemente,
as aferéncias dos quimiorreceptores de O,, para uma posterior analise de parametros
relacionados a esses receptores. Na tilapia-do-Nilo 0 acesso aos nervos cranianos nao é
possivel devido a anatomia da espécie. O acesso aos nervos cranianos somente seria

possivel com a remocgdo da musculatura ventilatria que os recobre, 0 que causaria
sérios danos & mecanica ventilatdria e, como consequéncia, ao Vre a V.

Antes da ablagdo do primeiro par de arcos os peixes foram anestesiados como
descrito em 3.2.1. Inicialmente os arcos foram presos com duas pingcas hemostaticas
(Figura 9) nas suas extremidades ventrais e dorsais e entdo removidos com tesoura. Em
seguida, os cotos foram cauterizados (Figura 10) para se evitar hemorragia e nos
mesmos passou-se com um cotonete uma pomada antifungica (Trok - cetoconazol e
dipropionato de betametasona) e antibidtico Rifamicina (10mg/mL Solucdo Topica
Spray Frasco 20 mL) para impedir uma possivel proliferacdo de fungos e bactérias. Os
cotos mostraram uma boa cicatrizacdo (Figura 11). Apds a cirurgia (duracdo
aproximadamente de 15 min) o peixe foi devolvido ao tanque para recuperagéo, no qual
ficou por quatro dias antes de ser submetido aos protocolos experimentais. Nos dois
dias seguintes ao procedimento, os animais operados foram alimentados, respeitando,
assim, 48h de jejum antes dos protocolos experimentais. Os animais operados, tanto do
“grupo hipoxia” quanto do “grupo cianeto”, foram submetidos a esse procedimento

cirurgico de remocéo bilateral do primeiro arco branquial.
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Pincas hemostaticas

1° arco
branquial

Coto
cauterizado

Figura 10. Tilapia-do-Nilo ap6s remog&o do primeiro arco branquial.
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v Cotos apds 4 dias de
recuperacao

Figura 11. Tilapia-do-Nilo apés quatro dias de recuperacdo do procedimento de
remocao do primeiro par de arcos branquiais.
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3.3. Medidas dos parametros cardiorrespiratdrios em hipoxia:
3.3.1. Tomada de O, - VO,

ApOs o0s procedimentos cirargicos os peixes do “grupo hipoxia” foram
introduzidos individualmente no interior de um respirémetro de fluxo constante (Figura
12) e este posicionado dentro de um tanque experimental (Figura 13). Em seguida os
peixes foram deixados em repouso, no periodo noturno, por pelo menos 12 h para
recuperacdo da anestesia. As medidas da PO, da agua de entrada do respirémetro (PO,
— mmHg), de saida do respirometro (PsO, — mmHg) juntamente com as Pin02 = PO>
(mmHg) da agua inspirada (canula bucal) e PepO, = PO, (mmHg) da agua expirada
(canulas operculares) foram monitoradas através da conexdo dessas canulas e de
cateteres que coletavam a &gua da entrada e saida do respirdmetro por uma torneira de
trés vias conectada ao eletrodo de O, do analisador de O, FAC-204A (FAC, Séo Carlos,
SP) que teve seu eletrodo calibrado com solucdo de Borax e sulfito de sodio (solucdo
com 0 mmHg de O,) e com &gua saturada de O, (~ 140 mmHg) (Figura 14). O fluxo
constante de &gua através do respirdmetro foi regulado em funcdo da manutencédo
adequada de uma diferenca de aproximadamente 30% entre a PO, e P;O,. A tomada de

O, foi calculada como:

VO, = (PO, — PsOy).a..Vr/Wt
onde: o = coeficiente de solubilidade do O, na temperatura experimental e presséo
barométrica local; Vg = fluxo através do respirdmetro e Wt = peso dos animais. Os

valores de VO, foram expressos em mLO,.kg™.h™.
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respirdmetro

/’ =
B Canulas de polietileno

Figura 12. Tanque experimental com destaque para respirdmetro e direcdo do fluxo de
agua que passa através dele (setas vermelhas).

Figura 13. Sistema de respirometria de fluxo constante utilizado para a obtengdo dos pardmetros
cardiorrespiratérios em diferentes condigcBes (tensdes de O, no presente estudo). a.
respirdbmetro, b. canula de polietileno para coleta de amostra de agua que entra (P.O,) no
respirdbmetro, c. canula de polietileno para coleta de amostra de &gua que sai (PsO,)do
respirdbmetro, d. canula de polietileno bucal para coleta de amostra de &gua inspirada
(PinspO2), €. canula de polietileno opercular para coleta de amostra de agua expirada (Pex0,),
f.g. eletrodos para obtencdo da fy, h. torneira de 3 vias, i. transdutor de pressdo, j. cuvetas
com eletrodos de O,, k. analisadores de O, I.,m,n. sistema de aquisicdo de dados o.
computador para aquisi¢do de dados em tempo real, p. frasco para ajuste de fluxo, g. bomba
para circulagdo de agua, r. balde para manter a mesma agua circulando s. controlador de
temperatura, t. entrada por borbulhamento de quantidades de N, ou O, comprimido.
(Adaptado de Massari et al., 1998).
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Figura 14. Set experimental, demonstrando sistema de respirometria de fluxo constante.
A- tanque experimental, B- Sistema de aquisicdo de dados Power-Lab
(ADInstruments) C- Analisador de O,, D- Computador.

3.3.2. Frequéncia respiratoria - fr

A frequéncia respiratdria (fr) foi medida pelos registros da variacdo da pressdo
intra-bucal (c&nula bucal conectada a um transdutor de pressdo e este ao sistema de
aquisicdo de dados - Quad Bridge Amp (ADInstruments modelo: ML224) contando-se

os picos de pressdo positiva durante o ciclo respiratério. A fr foi expressa em resp.min™.

3.3.3. Ventilagio branquial - V

AV foi calculada utilizando-se a seguinte equagéo:
(P07 — PsO,).Vr
Vs = (PinspO2 = PexpO5)
Wit

onde: PinspO2 = PO, (mmHg) da agua inspirada (canula bucal conectada ao eletrodo de

O, do analisador de O, acima mencionado) e Pe,,O, = PO, (mmHg) da agua expirada
(canula opercular conectada ao eletrodo de O, do analisador de O, acima mencionado).

Os valores de V/ foram expressos em mLH,0.kg™".min™.
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3.3.4. Volume ventilatorio - V1

O Volume ventilatério — Vr foi calculado dividindo-se a V; pela fr e foi

expresso por mLH,0.kg.resp™.

3.3.5. Extracédo de O, pela corrente ventilatéria — EO,

A extracdo de O, da corrente ventilatoria (EO,) pelas branquias foi calculada

através da seguinte equacéo:
E02 = 100.(Pinsp02 - Pexpoz)/Pinspoz
Os dados de EO, foram expressos em %.

3.3.6. Frequéncia cardiaca — fy

A frequéncia cardiaca (fy) foi registrada conectando-se dois eletrodos de ECG
implantados nos peixes a um bio-amplificador (Animal Bio Amp — ADInstruments) que
enviou sinal para o computador através de um sistema de aquisicdo de dados (Power lab
-ADInstruments). Os valores de fy foram obtidos pela contagem dos complexos QRS do

ECG e expressos em bpm (batimentos por minuto).

3.3.7. Medidas dos parametros cardiorrespiratdrios nos peixes operados do grupo
hipoxia:

Para se testar o efeito da remocao dos primeiro par de arcos branquiais, 0 grupo
de animais operados do “grupo hipdxia”, decorrido os 4 dias de recuperacdo, foram
submetidos a implantacdo de canulas e eletrodos de ECG (como no grupo controle) e
colocados no interior do respirdmetro no tanque experimental. Apds aproximadamente
12h (recuperacdo da cirurgia) foram submetidos aos mesmos experimentos e tensdes de

0, envolvendo medidas da VO, , fr, V;, V1, EO; e fy aos quais foram submetidos os

animais do grupo controle.

3.4. Medidas dos parametros cardiorrespiratérios apos injecdes de NaCN:

Para verificar a orientacdo dos quimiorreceptores, ambos 0s grupos, controle e
operado, do “grupo cianeto” foram colocados individualmente em uma caixa
experimental com as faces frontal e distal perfuradas na qual foi mantido um fluxo de

agua constante e aerado. Os peixes foram mantidos nessas condi¢fes por 24 h para a
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recuperacdo da cirurgia e somente apds esse periodo foram realizados os protocolos
experimentais. Durante o periodo de recuperacdo e de experimento a caixa experimental
permaneceu coberta com um plastico preto para evitar interferéncias externas (Figura
15).

Para o grupo operado foi respeitado 0 mesmo periodo (4 dias) de recuperacéo da
cirurgia de remocdo do primeiro arco branquial para que fosse feita a cirurgia com as
canulacdes e implantacdo dos eletrodos de ECG. Apo0s essa cirurgia, assim como no
grupo controle, os peixes foram colocados nas caixas experimentais onde
permaneceram por um periodo de 24 h antes da realizagdo dos protocolos

experimentais.

3.4.1. Frequéncia respiratéria — (fr)
A frequéncia respiratoria foi medida do mesmo modo que do grupo submetido a
hipoxia (ver 3.3.2) por meio de registros da variacdo da pressdo intra-bucal. A fr foi

expressa em resp.min™.

3.4.2. Amplitude ventilatoria — (Vamp)
A amplitude ventilatéria foi medida por meio da diferenca entre o pico e o vale
de cada onda de respiracdo, em cada intervalo de tempo pés-injecéo. A Vamp foi expressa

em mmHg.

3.4.3. Frequéncia cardiaca — fy

A frequéncia cardiaca foi registrada do mesmo modo do grupo submetido a
hipdxia (ver 3.3.6.). Os valores de fy, foram obtidos pela contagem dos complexos QRS

do ECG e expressos em bpm (batimentos por minuto).
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Figura 15. “Set” experimental para identificar a orientacdo dos quimiorreceptores em
Oreochromis niloticus.

3.5. Protocolos Experimentais
3.5.1. Respostas cardiorrespiratérias a hipoxia:

Tanto o grupo controle apds recuperagdo (aproximadamente 12h) da cirurgia de
implantacdo de cénulas quanto o grupo de peixes operados foram submetidos as
seguintes P,O,: 140 (normdxia), 100, 70, 50, 30 e 20 mmHg, por 40 min cada tensdo. A
fr e a fy foram monitoradas continuamente e as demais variaveis (VO,, Vg, V1 e EO,)
foram calculadas com base nas medidas (PeO2, PSOy, PinspO2, PexpO2 € fr) obtidas nos

ultimos 3 min de cada tensdo. As diferentes P.O, foram obtidas por borbulhamento
controlado de N, na 4gua do tanque experimental.

3.5.2. Respostas cardiorrespiratdrias ao NaCN:
Ap0s o periodo de recuperacdo (24 h) dos procedimentos cirargicos, as canulas
bucal e os eletrodos de ECG foram conectados ao sistema de aquisi¢do de dados para o

registro dos parametros cardiorrespiratorios. As variaveis fr, Vamp € fy foram
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monitoradas continuamente. Apds a conexdo das canulas foi esperado cerca de 30 min
para o restabelecimento dos parametros a um nivel basal.

Ap0s esse periodo, as injecdes de NaCN foram iniciadas na seguinte sequéncia:
a. 0,5 mL intravenoso de salina (0,9%); b. 0,5 mL intravenoso de NaCN (750 pg.mL™
de NaCN em salina); c. 1,0 mL intrabucal de agua e d. 1,0 mL intrabucal de NaCN (750
ng.mL™* de NaCN em &gua). Apés as injecdes de NaCN as canulas foram lavadas com
salina (0,3 mL internamente) e 1 mL de agua (externamente) para garantir a completa
administracdo da droga. A concentracdo de NaCN utilizada nas injecOes foi obtida por
meio de curva dose-resposta previamente determinada (TANAJURA, 2008). O controle
das injecdes internas foi feito com salina (0,9%) e das injecGes externas com agua

retirada da caixa experimental.

3.6. Analise dos dados
As variaveis ventilatdrias do grupo exposto a hipdxia foram medidas nos ultimos

3 min de cada tensdo. Os pardmetros cardiorrespiratorios do grupo submetido as
injecOes de NaCN foi registrado continuamente e a andlise foi feita 30 s antes de cada
injecdo para determinar os valores basais (pré-injecdo) e em intervalos de 10 em 10 s no
primeiro min e nos Gltimos 30 s do 2°, 3°, 4° e 5° min ap6s cada injecao.

Os dados de ambos os grupos foram apresentados como média + erro padrdo da
média. Apds a andlise exploratoria (grafico Box-plot) os dados foram analisados por
meio de modelo misto sob o enfoque de medidas repetidas (FREITAS et al., 2005).

No grupo exposto a hipdxia foi utilizado o teste de comparacdo multipla de
Dunnet. Este teste mostrou se havia diferenga significativa no mesmo parametro
cardiorrespiratorio comparando os valores de norméxia com os valores nas diferentes
tensdes de O, dentro do mesmo grupo experimental. Para verificar se havia diferenca
significativa entre os grupos controle e operado foi utilizado o teste de comparagoes
multiplas pelo teste de Tukey. Neste teste comparou-se cada variavel cardiorrespiratoria
de cada grupo em cada tenséo de O,.

No grupo submetido as injecdes de NaCN os dados também foram analisados
por meio de modelo misto sob o enfoque de medidas repetidas. Foi utilizado o teste de
Dunnet para a comparacao dos valores basais (tempo zero) com os valores pos-injecao
(demais intervalos de tempo) dentro de cada injecdo e grupo. O teste de Tukey foi

utilizado para verificar se havia diferenca entre os dois grupos experimentais,



Material e Métodos 38

comparando os valores de cada intervalo de tempo e cada varidvel. O nivel de

significancia adotado foi de P < 0,05. Para a analise dos dados foi usado o software R.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Parametros ventilatorios de Oreochromis niloticus a hipoxia gradual nos
grupos controle e operado.

4.1.1. Consumo de O, - VO,

Os valores médios da tomada de O, (VO,- mLO2.kg™.h™) frente & hipoxia
gradual podem ser vistos na tabela 1 e estdo graficamente representados na figura 16.
Analisando estes resultados observamos que o grupo controle apresentou uma VO,
relativamente constante (~ 58 mLO..kgt.h™) frente & diminuicdo da PO, da agua
inspirada. Valores semelhantes foram encontrados por Fernandes & Rantin (1989),
porém menores do que os demonstrados por Martins et al. (2011) e Thomaz et al.
(2009).

O grupo operado apresentou 0 mesmo padrao de resposta que 0 grupo controle,
com uma VO, constante e considerada significativamente menor em relacdo a
normoxia apenas nas ultimas PinsO2 (25,7 £ 0,7 e 17,0 £ 0,5 mmHg - tabela 1). Porém,
ao compararmos os dois grupos (controle e operado) observamos que o grupo operado
apresentou uma VO, menor (~ 13% em normoxia), mas considerada significativamente

diferente somente na PinspO2 de 17,0 + 0,5 mmHg na qual mostrou uma reducéo de 21%
comparada aos valores do grupo controle nessa tensdo mais hipéxica.

Os peixes, quando ndo conseguem fugir dessa situacdo de hipdxia ambiental
através de uma resposta comportamental a procura de ambientes com maior
disponibilidade de O,, acionam ajustes cardiorrespiratorios. Essas estratégias incluem
um aumento da taxa ventilatéria (hiperventilacdo) e reducdo da frequéncia cardiaca
(bradicardia) (FERNANDES & RANTIN, 1987; MILSOM 1996; TAYLOR, 1985).
Com essas respostas 0 peixe consegue regular a quantidade de agua que passa por suas
branquias assim como aumentar a perfusdo sanguinea desse orgao (REID et al., 2006).
Essas compensacOes cardiorrespiratdrias visam a manutencao de uma tomada adequada
de O, para suprir as demandas desse gas nos tecidos.

Segundo Hughes (1973), os peixes teledsteos mostram dois diferentes padrdes
de resposta da VO, frente & hipoxia e, de acordo com essas respostas, sio classificados

como “conformistas” ou “reguladores”. Os peixes considerados conformistas diminuem

0 consumo de O, na mesma propor¢cdo das reducbes da PO, da &gua inspirada. Por

outro lado, os reguladores conseguem manter estavel ou mesmo aumentar a VO, em
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resposta a hipoxia gradual, até atingir uma tensdo critica de O, (P:.O2). A PO,
representa a tensdo de O, abaixo da qual o animal ndo consegue mais ajustar seus
parametros cardiorrespiratorios, tornando-se dependente da quantidade de O, na agua
(FERNANDES & RANTIN, 1987). Como na maioria dos peixes teledsteos ja
estudados, a tilapia-do-Nilo é considerada uma espécie reguladora que, a partir da

tensdo de O, de 20 mmHg, mostra uma queda significativa da VO, , observada em
ambos os grupos.
Ao compararmos os dois grupos constata-se a diminui¢do da VO, no grupo

operado, o que pode ser associado com a Lei de Fick. Esta lei descreve a taxa de difuséo

de um gés através das branquias:

J=D.A.Ap
X

Esta equacdo relaciona a taxa de difusdo (J- mols. seg™), com a constante de
difusdo (D-cm?. seg™) do respectivo gas, a area (A-cm?) na qual ocorre a difusdo, a
diferenca entre a PO, do sangue e da agua (Ap- mmHg) e a distancia (x -cm) através da
qual a difusdo ocorre (BRAUNER & VAL, 2006; WITHERS, 1992).

Segundo a Lei de Fick, a taxa de difusdo é proporcional a &rea de troca gasosa.
A ablacdo do primeiro par de arcos branquiais diminui a superficie respiratoria em
aproximadamente 30% (DUTHIE & HUGHES, 1987). Dessa maneira, ocorre uma
diminuicdo da taxa de difusdo, (mesmo que desproporcional em termos percentuais)
devido a reducdo do numero de lamelas secundéarias, e consequentemente uma
diminuicdo do consumo de O,.

O efeito da reducéo da &rea branquial na taxa metabdlica foi estudado em truta-

arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e observou-se diminuicdo na VO, apenas quando o

animal foi submetido a natag&o e mostrou uma VO, ma (consumo de oxigénio méaximo
consumido na maior velocidade suportada pelo animal) reduzida quando comparada
com animais intactos (DUTHIE & HUGHES, 1987). Uma redugdo na VO, no grupo de
trutas com o primeiro arco removido ndo foi constatada, exceto durante exercicio,
indicando que a area total da superficie branquial ndo é utilizada em condicbes de
repouso (HUGHES, 1984). Esse trabalho enfatiza a importéncia da adequada perfusao
sanguinea durante exercicio e a necessidade de toda a superficie branquial no
recrutamento de areas lamelares ndo utilizadas, indispensaveis durante essa atividade
(DUTHIE & HUGHES, 1987).
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No presente trabalho, nota-se a mesma tendéncia de resposta nos animais
operados. Apesar de observarmos uma redugdo da VO,, este pardmetro sO foi

considerado significativamente diferente do controle na tensdo mais hipoxica. Isto
demonstra a capacidade que Oreochromis niloticus possui para adequar a perfusédo

sanguinea nas lamelas secundarias conjuntamente com a ventilacdo branquial fazendo
com que haja uma relevante diminuicio da VO, somente na tensdo mais hipdxica. Essa

resposta ressalta a importancia e imprescindivel presenca do primeiro arco branquial em
situacOes mais extremas.

Além disso, de acordo com estudos morfométricos relacionados a funcédo
branquial nota-se que este 6rgdo ndo € estruturalmente homogéneo. Por exemplo, 0
tamanho individual da lamela secundaria varia, bem como o seu nimero por filamento e
por arco branquial. De modo semelhante, a circulacdo branquial é um sistema instavel
que pode ser influenciado por fatores nervosos e hormonais (HUGHES et al., 1978).
Consequentemente, a area de troca de gases em cada porcdo branquial torna-se
diferente.

Algumas relagbes podem ser feitas entre a area de troca gasosa e 0 volume
ventilatério em cada arco branquial. Paling, (1968) utilizando um parasita como
marcador, em truta-marrom (Salmo truta) observou que o 2° e o 3° arcos branquiais
recebiam um maior volume ventilatério que os demais arcos. Segundo o autor, esse
resultado foi esperado ja que o 1° e 4° arcos branquiais sdo cobertos com apenas uma
camada de superficie lamelar.

Um estudo relacionando a distribuicdo de sangue nos arcos branquiais foi feito
em truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Os animais foram submetidos a hip6xia, com
PO, variando entre 23 e 35 mmHg durante 30 min, e notou-se um fluxo de células
sanguineas menor no 1° par de arcos branquiais e maior fluxo nos demais. Com esse
resultado especulou-se que o primeiro arco seria responsavel pela regulacdo da captagédo
de O, (BOOTH, 1979).

No presente trabalho torna-se um pouco dificil concluir se h4& uma maior
quantidade de lamelas secundarias nos 2°, 3° e 4° arcos branquiais do que havia no 1°ou

se 0 volume de agua e a perfusdo sanguinea foi maior em algum ou em todos 0s arcos,
pois essas varidveis ndo foram medidas. Porém, diante das medidas da VO, supde-se

gue houve um aumento no recrutamento lamelar nesses arcos branquiais bem como uma

modificacdo da relagdo ventilagdo/perfusdo sanguinea tanto em normdxia quanto em
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hipoxia. Isso pode ser verificado pela VO, que foi mantida praticamente constante e

suficiente para atender as demandas metabdlicas e promover o acionamento dos

mecanismos compensatdrios de ventilagdo em hipdxia mesmo com a ablagdo do 1° par

de arcos branquiais.

Tabela 1. Valores médios do consumo de O, (VO, mLO,.kg™.h™Y) frente as reducdes

das tensdes de O, da agua inspirada (PinspO2) nos grupos controle e operado

VO, (mLO,.kg™.h?)

PinspO2 (MMHQ) Controle PinspO2 (MMHQ) Operado
1335+1,0 58,3+ 3,7 132,1+£0,5 50,2 + 3,7
93,0+£0,9 58,8 £ 3,4 92,7+0,6 52,4 +43
63,8+ 1,4 58,8 + 3,4 63,1+£0,8 53,1+34
442 +11 55,3+35 414+11 49,1+ 37
25,0+£0,6 49,4 + 3,7 25,7+0,7 40,4+ 34
15,8+ 0,6 * 425+ 3,7 17,0+0,5 *335+3.2

Valores em negrito indicam diferenca significativa dentro do mesmo grupo em rela¢éo & normoxia.
(*) Diferenga significativa entre os grupos experimentais. Valores médios £ SEM.; n = 10 (P < 0,05).

VO,(mLO,.kgt.h?)

70

60

50

40

30

20

10

T *
1 Controle —@—
Operado —=&—
0 20 40 60 80 100 120 140

I:)insp O2 (mm Hg)

Figura 16. Efeito da reducdo gradual da PO, da agua inspirada (PinsO2) sobre o

consumo de O, (VO,- mLO,.kg™.h™) do grupo controle e operado.
Simbolos vazios indicam diferenca significativa dentro do mesmo grupo em
relacdo a normoxia. Asteriscos (*) indicam diferenca significativa entre os
grupos experimentais. Valores médios = SEM.; n =10 (P <0,05).
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4.1.2. Ventilagao branquial (V; ), frequéncia respiratdria (fr), volume ventilatorio
(V7).

Os valores médios da ventilagdo branquial (V- mLH,0.kg™ 'min™), frequéncia
respiratoria (fx - resp.min™) e volume ventilatério (V1 - mLH,O kg™ resp™) dos grupos
controle e operado frente as redugdes na PinspO, sdo apresentados na tabela 2 e
graficamente na figura 17.

Durante a hipoxia gradual a V; aumentou tanto no grupo controle (~ 696% na
PinspO2 de 15,8 + 0,6 mmHg) quanto no grupo operado (~ 455% na PinspO2 de 17,0 +
0,5 mmHg). Ambos 0s grupos apresentaram esse aumento significativo na V; dentro do
proprio grupo (comparando-se com os valores normoxicos) a partir da PinspO, de 44,2 +
1,1 mmHg para o grupo controle e 41,4 + 1,1 mmHg para o grupo operado.

Comparando-se 0s dois grupos nota-se que 0 grupo operado apresentou um
maior aumento na Vg em normoéxia do que o grupo controle, alcangando uma diferenca
de 23% na PinspO; de 63,1 £ 0,8. Porém, nas Pins;O; de 25,7 £ 0,7 e 17,05 £ 0,5 mmHg,
0 grupo operado ndo conseguiu elevar tanto a Vg quanto o grupo controle, sendo
considerada significativamente diferente desse grupo apenas na Ultima Pins,0> citada.

Em hipoxia, a V; aumentou por um maior incremento no Vr do que na fg, em
ambos os grupos. O Vt foi atenuado com a extirpacdo do 1° arco branquial, com
diferenca significativa nas ultimas duas PiO. de 25,7 £ 0,7 e 17,05 £ 0,5 mmHg.
Porém, em hipdxia esse parametro foi elevado cerca de 367% (na tensdo mais hipoxica)
no grupo operado comparado com seus valores normaéxicos.

A fr manteve-se praticamente constante em ambos 0s grupos, aumentando
apenas nas tensdes mais hipoxicas. Ao compararmos 0s dois grupos nota-se que no
grupo operado houve um aumento nos valores de repouso nesse parametro, mantendo-
se mais elevado (entre 25 e 35%) e diferente significativamente em todas as Pins;O»,
exceto na tensdo mais hipoxica (PinsO2 de 17,05 £ 0,5 mmHg) comparada com o grupo
controle.

O fluxo de &gua através das cavidades bucal e opercular estd diretamente

relacionado as necessidades metabolicas do peixe, mas em termos mecénicos a Vg &

determinada pela resisténcia ao fluxo de agua e pelo gradiente de pressdo através das
cavidades bucal (bomba de pressdo), operculares (bomba de succdo) e das proprias

branquias. A resisténcia branquial é muito maior do que a resisténcia imposta pelo
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aparato bucal e opercular devido & grande area de superficie lamelar e seus estreitos
espagos interlamelares. Dessa maneira, a V; € primariamente determinada pela
resisténcia branquial (WITHERS, 1992).

Ao observarmos o grupo operado nota-se que este apresentou uma Vg mais

elevada em normoxia (embora ndo diferente em termos significativos), comparado ao
grupo controle. Além de haver uma maior necessidade metabolica imposta pela
auséncia de parte de sua superficie respiratoria ha o fato de que os peixes sem o 1° arco
branquial provavelmente possuem uma redugdo da resisténcia branquial, possibilitando

que um maior volume de &gua passe pela camara branquial, o que é refletido no

aumento da V.
A maioria das espécies de peixes ja estudadas é capaz de manter uma VO,

constante em resposta a hipdxia gradual através da elevagdo da V. Essa estratégia de

aumento de volume de agua em contato com a superficie respiratdria por unidade de
tempo aumenta a taxa ventilagdo-perfusdo sanguinea, a qual estd intimamente
relacionada com a transferéncia de O, da &gua para os tecidos. Frente a hipdxia, a taxa
de ventilacdo deve ser ajustada com a taxa de perfusdo para assegurar que O, suficiente

seja captado para atender as demandas metabdlicas do animal (RANDALL et al., 1997).
A resposta do aumento da V, em hipoxia, é conseguida através de aumentos

tanto da fgr quanto do V+ (RANDALL, 1982). Em algumas espécies essa compensacao
pode ser feita pelo aumento simultdneo desses dois parametros respiratérios como
mostrado por Anguilla vulgaris (VAN DAM, 1938) ou por um aumento maior em um
deles, como é o caso do pacu, Piaractus mesopotamicus (KALININ et al., 2000;
RANTIN et al., 1998), catfish, Ictalurus Puntactus (GERALD & CECH, 1970), bagre
africano, Clarias gariepinus (BELAO et al., 2011) jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus
(OLIVEIRA et al., 2004), traira, Hoplias malabaricus (RANTIN et al., 1992), trair&o,
Hoplias lacerdae (MICHELI-CAMPBELL et al., 2009) e dourado, Salminus maxillosos
(SOUZA et al., 2001) que mostraram maior elevacdo do Vy do que na fr (FERNANDES
& RANTIN, 1987).

A mesma tendéncia foi encontrada para tilapia-do-Nilo (FERNANDES &
RANTIN, 1987; FERNANDES & RANTIN, 1994; MARTINS et al., 2011; THOMAZ
et al., 2009). Esse tipo de compensagdo parece ser o mais adequado no que se refere a

economia de energia metabolica despendida com a musculatura ventilatéria. Devido ao
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alto custo energético da V;, um aumento no Vr maior que na fr parece ser a forma

mais eficaz de elevar a Vg (JOHANSEN et al., 1967). Segundo Rantin et al. (1992) o

aumento do Vrlevaria a um baixo custo em relacéo a velocidade de contracdo muscular,
ao contrario de um aumento na fr que promoveria um numero maior de contracoes
musculares contra uma alta viscosidade da &gua inspirada.

No presente estudo, 0s dois grupos experimentais apresentaram uma resposta

que ndo difere do que ja foi encontrado para tilapia-do-Nilo frente a diminuicao da PO,
na 4gua, ou seja, mostraram uma elevagéo da Vg mantida através de um maior aumento

no Vr do que na fg. O grupo controle aumentou o Vr cerca de 421% contra elevacdo de
35% na fr na PinspO2 de 15,8 + 0,6 mmHg comparado com os valores em normoxia.
Nessa mesma PinspO2, 0 grupo operado elevou o Vy cerca de 367% e a fr 21%
comparado com esses parametros a normoxia.

Ao compararmos o0s dois grupos em hipoxia, constatou-se que em ambos o Vr
aumentou. Isto difere do que foi observado por Perry & Reid (2002) em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) submetida a0 mesmo procedimento de extirpacdo do 1° arco

branquial e exposta a hipercarbia. Nesta espécie 0 aumento do V+ foi abolido. Segundo
Jia & Burggren (1997) a ablagdo do 1° arco eliminou a Vg em girino de ra touro,

Lithobates castebeianus.

Em estudo com pacu (Piaractus mesopotamicus) a denervagdo do primeiro par
de arcos branquiais atenua os parametros de Vt e fr quando os peixes foram submetidos
a hipoxia (LEITE et al., 2007). Tal resposta também foi observada em bowfin, Amia
calva, porém com a denervacdo total das branquias e ablacdo da pseudobranquia
(McKENZIE et al., 1991).

Diante dos trabalhos apresentados nota-se que ndo ha padronizacao nas respostas
e localizagbes dos quimiorreceptores relacionados aos parametros ventilatorios nas
diferentes espécies de peixes citadas. No presente trabalho, com a extirpacdo do 1° arco

branquial nenhum pardmetro ventilatério foi abolido. Porém, observando-se o0s
parametros ventilatorios V e Vr do grupo operado na tensdo mais hipoxica nota-se que

este grupo ndo conseguiu elevar tanto essas duas variaveis quanto o grupo controle
nessa tensdo (Pinsp de 17,05 £ 0,5 mmHg). Além disso, a fr também demonstrou uma

queda nessa mesma tensdo. Essa resposta possivelmente ocorre devido a uma menor

VO, evidenciada nessa PinspO2 € especialmente a uma redugdo de 33% nesse pardmetro
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nessa tensdo mais hipoxica. Dessa maneira, esses animais operados ndo teriam
suprimento adequado de O, para atender o custo de uma alta ventilagio mantendo,
assim, a Vg e 0 Vr em um nivel um pouco mais baixo na PO, de 17,05 + 0,54
mmHg quando comparada a do grupo controle.

Ao analisarmos a fr nota-se um aumento significativo em todas as tensdes de O,
exceto na tensdo mais hipoxica, nos peixes operados em relacdo aos intactos (Figura
17). Essa estratégia é provavelmente usada para compensar a diminui¢do da superficie
respiratoria e assegurar a quantidade de O, necessaria para suprir as atividades
metabolicas dos tecidos, como em um peixe intacto. Além disso, esta resposta indica
que os quimiorreceptores de O, branquiais ndo estdo confinados ao primeiro par de
arcos, ja que o animal consegue responder a hipdxia com ajustes ventilatérios, inclusive

com aumento da V; e do Vi mediados pelos quimiorreceptores possivelmente

encontrados nos outros trés pares de arcos branquiais.
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Tabela 2. Valores médios (+ S.E.M.) da ventilagdo branquial (Vg - mLH,0.kg*min™),
frequéncia respiratoria (fr - resp.min™) e volume ventilatério (V+ - mLH,O
kg™ resp™), dos grupos controle e operado frente & reducdo gradual da

PinspOZ-
Vg (MLH,0.kg'min™)

PinspO2 (MmHQ) Controle PinspO2 (MMHQ) Operado
1335+1,0 206,1 £ 100,3 132,1+£0,5 240,5 £+ 88,5
93,0+£0,9 349,8+92,4 92,7+0,6 421,6 +118,9
63,814 501,8 £92,1 63,1+£0,8 620,2 £ 91,6
442 +1,1 713,7+ 96,1 414+11 794,8 £ 99,8
25,0%0,6 1264,4 +£100,5 25,7+0,7 1084,5 +£91,5
15,8+ 0,6 *1641,7 £ 100,2 17,0+ 0,5 *1334,8 £ 85,5

fz (resp.min™)

PinspO2 (MMHQ) Controle PinspO2 (MMHQ) Operado
1335+1,0 *56,8 + 4,3 132,1+£0,5 *72,0+4,0
93,0+£0,9 *55,0+4,2 92,7+0,6 *75,6 +4,4
63,8+1,4 *59,0+4,2 63,1+0,8 *80,9+4,1
442 +11 *64,3 £ 4,3 414+11 *85,8 +4,2
25,0+0,6 *75,4+4,3 25,7+ 0,7 *89,4+4,1
15,8+ 0,6 76,8 +4,3 17,0+ 0,5 87,2140

V1 (MmLH,0 kg™resp™)

PinspO2 (MmHQ) Controle PinspO2 (MMHQ) Operado
1335+1,0 41+13 132,1£0,5 34+ 1,1
93,0+£0,9 65+1,2 92,7+0,6 6,0+15
63,8+ 1,4 85+1,2 63,1+£0,8 76+12
442 +11 11,4+£1,.2 414+11 94+12
25,0+£0,6 *16,7+1,3 25,7+0,7 *129+12
15,8+ 0,6 *21,4+£1,3 17,0+ 0,5 *159+1,1

Valores em negrito indicam diferenca significativa dentro do mesmo grupo em relagéo & normoxia.
(*) Diferenga significativa entre os grupos experimentais. Valores médios £ SEM.; n = 10 (P < 0,05).
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Figura 17. Relagdo entre os parametros: Vg (mLH,O.kg™.min™), fz (resp.min™) e V¢
(mLH,0.kg ™ .resp™) frente & diminuicdo da tensdo de O, inspirada (PinspO2).
Simbolos vazios indicam diferenca significativa dentro do mesmo grupo em
relacdo a normoxia. Asteriscos (*) indicam diferenca significativa entre os grupos
experimentais. Valores médios £ SEM.; n= 10 (P < 0,05).
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4.1.3 Extracdo de O, (EO; - %)

Os valores medios da extracdo de O, da corrente ventilatoria (EO, - %) frente a
hipoxia gradual sdo encontrados na tabela 3 e estdo apresentados graficamente na figura
18.

O grupo controle manteve a EO, constante (em torno de 80%) em hipdxia
gradual, até a PO, de 44,2 + 1,1 mmHg, a partir da qual mostrou um decréscimo
significativo em relagdo aos valores normoxicos. Essa reducdo, atingiu o valor de 65,6 +
4,7% na PinspO, de 15,8 £ 0,6 mmHg. Ja o grupo operado, conseguiu manter a EO,
constante (cerca de 65%) como no grupo controle, mas ndo apresentou diminuicéo
significativa neste parametro em nenhuma PinspO; hipoxica (Figura 18).

Comparando-se 0s dois grupos experimentais, observou-se que o operado
mostrou valores mais baixos de EO, em todas as tensbes de O,, porém diferiram
significativamente apenas em normoxia e na tensao de 100 mmHg.

As espécies consideradas tolerantes a hipdxia apresentam uma alta EO, (acima
de 70% em normdxia) como observado em carpa, Cyprinus carpio (LOMHOLT &
JOHANSEN, 1979), pacu, Piaractus mesopotamicus (AGUIAR et al., 2002), traira,
Hoplias malabaricus (RANTIN et al., 1992), jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus
(OLIVEIRA et al., 2004) entre outros.

Trabalhos anteriores ja haviam mostrado que a tilapia-do-Nilo apresenta uma
alta EO, tanto em normdxia quanto em hipoxia até proximo a P.O,. Isto pode ser
analisado segundo a equacéo proposta por Dejours (1981):

VO, = V;. CinO2. EO,
Onde: CinO2 = Pingp02.00; (coeficiente de solubilidade de Oy)
De acordo com essa equagéo, diante de uma diminuigdo na PinsO2 havera um

aumento na VG para que a VO, e a EO, se mantenham constantes. Dessa maneira,

mesmo em hipdxia, o suprimento de O, é assegurado para suprir as necessidades
metabolicas do animal. Isto é valido para ambos 0s grupos experimentais, nos quais sao
mantidos constantes a \'/O2 e a EO, até proximo da P;O,.

Porém, a EO, pode sofrer uma queda durante a diminuicdo da PinspO2. Isso
acontece principalmente préximo ou abaixo da P.O,, quando o peixe ndo consegue
regular eficientemente as varidveis cardiorrespiratorias envolvidas nas respostas
compensatdrias frente a hipdxia. Nestas condi¢des a EO, pode chegar a metade do valor
encontrado em normoxia (FERNANDES & RANTIN, 1987). Essa grande reducdo da
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EO, ndo foi observada no presente estudo em nenhum grupo experimental. Porém
notamos uma queda de 20 e 10% nos grupos controle e operado, respectivamente, na
tensdo mais hipoxica.

Essa reducdo da EO, préximo ou na P.O, €, geralmente, conseqiiéncia de um

aumento muito alto na V , no sentido de se manter a VO, constante (FERNANDES &

RANTIN, 1989). Esse aumento da Vg faz com que um maior volume de 4gua passe

mais rapidamente sobre as branquias, reduzindo assim o tempo de difusdo do O, da agua

para o sangue, justificando, dessa maneira, a diminuicdo da EO, frente a um grande
aumento da Vg (HUGHES & SAUNDERS, 1970).
No presente estudo, o0 grupo controle apresentou a mesma tendéncia de aumento

na Vg com uma pequena diminuicdo da EO, durante hipdxia gradual. A partir da Pins,O2
de 44,2 + 1,1 mmHg a V, foi significativamente diferente dos valores normoxicos.

Nessa PinspO2, (44,2 + 1,1 mmHg), quando houve um aumento de 246% na VG (Figura
19), a EO, comecou a diminuir (82,1 + 4,4 para 74,1 + 4,3%). Esse decréscimo chegou a
20% (65,6 £ 4,4%) em relacdo ao valor normdxico, quando a ventilagdo sofreu um
aumento de 696% na tensdo hipoxica mais severa. Apesar disso, esse decréscimo (20%
PinspO2 15,8 + 0,6 mmHg) foi muito menor do que o encontrado por outros autores para
Oreochromis niloticus na mesma tensdo de O,. Thomaz et al. (2009) e Martins et al.
(2011) observaram um decréscimo muito maior, de cerca de 38% e 52%,

respectivamente, nas mesmas tensdes experimentais do presente trabalho. Porém,
Martins et al. (2011) registraram um aumento de 13 vezes na V, de tilapia-do-Nilo

contra 7,9 vezes no presente trabalho, o que justifica essa grande diminuicdo na EO,
encontrada por estes autores. Ao contrario, o presente trabalho corrobora os resultados
do trabalho de Kalinin (1996), o qual demonstrou uma EO, mantida em torno de 80%
até a PinspO, de 22 mmHg.

Ao analisarmos o grupo operado, observa-se surpreendentemente que os valores
de EO, estiveram por volta de 65% mesmo com a remocdo de cerca de 30% da
superficie respiratoria (DUTHIE & HUGHES, 1987). Em estudo da morfometria
branquial de til&pia-do-Nilo constatou-se uma grande frequéncia de lamelas secundérias
por filamento branquial (FERNANDES & RANTIN, 1986b). Esta informacéo aliada ao
fato que o numero de lamelas secundarias perfundidas com sangue bem como o fluxo

sanguineo pelos arcos branquiais pode ser aumentado e/ou redirecionado através de
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diferentes porcoes do sistema branquial (HUGHES, 1978) traz uma forte evidéncia que
isto ocorreu no presente estudo. Diante da condicdo extrema da diminuicdo da superficie
respiratoria o animal provavelmente aumenta a perfusdo sanguinea e o recrutamento
lamelar nos demais arcos a fim de manter uma taxa de consumo e uma extracdo
constante de O, com o objetivo de atender as demandas metabolicas e acionar os ajustes

cardiorrespiratérios, como um peixe intacto.

Tabela 3. Valores médios + S.E.M. da extracdo de O, da corrente ventilatoria (EO, - %)
dos grupos controle e operado frente a diminuicéo da PinspO-.

(EO; - %)
PinspO2 (MmHQ) Controle PinspO2 (MMHQ) Operado
1335+1,0 *82,1+4,4 132,1+0,5 *67,3+4,0
93,0+£0,9 *79,1+4,2 92,7+0,6 *65,0 + 4,7
63,8+1,4 77,142 63,1+0,8 65,4 +4,1
442 +1,1 74,1+4,3 414+11 63,5+4,3
25,0%0,6 67,8+4,4 25,7+0,7 61,9142
15,8+ 0,6 65,6 £4,4 17,0 £0,5 60,1 +4,1

NUmeros em negrito mostram a diferenca significativa dentro do préprio grupo em relagdo a normoxia.
(*) Diferenga significativa entre os grupos experimentais. Valores médios + SEM.; n = 10 (P < 0,05).
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Figura 18. Efeito da redugdo da PO, na agua inspirada (PinspO2) na extragdo de O, da
corrente ventilatoria (EO, - %). Simbolos vazios apontam diferenca
significativa dentro do mesmo grupo em relacdo a normoxia. Asteriscos (*)
mostram diferenca significativa entre os grupos experimentais. Valores
médios £ SEM.; n=10 (P <0,05).
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4.2.Parametros ventilatérios de Oreochromis niloticus em resposta ao NaCN.

4.2.1. Frequéncia respiratoria (fr) e Amplitude ventilatoria (Vamp)

Os valores médios da fr em resposta as injecdes internas (salina e NaCN) do grupo
controle e operado estdo representados graficamente na figura 19. A comparacdo da fg
dos dois grupos apos a injecdo interna de NaCN é mostrada na figura 20. A Vi de
ambos o0s grupos submetido as mesmas injecoes internas sdo apresentadas na figura 21.
A comparagéo da Vamp dos dois grupos apos a injegdo interna de NaCN € mostrada na
figura 22.

As variaveis respiratorias, fr € Vamp, €m resposta as injecOes externas (H.O e
NaCN), sdo mostradas nas figuras 23 e 25, respectivamente. As comparacfes dos dois
grupos frente a injecéo externa de NaCN de cada variavel, fr e Vamp, € apresentada na
figura 24 e 26, respectivamente.

O grupo controle e operado mostraram 0 mesmo padréo de resposta em relagéo as

injecBes de NaCN: aumento da V; demonstrado por aumentos da fr e da Vamp.

As respostas as injecdes internas tiveram uma duracdo maior do que as injecdes
externas. A fr do grupo controle atingiu um aumento de 54% 60s ap0s a injecdo interna
de NaCN e este parametro retornou préximo ao basal cerca de 5 minutos apds a injecéao
da droga (Figura 19A). A Vamp aumentou até 33% com a injecéo interna, retornando aos
seus valores basais a partir do 2° minuto (Figura 21A).

As injecOes externas desencadearam uma resposta mais rapida do que as internas,
no grupo controle. A f teve seu maior aumento (21%) 10 s ap0s a inje¢do, retornando a
seus valores de pré injecdo antes do final do primeiro minuto (Figura 23A). A Vamp
aumentou até 34% (10 s) e como na fg retornou rapidamente aos seus valores basais
(Figura 25A).

O grupo operado seguiu a mesma tendéncia de aumento dos parametros
ventilatorios como 0 grupo controle, com respostas mais rapidas frente as injecdes
externas e mais prolongadas com as internas.

A ablacdo do primeiro par de arcos branquiais ndo aboliu a elevagdo de nenhuma
variavel ventilatoria, porém as respostas foram atenuadas (Figuras 19B, 21B, 23B). A fg
e a Vamp aumentaram cerca de 19 e 18%, respectivamente, em resposta a estimulagéo
interna de receptores, retornando aos seus valores basais no segundo minuto apés a
injecdo. Em resposta a injecdo de NaCN externa a fr mostrou um aumento de até 13%

enquanto a Vamp de 38% e seus valores iniciais voltaram ainda no primeiro minuto.



Resultados e Discussao 53

E bem documentado na literatura que na maioria das espécies de peixes a
administracdo de NaCN promove alteracdes nos parametros ventilatorios (BURLESON
& MILSOM 1995; BURLESON & SMATRESK, 1990; LEITE et al., 2007;
MCKENZIE et al., 1995; MICHELI-CAMPBELL et al., 2009; MILSOM et al., 2002;
SUNDIN et al., 1999). O NaCN atua como blogueador da fosforilagdo oxidativa nas
mitocondrias, estimulando, dessa maneira, 0os quimiorreceptores (BURLESON et al.,
1992). Segundo Burleson & Milsom (1995) o NaCN atua estimulando somente o0s
quimiorreceptores de O,, pois as respostas observadas em truta-arco-iris submetida a
diferentes substancias indicam que o NaCN ndo é uma droga irritante, uma vez que nao
foi observada tosse ou apnéia, que seriam indicativos de estimulacéo de nociceptores ou
receptores olfatorios.

Além disso, registros da atividade neural mostraram que os quimiorreceptores de O,
foram estimulados por NaCN interna e externamente em arcos branquiais isolados de
truta (BURLESON & MILSOM, 1993).

Diante disso, muitos trabalhos tém sido feitos em busca da identificacdo e da
orientacdo dos receptores pela técnica de denervacdo branquial e administracdo dessa
droga. Porém, assim como a identificacdo da localizacdo dos quimiorreceptores, a
orientacdo dos mesmos é de dificil compreensdo, uma vez que também ndo ha uma
padronizacdo em relacdo as espécies, mesmo em espécies muito proximas ha
divergéncia na orientacao desses receptores.

A traira (Hoplias malabaricus) apresenta qumiorreceptores que modulam a fr
presente nos 4 arcos branquiais e orientados externamente, enquanto a Vamp € acionada
por receptores também localizados em todos os arcos, porém orientados internamente e
externamente, alem de possuir receptores extrabranquiais externos (SUNDIN et al.,
1999). Ja trairdo (Hoplias lacerdae) apresenta receptores para a fr somente no 1° par de
arcos branquiais orientados internamente. A Vamp, pelo contrério, é acionada por
receptores localizados nos 4 arcos branquiais orientados tanto interna quanto
externamente (MICHELI-CAMPBELL et al., 2009). Do mesmo modo que em traira,
estudos feitos com tambaqui, (Colossoma macropomum) (MILSSON et al., 2002;
SUNDIN. et al., 2000) jeju, (Hoplerythrinus unitaeniatus) (LOPES et al., 2010) e pacu
(Piaractus mesopotamicus) (LEITE et al., 2007) mostraram receptores extrabranquiais
envolvidos nas alteragdes da Vamp que monitoram a PO, tanto da agua quanto do sangue.

No presente trabalho, a0 compararmos 0s dois grupos nota-se que houve uma

atenuacdo das respostas apos as inje¢des de NaCN, exceto na Vamp apos injecéo externa
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(Figura 25). Essa mesma tendéncia foi encontrada ap6s denervagdo do 1° arco branquial
na Vamp €M trairdo e na fr em resposta a injecao interna em pacu. Essas respostas
mostram a existéncia de quimiorreceptores, mas ndo exclusivamente, no primeiro arco
branquial.

Ao obervarmos os dois grupos em relacdo as injecfes, nota-se que houve maior
aumento na Vamp do que na fr com as injecdes externas de NaCN, assim como observado
em hipoxia. Enquanto que, as inje¢des internas provocaram no grupo controle um maior
incremento na fr € no grupo operado a elevacdo de ambos os parametros. Segundo
Milsom (1996) nenhum dos estudos comprovou se a orientacdo dos quimiorreceptores é
um aspecto comum de todos 0s peixes, ou se esta associada as diferencas no habitat de
cada espécie.

H& evidéncias de que as espécies que vivem em ambientes frequentemente
hipoxicos necessitem de mais sitios de deteccdo da PO, para acionar mecanismos
compensatérios rapidamente. Como exemplo, podemos citar a traira que apresenta
quimiorreceptores de O, ligados a fr € a Vamp €m todos os arcos branquiais, e ainda
extrabranquiais ligados ao Gltimo parametro (SUNDIN et al., 1999), enquanto trairdo,
espécie pertencente a0 mesmo género, porém recorrente de aguas bem oxigenadas,
apresenta receptores que modulam a fz somente no 1° arco branquial orientados
internamente. Segundo Micheli-Campbell et al. (2009) a disparidade na distribuicdo de
quimiorreceptores O, entre estas duas espécies estreitamente relacionadas esta associado
aos respectivos ambientes em que elas habitam.

Nota-se que no presente trabalho, com a remocdo do primeiro arco branquial, apos a
injecdo externa de NaCN, a Vamp do grupo operado mostrou aumento (38%) maior
comparada ao grupo intacto (34%), além do que em hipoxia o grupo operado apresentou
de uma elevacéo de 367% nesse parametro.

A tilapia-do-Nilo, assim como a traira, vive em ambientes frequentemente
hipoxicos. Dessa maneira, precisaria essa espécie de mais sitios de detecgdo de PO,
orientados externamente (monitorando continuamente a PinspO2) que modulem
alteragcfes na V,mp? Uma vez que a elevagdo desse parametro € menos custosa
energeticamente do que aumento da fg.

Essa resposta é de dificil afirmagdo, uma vez que sdo necessarios mais estudos com
esta e com outras espécies, além de avaliagdo das evidéncias adaptativas e/ou
evolutivas. Porém, ao compararmos trairdo e traira nota-se a influéncia do habitat onde

vivem essas espécies de peixes com a padronizacdo do local e orientacdo dos receptores.
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Porém, essa hipGtese ndo pode ser estendida para outras espécies, visto que s&o
necessarios mais estudos para confirmar qualquer hipotese.

Frente ao exposto, ressalta-se a presenca dos quimiorreceptores que ndo estdo
confinados somente ao primeiro par de arcos branquiais em tilapia-do-Nilo e, além
disso, que os receptores que controlam os parametros respiratorios estdo envolvidos no

monitoramento tanto interno (sangue arterial) quanto externo (agua inspirada) da POx.
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Figura 19. Frequéncia respiratéria (fr) de tilapia-do-Nilo apds injecdes internas de
salina e NaCN no grupo controle (A) e operado (B). A seta indica o
momento da injecdo e os simbolos vazios representam diferenca
significativa dentro do grupo em relacdo aos respectivos valores basais
(pré-injecdo). Os pontos sdo médias £ SEM.; n= 10, (P <0,05).
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Figura 20. Comparacdo da frequéncia respiratoria (fr) do grupo controle (barras
brancas) e operado (barras pretas) apds injecdo interna de NaCN. Os
asteriscos mostram diferenca significativa entre os dois grupos. Os pontos
sd0 médias + SEM.; n =10, (P <0,05).
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Figura 21. Amplitude ventilatoria (Vamp) de Oreochromis niloticus apds injegoes
internas de salina e NaCN no grupo controle (A) e operado (B). Os
simbolos vazios mostram diferenca significativa dentro do grupo em
relacdo aos respectivos valores basais (pré-injecdo). Os pontos sdo médias
+ SEM.; n= 10, (P <0,05).
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Figura 22. Comparacdo da amplitude ventilatoria (Vamp) do grupo controle (barras
brancas) e operado (barras pretas) apo6s injecdo interna de NaCN. Os
asteriscos representam diferenca significativa entre os dois grupos. Os
pontos sdo médias + SEM.; n = 10, (P <0,05).
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Figura 23. Frequéncia respiratoria (fr) de Oreochromis niloticus apds injecdes externas
de H,O e NaCN no grupo controle (A) e operado (B). A seta indica o
momento da inje¢do e os simbolos vazios mostram diferenca significativa
dentro do grupo em relacéo aos respectivos valores basais (pré-injecdo). Os
pontos sdo médias + SEM.; n = 10, (P < 0,05).
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Figura 24. Comparacdo da frequéncia respiratoria (fr) do grupo controle (barras

brancas) e operado (barras pretas) apos injecdo externa de NaCN. Os
asteriscos mostram diferenca significativa entre os dois grupos. Os pontos
sdo médias + SEM.; n = 10, (P <0,05).
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Figura 25. Amplitude ventilatoria (Vamp) de Oreochromis niloticus apds injegdes
externas de H,O e NaCN no grupo controle (A) e operado (B). Os
simbolos vazios mostram diferenca significativa dentro do grupo em
relacdo aos respectivos valores basais (pré-injecao). Os pontos sdo médias
+ SEM.; n =10, (P <0,05).
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Figura 26. Comparagdo da amplitude ventilatoria (Vamp) do grupo controle (barras
brancas) e operado (barras prestas) ap6s injecdo externa de NaCN. Os
asteriscos representam diferenca significativa entre os dois grupos. Os
pontos sao médias + SEM.; n = 10, (P<0,05).

4.3. Parametro cardiaco de Oreochromis niloticus frente a reducdo gradual da PO,
na agua.

4.3.1. Frequéncia cardiaca (fu)

Os valores médios da frequéncia cardiaca fy (bpm) frente a diminuicéo da Pins,O2
sdo mostrados na tabela 4 e apresentados graficamente na figura 27.

O grupo controle apresentou uma fy constante em torno de 45 bpm, porém sem
nenhuma alteracdo significativa desse pardmetro frente a hipoxia (tabela 4). Os valores
médios da fy diferiram um pouco dos encontrados em trabalhos anteriores com a mesma
especie, fy ~ 36, Thomaz et al. (2009) e fy ~ 60, Martins et al. (2011).

No grupo operado notou-se uma fy praticamente constante (em torno de 55 bpm)
até a PinpO2 de 41,4 + 1,1 mmHg, abaixo da qual houve uma diminuigdo na fy
(bradicardia), atingindo uma reducéo de 26% na Pi,s,O, de 17,05 = 0,5 mmHg.

Comparando-se 0s dois grupos, observou-se que o operado apresentou uma
elevacdo da fy de repouso, apresentando em normdxia um aumento de 31% quando

comparado ao grupo controle, mantendo-se elevada em todas as PinspO>.
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Relacionando os dois grupos notamos que a bradicardia foi constatada apenas no
grupo operado (PinspO2 de 25,7 £ 0,7 e 17,05 £ 0,5 mmHg). O grupo controle nestas
mesmas PinspO2 mostrou uma tendéncia de diminuicéo da fy, porém esses valores néo
foram considerados estatisticamente significativos (Figura 27).

Os valores médios da fy encontrados no presente estudo diferiram dos trabalhos
de Thomaz et al. (2008) e Martins et al. (2011) provavelmente por se tratar de grupos de
peixes diferentes e também por influéncia da época do ano na qual foram realizados os
experimentos.

Ao relacionarmos os dois grupos em normoxia, observa-se um aumento da fy de
repouso no grupo sem o 1° par de arcos branquiais. Essa mesma resposta foi encontrada
em estudo com pacu (LEITE et al., 2007), trairdo, (MICHELI-CAMPBELL et al., 2009)
e traira (SUNDIN et al., 1999) quando estas espécies foram submetidas a denervacgéo do
primeiro arco branquial, e essa resposta persistiu em correspondéncia ao maior grau de
denervacdo das branquias. Segundo Leite et al. (2007) essa resposta poderia estar ligada
a diminuicdo da resisténcia vascular ou a auséncia de informacdes sensoriais que
estariam presentes no primeiro arco branquial e influenciariam na regulagéo da fy, ou
ainda a ambas as hipdteses.

Em tilapia-do-Nilo, torna-se dificil explicar a origem desse aumento dos valores
de repouso da fy. Ndo podendo ser descartada ainda a hipdtese desse aumento nos
valores de repouso da fy estar relacionada ao estresse causado pelo procedimento
cirtrgico de remocéo do 1° arco e/ou aos protocolos experimentais.

A f permanece elevada no grupo operado em relacdo ao controle em todas as
PinspO2, mesmo nas tensdes mais hipoxicas. Uma outra hipotese para a elevagédo desse
parametro seria 0 aumento do retorno venoso ao coragdo. A auséncia do primeiro arco
faria com que o sangue tivesse uma estrutura a menos para irrigar e ser armazenado,
voltando assim mais rapidamente para o coragdo 0 que promoveria um aumento da fy.

Uma das funcbes primarias do sistema cardiovascular é levar substancias das
células e para estas. Para isso, esse sistema deve ser regulado para combinar a
circulagdo sanguinea com metabolismo, com o objetivo de distribuir os nutrientes,
gases, hormdnios, recolher residuos celulares, etc (WITHERS, 1992). Assim, é de
fundamental importancia manter a regulacdo desse sistema para minimizar o gasto de
energia e manter uma captacdo adequada de O, pelos Orgdos respiratorios. Dessa

maneira, frente a hipoxia, essa regulacdo otimiza as trocas gasosas e depende de



Resultados e Discussao 65

mudancas no fluxo e pressdo sanguineas atraves de alteracbes no ritmo cardiaco e
ajustes sistémicos na resisténcia branquial vascular (REID et al., 2006).

Uma resposta comum a hipdxia em peixes é uma diminuicdo na fy, a chamada
bradicardia hipoxica (BUTLER & TAYLOR, 1971; RANDALL, 1982; TAYLOR,
1992). Essa resposta se origina de um aumento na atividade parassimpatica e
estimulacao subsequente de receptores muscarinicos (TAYLOR, 1992). Esta bradicardia
é uma resposta reflexa (BURLESON & SMATRESK, 1990; FRITSCHE & NILSSON,
1989) e entre os seus beneficios estd 0 aumento do tempo de residéncia de sangue nas
lamelas secundarias, levando a um maior tempo de difusdo de O, da dgua para 0 sangue,
aumentando dessa maneira a capacidade de difusdao das branquias (GILMOUR &
PERRY, 2007; SATCHELL, 1960).

Além disso, a bradicardia, por resultar em um aumento na pressdo sistolica
devido ao maior tempo de enchimento ventricular (Lei de Frank-Starling), proporciona
um aumento do recrutamento das lamelas secundarias, que nao estavam sendo utilizadas
em normdxia, e uma maior extracdo de O, pelas branquias (FARRELL et al., 1980). A
bradicardia, associada a hiperventilacdo branquial, também proporciona um adequado
sincronismo cardiorrespiratorio (RANDALL, 1982).

O coracdo dos peixes tem uma alta capacidade de aumentar o volume sistolico
(VS) o que permite que o débito cardiaco (DC) se mantenha constante durante a
bradicardia hipoxica (FRITSCHE & NILSSON, 1989). Apesar de algumas espécies
manterem o DC como encontrado em truta (Onchorynchus mykiss) (WOOD &
SHELTON, 1980) outras demonstram queda nesse parametro como observado em
atlantic cod (Gadus morhua) (FRITSCHE & NILSSON, 1989), durante a bradicardia
hipéxica. O aumento do tempo em que o sangue fica nas lamelas secundérias associado
a diminuicdo do DC aumenta a eficiéncia da troca gasosa (REID et al., 2006).

Conjuntamente a isso, essa resposta cardiaca frente a hipoxia poderia beneficiar
diretamente o coracdo, pois devido ao aumento do VS este 6rgdo sofreria um
estiramento das camaras cardiacas, reduzindo dessa maneira a distancia de difuséo para
0 O, melhorando a fungdo do miocardio (FARRELL, 2007).

Por outro lado, Glass et al. (1991) questionam se a bradicardia hipdxica é mesmo
um ajuste cardiovascular frente a hipoxia ou seria a resposta de uma disfuncdo do
miocardio. Segundo Rantin et al. (1998) a bradicardia observada quando o peixe é
submetido a tensdes muito baixas de O,, abaixo da P.O,, coincide com alteracdes dos

sinais eletrocardiograficos do coracao indicativos de isquemia cardiaca. Pacu (LEITE et
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al., 2007), tambaqui (SUNDIN et al., 2000) e traira (SUNDIN et al.,, 1999)
apresentaram bradicardia em tensdes de O, muito baixas, mesmo ap0os denervacao total
das branquias. Tambaqui (SUNDIN et al., 2000) e traira (SUNDIN et al., 1999)
submetidos a0 mesmo protocolo de denervacdo total e atropinizados continuaram
apresentando bradicardia, demonstrando esse efeito localizado da hipdxia no musculo
cardiaco, corroborando o que foi proposto por Glass et al. (1991) e Rantin et al. (1998).

Outros trabalhos vém questionando se a bradicardia hipoxica melhora a

transferéncia de O, para as branquias. Em estudo com bacalhau do atlantico, Gadus
morhua, ap6s a denervagio do nervo vago nio foi observada alteragio na VO, e na

P.O, em hipdxia (MCKENZIE et al., 2009). A mesma tendéncia foi encontrada para a
enguia (Anguilla anguilla) e truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) que apds a
administracdo de atropina ndo foi constatada alteracdo na P.O,, indicando que a
bradicardia n&o contribuiu para a manutengdo da VO, (IVERSEN et al., 2010; PERRY
& DESFORGES, 2006)

Enquanto que em dogfish (Scyliorhinus canicula) foram encontradas respostas
conflitantes, Short et al. (1979) mostraram que ap0s a denervacdo do vago, a auséncia
da bradicardia frente a hipdxia ndo alterou a captacdo de O, branquial. Por outro lado,
Taylor & Barret (1985) constataram que nesta mesma espécie, ap6s o bloqueio
farmacolégico da bradicardia, houve uma diminuicdo na difusdo de O, branquial em
hipoxia.

Estes trabalhos enfatizam que a bradicardia teria a fungdo de proteger o
desempenho cardiaco e beneficiar o suprimento de O, para o coracdo. A bradicardia
hipoxica protegeria a extracdo de oxigénio pelo miocérdio por aumentar o tempo
diastdlico final, e, assim, o tempo de residéncia do sangue dentro do lumen do coracéo.
Além disso, 0 aumento do volume diastdlico final, que estd associado com a reducgéo da
taxa cardiaca, pode alongar o coragdo, aumentar a area de superficie exposta ao sangue
venoso e reduzir a distancia de difusdo de oxigénio (FARREL, 2007).

Tambeéem tem sido sugerido que o maior beneficio da bradicardia pode ser a
reducdo do trabalho cardiaco, enquanto melhora a contratilidade através de um efeito de
forca-frequéncia negativa (FARREL, 2007; TAYLOR et al., 1977). Segundo Perry &
Desforges (2006), a hiperventilacdo observada em peixes teledsteos e elasmobranquios
pode ser um dos principais contribuintes para 0 aumento da transferéncia de oxigénio

branquial durante exposicéo a hipdxia.
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Diante disso, notamos que a bradicardia hipdxica tem sido bem documentada,
porém, nota-se que seu significado fisiologico ndo é completamente compreendido
(OLIVEIRA et al., 2004).

No presente trabalho ndo foi observada bradicardia hipoxica consistente no
grupo controle apesar da tendéncia de diminui¢do da fy. Apenas no grupo operado
notou-se essa reposta a partir da PinsyO2 de 25,7 + 0,7 mmHg (tenséo de 30 mmHg). Em
outra espécie tolerante a hipoxia, a traira, Hoplias malabaricus, observou-se bradicardia
abaixo da tensdo de 20 mmHg. Outros peixes considerados menos tolerantes & hipdxia
apresentam bradicardia em tensGes mais altas de O,, como é o caso de trairdo (Hoplias
lacerdae) que mostra bradicardia em 35 mmHg (RANTIN et al., 1993), ou mesmo o
dourado (Salminus maxillosus) considerada uma espécie pouco tolerante a hipoxia,
mostra bradicardia na tensdo de O, de 70 mmHg (SOUZA et al., 2001). A Pixs,O2 na
qual ocorre bradicardia corresponde a PO, na qual a taxa metabdlica do peixe também
comeca a cair, ou seja, abaixo da P.O,. Assim, a diferenca na sensibilidade do musculo
cardiaco diante da hipoxia parece diferir de acordo com a espécie, habitats e estilo de
vida (RANTIN et al., 1993; SOUZA et al., 2001).

Apbs a remocdo do 1° arco branquial em tilapia-do-Nilo a bradicardia néo foi
abolida. Tendéncia diferente foi encontrada em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss,
gue mostrou, apos a remocdo do primeiro par de arcos branquiais, uma diminuicao da fy
em relacdo ao grupo intacto em normoxia, mas ndo apresentou bradicardia quando
submetida a hipercarbia (aumento na PCO;, na 4gua) (PERRY & REID, 2002). A
bradicardia foi abolida em traira, Hoplias malabaricus, quando submetida a hipoxia
apos a denervacdo do nervo glossofaringeo (IX) e do primeiro ramo do vago (X) que
inervam o primeiro par de arcos branquiais (SUNDIN et al., 1999). Essas respostas
indicam a presenca de quimiorreceptores responsaveis por mediar a bradicardia
confinados no 1° par de arcos braquiais nessas espécies. Por outro lado, em pacu,
Piaractus mesopotamicus (LEITE et al., 2007), trairdo, Hoplias lacerdae (MICHELI-
CAMBELL et al., 2009) e tambaqui, Colossoma macropomum, (SUNDIN et al., 2000)
a denervacdo do 1° par de arcos branquiais no aboliu a bradicardia hipdxica, indicando
a presenca de quimiorreceptores envolvidos no controle da fy nos demais arcos
branquiais. No presente estudo, no qual a ablacdo bilateral do primeiro par de arcos
branquiais e, consequentemente, a eliminacdo total de seus quimiorreceptores e
respectivos ramos dos nervos cranianos IX e X, observou-se bradicardia hipdxica no

grupo operado (Figura 28). Esta € uma evidéncia de que, em tilapia-do-Nilo, os
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quimiorreceptores de O, branquiais envolvidos na mediagdo da bradicardia hipoxica ndo

estdo confinados no primeiro par de arcos branquiais.

Tabela 4. Valores médios + S.E.M. da frequéncia cardiaca (f4 - bpm) no grupo controle
e operado frente as reducGes da PO, da agua.

fu (bpm)

PinspO2 (MmMHQ) Controle PinspO2 (MMHQ) Operado
133510 *44,8 + 3,2 132,19+ 0,5 *58,9+ 3,0
93,0£0,9 *46,7 £ 3,1 92,79 +0,6 *57,1+£34
63,8+14 *46,8 £ 3,1 63,15+ 0,8 *57,1+3,0
442 +11 *46,9 + 3,2 4145+11 *56,6 + 3,2
25,0x£0,6 44,1 +£ 3,2 25,75+ 0,7 48,6 £ 3,0
158+0,6 42,1 +£3,2 17,05 £0,5 43,029

NUmeros em negrito mostram a diferenga significativa dentro do mesmo grupo em relagdo & normoxia.
(*) apontam diferenca significativa entre os grupos experimentais. Valores médios + SEM.; n = 10 (P <
0,05).
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Figura 27. Efeito da hipdoxia gradual na frequéncia cardiaca (fy - bpm) do grupo
controle e operado. Simbolos vazios apontam diferenca significativa dentro
do mesmo grupo em relacdo a normodxia. Asteriscos (*) indicam diferenca
significativa entre 0s grupos experimentais. Valores médios + SEM.; n =
10(P <0,05).
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Figura 28. Registro dos complexos QRS em Oreochromis niloticus do grupo operado,
na tensdo de 140 mmHg (A) e 20 mmHg (B), para contagem e obtencédo da
frequéncia cardiaca (fy - bpm). Detalhe para bradicardia evidenciada na
tensdo de 20 mmHg.

4.4. Parametro cardiaco de Oreochromis niloticus em resposta ao NaCN.
4.4.1. Frequéncia cardiaca (fu)

Os valores médios da fy em resposta as injecfes internas de NaCN no grupo
controle e operado estdo graficamente apresentadas na figura 29, enquanto que as
respostas as injecdes externas de ambos o0s grupos sdo mostradas na figura 31.

As comparacdes da fy dos dois grupos em resposta as injecOes interna e externa
de NaCN sdo mostradas nas figuras 30 e 32.

Da mesma maneira que 0s parametros ventilatérios, as injecGes internas e
externas de NaCN provocaram alteragdo na fy (Figura 33). As respostas incluiram
diminuicdo dos batimentos cardiacos (bradicardia) com rapido retorno aos valores
basais em ambos 0s grupos.

Apo0s a injecdo interna de NaCN, o grupo controle apresentou uma diminuigdo
dos seus valores pré injecdo de até 56% (60s), seguido de taquicardia nos minutos
seguintes, retornando aos seus parametros basais somente apds 5 minutos (Figura 29A).

O grupo operado apresentou uma reducéo de até 46% (40s) na fy, porém ndo apresentou
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taquicardia como no grupo controle, provavelmente por ndo demonstrar uma bradicardia
tdo acentuada (Figura 29B).

Em resposta a injecdo externa de NaCN, o grupo controle novamente mostrou
bradicardia porém mais breve e acentuada, de até 80% (10s), elevando seus batimentos
ainda no primeiro minuto (Figura 31A). Igualmente a injec&o interna, o grupo controle
mostrou taquicardia durante 0s minutos seguintes e o retorno aos valores basais ficou
préximo dos 5 minutos. O grupo operado, como observado na injecdo interna,
demonstrou uma atenuacdo da resposta com bradicardia atingindo o aumento méximo
de 57% (10s) elevando seus valores ainda no primeiro minuto (Figura 31B). A
taquicardia apresentada no grupo operado foi bem menor do que a observada no grupo
controle.

Como dito anteriormente, 0 NaCN atua em uma das etapas da respiragdo celular: a
cadeia respiratoria ou fosforilacdo oxidativa. A fosforilacdo oxidativa envolve a reducéao
de O, a H,0, sendo os elétrons doados pelo NADH e FADH, e a energia liberada é
usada para a formacédo de ATP (a partir de ADP+ Pi).

Existem trés tipos de transportadores de elétrons na cadeia respiratoria: ubiquinona,
citocromo e proteinas Fe-S (ferro - enxofre). O cianeto se liga ao Fe** do citocromo c,
bloqueando a citocromo aa3 (enzima que medeia a transferéncia de elétrons para o
oxigénio molecular) (Figura 34).

Dessa maneira, em presenca de NaCN ndo ha consumo de O, levando a anodxia
histotoxica (ONG, 1989) e também a sintese de ATP deixa de acontecer.

Assim, como o O, ndo consegue ser liberado aos tecidos € necessario que o animal
acione algum ajuste cardiorrespiratorio para manter a homeostase do organismo. Da
mesma forma que em hipdxia, apds as injecOes de NaCN observa-se a bradicardia na
maioria das espécies de peixes estudadas, juntamente com aumento da ventilacao.

Como discutido para os parametros ventilatorios, os quimiorreceptores de O,
envolvidos nas respostas cardiacas também ndo apresentam um padréo na localizagéo e
orientagéo.

Segundo Burleson et al. (1992) a maioria dos teledsteos de respiracao
exclusivamente aquéatica apresentam receptores que medeiam a fy localizados no
primeiro arco branquial e orientados externamente como encontrado no bacalhau do
atlantico, (Gadus morhua) (FRITSCHE & NILSSON, 1989). Sea raven (Hemitripterus
americanus) (SAUNDERS & SUTERLIN, 1971) e o esturjdo (Ascipenser naccarii)
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(MCKENZIE et al., 1995) também apresentam receptores voltados para 0 meio externo
envolvidos na resposta da bradicardia.

Porém, com o0 aumento do numero de espécies estudadas nota-se que 0s receptores
envolvidos na modulacdo da fy ndo estdo somente orientados externamente. Como
exemplo temos a traira que apresenta quimiorreceptores localizados no 1° arco branquial
e orientados internamente, modulando a f; (SUNDIN et al., 1999). Ja o elasmobranquio
“dogfish” apresenta receptores monitorando a PO, da agua e distribuidos na cavidade
orobranquial (BARRET & TAYLOR, 1984). Enquanto que, jeju, Hoplerythrinus
unitaeniatus, (LOPES et al., 2010), trairdo, Hoplias lacerdae, (MICHELI-CAMPBELL
et al., 2009), pacu, Piaractus mesopotamicus, (LEITE et al., 2007) e tambaqui,
Colossoma macropomum, (SUNDIN. et al., 2000) apresentam receptores em todos 0s
arcos branquiais e orientados tanto interna quanto externamente, modulando a f.

No presente trabalho, nota-se a mesma tendéncia de distribuicdo dos
quimiorreceptores em todos 0s arcos branquiais monitorando a PO, tanto do sangue
guanto a agua.

Porém, ao compararmos o0s dois grupos observa-se uma bradicardia menos
acentuada no grupo operado (Figuras 30 e 32). A mesma resposta de atenuacdo da
resposta foi observada em catfish, Ictalurus punctatus, (BURLESON & SMATRESK,
1990) e apds as injecOes externas de NaCN com pacus com o primeiro par de arcos
branquiais denervados (LEITE et al., 2007).

Essas constatacfes demonstram que em tilapia-do-Nilo existem receptores
localizados no 1° arco branquial que modulam a fy, mas ndo exclusivamente neste local.
Os quimiorreceptores sdo orientados internamente e externamente e provavelmente séo

distribuidos por todos os arcos branquiais.
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Figura 29. Respostas cardiacas (fy) de Oreochromis niloticus apés injecdes internas de

salina e NaCN no grupo controle (A) e operado (B). A seta indica o
momento da injecdo. Os simbolos vazios indicam diferenca significativa
dentro do grupo em relacdo aos respectivos valores basais (pré-injecéo). Os
pontos sao médias + SEM.; n =10, (P <0,05).
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Figura 30. Comparacéo da frequéncia cardiaca (fy) de Oreochormis niloticus, do grupo
controle (barras brancas) e operado (barras pretas) apés injecdo interna de
NaCN. Os asteriscos representam diferenca significativa entre os dois
grupos. Os pontos sdo médias + SEM.; n = 10, (P < 0,05).
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Figura 31. Frequéncia cardiaca (f4) de Oreochromis niloticus apos injecdes externas de
H,O e NaCN no grupo controle (A) e operado (B). Os simbolos vazios
demonstram diferenca significativa dentro do grupo em relacdo aos
respectivos valores basais (pré-injecdo). Os pontos sdo médias £ SEM.; n =
10, (P <0,05).



Resultados e Discussao

75

90 1
* *
80 A T
* 4 N
70 A
T * T
___ 60 A *
S *
o 4
5 50 %
*

I
oI 40 - 1 1

30 1 1

20

10 - ﬂ

0

0 10 200 30 40 50 60 120 180 240 300
Tempo (s)

Figura 32. Comparacao da frequéncia cardiaca (f4) de Oreochormis niloticus, do grupo
controle (barras brancas) e operado (barras pretas) ap0s injecao externa de
NaCN. Os asteriscos representam diferenca significativa entre os dois
grupos. Os pontos sdo médias = SEM.; n = 10, (P < 0,05).
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Figura 33. Tracados representativos dos registros dos complexos QRS e da pressao

intrabucal (Ppuca) €m Oreochromis niloticus, evidenciando as alteragbes
cardiorrespiratérias apresentadas ap0s administracdo
NaCN.
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5. Concluséao

Pelos resultados obtidos pode-se concluir:

a. A extirpacdo do primeiro par de arcos branquiais ndo provocou uma drastica
reducdo da VO,, considerando-se que aproximadamente ¥ da superficie

funcional respiratdria foi eliminada com a cirurgia.

b. A remocdo do primeiro par de arcos branquiais ndo aboliu nenhuma das
respostas ventilatorias (fr, V1 e, conseqiientemente, a V) de Oreochromis

niloticus frente a hipdxia gradual. Isto é uma forte indicacdo de que os
quimiorreceptores de O, branquiais envolvidos na mediagdo da
hiperventilagdo branquial em resposta & hipoxia ndo estdo restritos ao

primeiro par de arcos branquiais.

c. A remogédo do primeiro par de arcos branquiais ndo promoveu uma grande
diminuicdo na EO, em tilapia-do-Nilo. Pode-se concluir, portanto, que 0s
mecanismos homeostaticos cardiorrespiratorios acionados por esta espécie
foram eficientes na maioria das tensdes hipoxicas, compensando a extirpacao

de parte de sua area branquial de troca gasosa.

d. A ablacdo bilateral do primeiro par de arcos branquiais também n&o aboliu a
bradicardia hipoxica. Isto também é uma forte evidéncia de que o0s
quimiorreceptores de O, branquiais envolvidos na mediacdo da bradicardia

hip6xica ndo estdo restritos ao primeiro par de arcos branquiais.

e. Apo6s a administracdo intravenosa e intrabucal de NaCN nos peixes sem o
primeiro par de arcos branquiais notou-se apenas atenuacdo dos ajustes
cardiorrespiratorios, indicando a presenca de quimiorreceptores monitorando
tanto a PO, do sangue arterial quanto a PO, da agua inspirada em tilapia-do-
Nilo.
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