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SINOPSE

O aminoacido arginina € precursor do 6xido nitrico, uma molécula sinalizadora
com diversas funcdes no organismo, entre elas, a vasodilatacdo quando ha
aumento do atrito do sangue sobre o epitélio. A suplementacdo da dieta com
arginina, por meio do aumento da producdo de 6xido nitrico, tem mostrado
efeitos benéficos sobre o metabolismo de muitos animais, favorecendo a queima
de gorduras, a vasodilatacdo e 0 aumento da resisténcia ao estresse. Este
estudo investigou de que forma o exercicio e a hipdxia atuam sobre a produc¢ao
de 6xido nitrico nos musculos do tambaqui e matrinchd, e sua relagdo com o
desempenho natatério. Investigou também se a suplementacdo da racdo com
arginina ou seu antagonista, o L-NAME, interferem na producéo de éxido nitrico

nos musculos, no desempenho natatorio e nas respostas ao estresse.
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Desempenho natatério de tambaqui e matrincha:
aspectos ambientais e farmacologicos envolvendo o
oxido nitrico

O oxido nitrico é produzido a partir da L-arginina pela enzima Sintase do
oxido nitrico, sendo uma molécula sinalizadora com papel importante na
homeostase cardiovascular, neurotransmissdo, defesas imunoldgicas,
vasodilatacdo e desempenho muscular, entre outras. A arginina, por ser a
precursora do oxido nitrico, tem sido relatada como um suplemento para reduzir
0 estresse e aumentar o desempenho, na medida que aumentaria a perfuséo
sanguinea durante o exercicio. Este trabalho teve como objetivo verificar se o
oxido nitrico muscular atua para retardar a fadiga de peixes exercitados. Tem
também como objetivo verificar se a suplementacéo da racdo dos peixes com a
arginina ou L-NAME (seu antagonista) pode interferir no desempenho natatorio
ou na sua resisténcia ao estresse do exercicio. Ambas as espécies foram
submetidas aos seguintes experimentos: (a) exercicio incremental até a fadiga
(Ucrit); (b) exercicio prolongado e moderado (30 cm/s por 12 horas); (c) hipoxia
com acesso a superficie da agua; (d) hipéxia sem acesso a superficie da agua;
e (e) suplementacdo da racdo com 1 g/Kg de racédo de arginina, L-NAME ou
eguivalente em nitrogénio de alanina, e subsequente exposicdo dos animais ao
exercicio. Os resultados indicam que em tambaqui o 6xido nitrico s6 se eleva na
fadiga, e em matrinchad sua atuacdo ocorre nas fases iniciais do exercicio,
ajudando a retardar a fadiga por postergar a utilizacdo intensa dos musculos
brancos e 0 consequente acumulo de lactato. Indicam também que a
suplementacao da racdo com pequenas quantidades de arginina nao melhora o
desempenho natatério em nenhuma espécie, mas pode ajudar na recuperagao
do matrincha por permitir uma melhor perfusdo sanguinea, e na do tambaqui,

por meio do aumento das respostas do cortisol ao exercicio.



Swimming performance of tambaqui and matrincha:
environmental and pharmacologic effects involving the
nitric oxide

Nitric oxide is produced from L-arginine by the enzyme nitric oxide
synthase and is a signaling molecule with important role in cardiovascular
homeostasis, neurotransmission, immune defenses, vasodilation and muscle
performance, among others. Besides being the precursor of the synthesis of nitric
oxide, arginine has been reported as a supplement to reduce stress and increase
performance, since it increases the production of nitric oxide, increasing blood
perfusion during exercise. This study aimed to verify if the muscle nitric oxide acts
to delay fatigue of exercised fish. It also aims to identify whether supplementation
of fish feed with arginine or L-NAME (its antagonist) can interfere with swimming
performance or its resistance to stress of exercise. Both species were subjected
to the following experiments: (a) incremental exercise until fatigue (ucrit); (B)
prolonged and moderate exercise (30 cm/s for 12 hours); (C) hypoxia with access
to the water surface; (D) hypoxia without access to the water surface; and (e)
feed supplementation with arginine, L-NAME (1 g/Kg of feed) or equivalent
amount of alanine to balance nitrogen, and exposure of animals to subsequent
exercise. The results indicate that nitric oxide in tambaqui only rises at fatigue,
and in matrincha nitric oxyde takes place in the early stages of the swimming,
helping to delay fatigue by delaying energy dependence of white muscle and the
consequent accumulation of lactate. Results also indicates that feed
supplementation with small amounts of arginine can not increase swimming
performance in both species, but it can help in the recovery of matrincha by
allowing a better blood perfusion, and of the tambaqui, by raising the response of
the cortisol to exercise.

Vi



ABREVIATURAS E UNIDADES DE MEDIDA

g grama
cm centimetros

L litro

°C graus Celsius

mgO2/L miligrama de oxigénio por litro

% porcentagem

g forca de gravidade

h hora

rpm rotagbes por minuto

min minuto

mg/L miligrama por litro

mg/dL miligrama por decilitro

mM milimolar

mmoles/L milimoles por litro

pmoles/L micromoles por litro

umoles.mint.g* micromoles por minuto por grama de tecido
abs Absorbancia

nm nandmetros

mmHg milimetros de mercurio

ml O2/g.h mililitros de oxigénio por grama por hora
VO2 Max consumo de oxigénio maximo

SEM erro padrdo da média

LDH lactato desidrogenase

CS citrato sintase

HOAD 3-hidroxiacil CoA desidrogenase
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1. Introducéo

1.1. Caracterizacao da bacia amazonica

A Amazdnia ocupa 7,5 milhdes de km?, sendo que 65% esta no Brasil,
onde faz fronteira com Guiana Francesa, Suriname, Guiana, Venezuela,
Colémbia, Peru e Bolivia (revisto por Val e Almeida-Val 1995). Segundo Sioli
(1986) é o maior sistema tropical do mundo, sendo composto por inUmeros rios,
lagos, paranas, igarapés, praias e igap0s. Seu imenso sistema aquético despeja
cerca de 175000 m?3 de agua no Atlantico a cada segundo, o que resulta em

cerca de 20% do total de agua doce recebido por todos os oceanos (Sioli 1986).

Véarios tipos de agua podem ocorrer nos diferentes ambientes
amazonicos, mas em geral séo classificados como pretas, brancas ou claras. As
adguas brancas sdo provenientes dos Andes, ricas em sedimentos; como
exemplo temos o rio Solimdes. A coloracdo das dguas pretas sdo consequéncia
de acidos humicos e fulvicos, além de outras substancias; como principal
exemplo temos o rio Negro. As 4guas claras sao oriundas de solos pobres, com
alto teor mineral e menos matéria organica que os rios de agua preta; como

exemplos temos os rios Xingu e Tapajos (Sioli 1984).

A temperatura da agua nos rios da bacia amazénica é considerada
constante, variando de 2941 °C no rio Solimfes a 30+1 °C no rio Negro, embora

grandes flutuacdes diarias possam ser observadas (Sioli 1986, 1991).

As variacBes nos niveis da agua sdo importantes na bacia amazonica,
podendo alcancar 17 metros em alguns pontos e sdo uma consequéncia direta
das chuvas, ndo geograficamente regulares na Amazoénia. As oscilagdes nos
niveis da agua afetam todas as formas de vida e suas interacfes, e Junk e
colaboradores (1989) propuseram que 0s pulsos de inundacéo sao as principais

forcas que dirigem a biota nestes sistemas.

Processos quimicos, fisicos e bioldégicos atuam para determinar a
quantidade de oxigénio dissolvido na agua dos rios amazobnicos. Nestes
sistemas as variagcdes de oxigénio dissolvido ocorrem em tempo muito curto,
podendo variar de quase zero, na varzea durante a noite, até a saturacéo no dia

seguinte ao meio-dia (Junk e Howard-Willians 1984). Essa variacéo rapida tem



implicagbes importantes, principalmente no padrdo respiratério dos animais
aguaticos (Val et al. 1986). Durante os periodos de cheia, quando nutrientes sédo
varridos da terra e represados, ocorre grande crescimento de plantas aquaticas.
Como resultado da respiracdao abundante da vegetacéo, os niveis de oxigénio
caem consideravelmente (Kramer 1978; Junk 1984). Outro fenbmeno importante
€ a estratificacdo, gerada ao longo do dia, e que se desfaz no final da tarde ou
devido aos ventos, causando queda na saturacdo do oxigénio da agua para
cerca de 10% (Junk 1984). Frequentemente, quantidades significativas de gas
sulfidrico s&@o suspendidas das profundezas atingindo a superficie,
principalmente em &reas onde a estratificacdo permanece por longos periodos
(Rai e Hill 1984).

1.2. A ictiofauna amazoénica

A fauna de peixes da Amazonia € maior que a de qualquer outro local do
planeta. As estimativas variam de 1300 a 2500 espécies, mas a medida que
avancam as pesquisas, indicios apontam para nameros ainda maiores (revisto
por Val e Almeida-Val 1995). A ictiofauna amazonica tem representantes de
quase todos os peixes de dgua doce, que colonizam praticamente todos os tipos
de habitats da bacia, mesmo 0s lagos com escassez de oxigénio e as aguas
pretas, com pH tao 4cido como 3,8 e com concentracao de ions similar a da agua
destilada (Lowe-McConnell 1987).

O grupo dos peixes teledsteos € o mais diversificado e abundante quando
comparado a qualquer outro grupo de vertebrados, com cerca de 2600 espécies
(Nelson 1984). Embora existam muitos peixes com respiracdo aérea obrigatoria
ou facultativa na Amazénia, a grande maioria é de respiracao aquatica (Val e
Almeida-Val 1995). Muitas espécies sdo capazes de detectar reducdo nas
concentragfes de oxigénio dissolvido, e até mesmo de antecipa-las, migrando
para outras regibes (Wotton 1990). Enquanto algumas espécies fogem dos
locais com pouco oxigénio dissolvido, outras, como por exemplo o tambaqui,
podem preferir ficar e enfrentar tais condicbes (Val e Almeida-Val 1995; Val et
al. 1998). Esta e outras espécies, em condi¢ces de baixo oxigénio, apresentam

o0 comportamento de se dirigirem a superficie da agua, onde ha mais oxigénio.



Dentre as espécies que apresentam este comportamento algumas também
apresentam uma adaptacdo morfolégica, que é a expansédo do labio inferior,
facilitando ainda mais o direcionamento da 4gua oxigenada para as branquias.
Colossoma macropomum, Brycon amazonicus, Mylossoma duriventris,
Mylossoma aureum, entre outras, possuem essa adaptacao morfolégica (Braum
e Junk 1982; Val e Almeida-Val 1995; Val et al. 1998). No tambaqui (Colossoma
macropomum), por exemplo, os labios aparecem apos 2 horas de hipdxia e,
juntamente com o desenvolvimento dos labios, varios ajustes bioquimicos e
fisiolégicos também ocorrem afim de diminuir os efeitos negativos gerados pela
falta de oxigénio. Essas modificagBes incluem diminuicdo dos niveis de ATP e
GTP intraeritrocitario, aumento da taxa metabdlica anaerdbica e aumento do
hematdcrito (Val et al. 1986; Val e Almeida-Val 1995; Muusze et al. 1998; Val et
al. 1998; Val 2000).

Existem basicamente trés tipos de processos migratorios praticados pelos
peixes amazodnicos: migracdes devido a flutuacdo nos niveis das aguas,
migragbes reprodutivas e migracdes alimentares. As migragfes devido as
flutuacBes do nivel da agua sédo geralmente mais curtas, atingindo no maximo
alguns quildmetros (Junk 1984). As migracdes de alimentacdo e reprodutivas
podem ser subdivididas em laterais e longitudinais. As laterais se referem
aquelas com destino as margens alagadas dos rios e, entdo, de volta as calhas
principais. As longitudinais se referem aquelas com destino as cabeceiras dos
rios. Varios fatores podem definir os movimentos migratorios dos peixes, como
por exemplo, os pulsos de inundacao, os niveis de oxigénio, os ciclos lunares,
as chuvas, etc (Goulding 1980; Junk 1984).

Entre os peixes que realizam migracdes longitudinais, os de maior
interesse econdmico sdo os caraciformes. Sao conhecidos por migrarem até 400
Km para desovarem e 0 objetivo seria deixar areas pobres em nutrientes em
direcdo a areas mais ricas, geralmente rio acima. A desova da maioria destas
espécies coincide com o periodo de cheia dos rios, quando aumenta a oferta de
areas alagadas, oferecendo mais refugio e alimento. Ela ocorre, geralmente, nas
calhas dos rios principais, mas as larvas sao rapidamente levadas pelas
correntezas e adentram as florestas alagadas onde se refugiam e iniciam seu

desenvolvimento (de Lima e Araujo-Lima 2004). Os caraciformes também



realizam migracdes laterais, a procura de alimentos como invertebrados,
macréfitas aquaticas, esponjas, briozoarios, peixes, frutas, sementes,
fitoplancton, detritos e algas. Os igapds representam uma importante fonte de
alimento, especialmente durante os periodos alagados, onde eles buscam frutas
e sementes, mesmo que o0s baixos niveis de oxigénio dificultem sua respiracéo
(Val e Almeida-Vval 1995).

A dieta dos peixes pode variar de acordo com a disponibilidade nos
periodos de cheia e seca. Um estudo com Colossoma macropomum, habitando
o rio Madeira, apresentou 94% do seu conteddo estomacal como frutos e
sementes de 13 espécies diferentes e os demais 6% de alimentos de origem
animal. Durante os periodos de seca a situacdo era inversa, sendo 90% do
conteddo estomacal de origem animal e 10% de frutas e sementes (Goulding
1980).

Dentre as espécies de maior importancia comercial para a pesca e
piscicultura na Amazobnia, estdo o tambaqui (Colossoma macropomum) e o
matrincha (Brycon amazonicus) (Oliveira 2012). O matrinch& possui importancia
destacada no estado do Amazonas, tanto na pesca quanto na piscicultura,
podendo atingir até 40 cm. E onivoro, consumindo basicamente frutos,
sementes, insetos e outros invertebrados; os jovens e pré-adultos podem optar
por pequenos peixes e artrépodes, enquanto os mais velhos preferem frutos e
sementes. Fazem migragdes tréficas e reprodutivas, inclusive a “arribagao”, ou
seja, dispersam rio acima durante a seca dos rios (Santos et al. 2006). O
tambaqui, também importante na economia regional, tanto na pesca quanto na
piscicultura, alcanca cerca de 110 cm de comprimento total e € uma espécie que
realiza migracfes reprodutivas, tréficas e de dispersédo. Durante a época de
cheia entra na mata inundada, onde se alimenta de frutos ou sementes. Durante
a seca, os individuos jovens ficam nos lagos de varzea onde se alimentam de
zooplancton e os adultos migram para os rios de aguas barrentas para desovar.
Na época de desova nao se alimentam, vivendo da gordura que acumularam

durante a época cheia (Santos et al. 2006).
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1.3. Desempenho natatorio em peixes

O desempenho natatério de peixes é considerado o principal aspecto que
determina a sobrevivéncia do animal, visto que pode influenciar na sua
capacidade de obter alimento, encontrar um parceiro, evitar condi¢des
desfavoraveis, encontrar locais de desova, etc. (Plaut 2001). O custo energético
da natacao é alto, ou seja, aumenta em oito vezes para se dobrar a velocidade,
sem contar 0s custos necessarios para se manobrar o corpo em diferentes
direcbes. Soma-se a isso o custo do equilibrio, ou seja, em velocidades baixas,
a manutencéao do equilibrio dos peixes gera um custo energético que diminui a
medida que ele acelera, devendo-se ao aprimoramento da hidrodinamica
(Boisclair e Tang 1993; Krohn e Boisclair 1994; Webb 1998).

Os peixes utilizam diferentes “marchas” para acelerar e, para isso, se
baseiam na utilizacdo de diferentes combinacbes de nadadeiras e
comportamento. Em geral, as nadadeiras médias e pares sdo usadas em
marchas mais baixas, enquanto nas mais altas e na aceleracdo, a nadadeira
caudal e a ondulacéo do corpo séo utilizados (Webb 1998; Alexander 2003). Os
dois principais tipos de musculos que suportam a nata¢do sao o de oxidacdo
lenta (ou vermelhos) e o glicolitico rapido (ou brancos). Os musculos vermelhos
tém menos poténcia, mas podem contrair-se indefinidamente, pois tem maior
suprimento de sangue, maior quantidade de mioglobina e mitocdndrias, alta
concentracdes de lipideos e citocromos, e alta atividade das enzimas da cadeia
respiratéria do acido citrico. Ao contrario, os musculos brancos sdo mais
potentes, porém fadigam rapidamente devido, principalmente, ao acumulo de
lactato, uma vez que sao predominantemente anaerdbicos e produzem energia
por fermentacdo. Isso quer dizer que nas marchas iniciais, ou seja, nas
velocidades mais baixas, os musculos vermelhos sdo predominantemente
utilizados, enquanto nas velocidades mais altas, os musculos brancos
predominam (Almeida-Val et al. 2006; Burgetz et al. 1998; Webb 1998). Peixes
que tem por habito nadar por longos periodos ou distancias tém maior
qguantidade de fibras musculares vermelhas, tendo portanto maior razao entre a
guantidade de musculo vermelho e muasculo branco no corpo. Ao contrério,
peixes com habitos territorialistas, com boa capacidade explosiva dos musculos

apresentam proporcdes de musculo vermelho menores, e em algumas espécies



0os musculos vermelhos sdo ausentes, como por exemplo, no ciclideo
Symphysodon aequifasciatus (Almeida-Val et al. 2006). Do ponto de vista
fisiolégico, o desempenho natatério dos peixes esta diretamente relacionado a
sua capacidade de transferir oxigénio e moléculas energéticas aos musculos, e
ao mesmo tempo, eliminar os subprodutos indesejaveis (Revisto por Webb,
1998).

Embora os peixes em geral necessitem de uma dieta rica em proteinas,
ndo se conhece a importancia da oxidagdo de aminoacidos na producgéo de ATP
durante o exercicio (Moyes e West 1995). Sabe-se que na truta arco-iris 0s
aminoacidos contribuem muito pouco em animais nadando a 80% da sua

capacidade aerdbica méaxima (Ucrit) (Van den Thillart 1986).

Os carboidratos, com importante participacdo na geracdo de ATP em
peixes exercitados, suprem o0s musculos vermelhos a partir do (1) glicogénio
intramuscular; (2) da glicose circulante no sangue e (3) da oxidac&o do lactato
produzido a partir do glicogénio dos musculos brancos (Moyes e West 1995;
Richards et al. 2002). Na maioria dos peixes, os depdsitos de glicogénio nos
musculos vermelhos séo discretos; portanto, apds poucas horas de exercicio de
baixa intensidade os peixes passam a se basear nas fontes externas de
carboidratos, como a glicose e o lactato circulante (Moyes e West 1995). Quando
0 exercicio atinge velocidades mais altas, os musculos brancos sao
predominantemente utilizados, e os animais fadigam em pouco tempo. Nestas
condicdes, a maior parte do ATP para o musculo é gerado a partir do glicogénio
armazenado no proprio musculo, sendo praticamente desprezivel a participacao

da glicose circulatéria (Moyes e West 1995; Richards et al. 2002)

Os lipideos sd@o responsaveis por suportar a natacdo moderada e
prolongada, mas 0os mecanismos ndo sao bem estabelecidos (Lauff e Wood
1996). Em sockey salmon, por exemplo, as lipoproteinas carreadoras dos
triglicerideos parecem suportar a migragdo, visto que suas concentracdes
diminuem drasticamente ap0s esse processo (Magnoni et al. 2006). Os acidos
graxos sao liberados a partir dos triglicerideos armazenados nos musculos
brancos, figado e visceras, por meio das lipases (Sheridan 1994; Moyes e West

1995; Magnoni et al. 2006). Lipases sdo estimuladas pelo cortisol e outros



horménios que sao liberados em diversas situacdes, inclusive durante o
exercicio em peixes (Sheridan 1994; Vijayan et al. 1997). Uma vez na circulacéo,
0s &cidos graxos séo oxidados pelos musculos vermelhos e podem até mesmo
inibir a oxidacdo de carboidratos, favorecendo a preservacéo deles para serem

usados em outros tecidos (Moyes e West 1995).

O desempenho natatorio de peixes, em laboratorio, pode ser classificado
em trés categorias: (1) sustentado, (2) prolongado e (3) explosivo. Sustentado é
aquele que pode ser mantido por longos periodos (>240 minutos) e €
predominantemente aerébico; o prolongado também é predominantemente
aerobico porém o peixe fadiga antes de 200 minutos, devido a deplecédo de
carboidratos e acimulo de lactato; e o explosivo é aquele com duracéo de menos
de 20 segundos, mantido de forma predominantemente anaerdbica, pela
fosfocreatina (Plaut 2001). O modo sustentado é usado principalmente durante
migracdes e atividades de rotina, como forrageamento. O explosivo é geralmente
usado para fugir de predadores ou atacar suas presas, ou ainda para manobras
agressivas quando as correntes de 4gua mudam repentinamente. O modo
prolongado ndo pode ser visto na hatureza, pois ndo se conhece uma condicao
na qual peixes nadam até fadigarem, exceto quando ha interferéncia humana,
como por exemplo, a pesca esportiva. No entanto, a natacao prolongada é muito
utilizada em laboratério, uma vez que o tempo de duracao do teste até a fadiga
nos da uma ideia da capacidade aerdbica do animal (Plaut 2001).

O teste elaborado por Brett em 1964 é de longe o mais utilizado para se
medir a capacidade aerdbica de peixes. Neste teste os peixes séo transferidos
para um tunel de natagcédo, com capacidade de controlar a velocidade da agua, e
sdo permitidos se recuperarem por 2 horas em uma velocidade de 10
centimetros por segundo (cm/s). Apos esse periodo, a velocidade é aumentada
em 10 cm/s a cada 30 minutos, até que ocorra a fadiga do peixe. Sabemos que
esse teste € uma medida da capacidade aerdbica do animal, com uma maior
participacdo do metabolismo anaerdbico, proxima a sua velocidade de fadiga
(Hammer 1995; Burgetz et al. 1998; Richards et al. 2002; Martinez 2003; Peake
e Farrell 2004). Este teste é frequentemente usado também para se determinar
o efeito de diferentes condi¢cdes ambientais sobre a capacidade aerdbica dos

peixes, ja que desta forma podemos prever os efeitos ecologicos destas



condicbes (ex: hipoxia, metais pesados, temperatura, etc) (Plaut 2001). Embora
ndo esteja definitivamente provado que a capacidade natatdria dos peixes,
medida pelo teste de Ucrit, esteja diretamente relacionado com o seu ajuste no
ambiente e a sua sobrevivéncia, € pelo menos a melhor medida ecofisiologica
disponivel para se prever consequéncias ecologicas, especialmente em peixes
migradores (Plaut 2001).

Conforme mencionado anteriormente, o matrinchd é uma espécie que
realiza a arribacdo e isso certamente estd relacionado com o seu melhor
desempenho natatoério (Ucrit), quando comparado com o tambaqui, espécie que
realiza migracées em menor escala. O que ainda ndo sabemos é se esse melhor
desempenho pode ser explicado apenas pelo formato mais fusiforme e
hidrodindmico do matrinchd, ou se h& diferencas bioquimicas e fisiol6gicas entre
as espécies que podem definir esta condicdo. Uma vez estabelecido isso,
poderemos entender melhor de que forma as pressdes ambientais amazdénicas
direcionaram de forma diferente a relagdo delas com o ambiente em que vivem
e, por conseguinte, a evolucao dessas espécies. O cultivo de matrincha em agua
corrente mostra-se favoravel ao ganho de peso e melhor conversdo alimentar
(Ferreira 2013). Uma possivel explicacdo para os efeitos benéficos do cultivo
desta espécie em agua corrente é o efeito sobre a agressividade, uma vez que
apresenta hierarquia de dominancias, mas muda o comportamento e diminui a
frequéncia dos ataques sob exercicio. Isso favoreceria o consumo de ragéo e a
reducdo do estresse que, sabidamente, impedem a liberacdo do cortisol,
melhorando a conversdo alimentar (Jobling 1994). Ndo sabemos se a
suplementacao da dieta de peixes cultivados em agua corrente poderia favorecer
a producdo de oOxido nitrico nos musculos e, consequentemente, aumentar o
desempenho natatorio. Isso poderia se dar pela vasodilatacdo e aumento da
oferta de oxigénio e demais nutrientes aos musculos, ou ainda por outros

processos nao conhecidos.



2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Compreender o papel do oxido nitrico no desempenho natatorio de
tambaqui e matrinchd, e sua relacdo com outros parametros do metabolismo

energeético.

2.2. Objetivos especificos

a) Avaliar se a disponibilidade de 6xido nitrico nos musculos durante, ou
no final do exercicio, esta relacionada com um melhor desempenho

natatorio prolongado;

b) Examinar se a hipoxia ambiental ou o déficit de oxigénio causado pelo
exercicio prolongado interfere na disponibilidade do 6xido nitrico nos

musculos;

c) Analisar se a suplementacdo da dieta de peixes com farmacos pode
alterar as respostas do 0xido nitrico ao exercicio, e de que forma isso

afeta o desempenho;
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RESUMO

Acredita-se que o 6xido nitrico causa vasodilatacdo muscular durante o
exercicio intenso e a irrigagcdo sanguinea aumentada retardaria a fadiga.
Espécies de peixes amazodnicos como, por exemplo, o tambaqui e 0 matrincha,
baseiam-se fortemente na sua capacidade natatéria para realizar migracées
troficas e reprodutivas. Verificamos em laboratorio que o matrinchd possui um
desempenho natatério superior ao do tambaqui e, embora o formato fusiforme
possa Ihe dar alguma vantagem, possiveis diferencas fisioldgicas que poderiam
determinar o desempenho ndo sao conhecidas. Este trabalho teve como objetivo
verificar se 0 6xido nitrico muscular ajuda a retardar a fadiga muscular de peixes
em exercicios aerdbicos intensos ou prolongados. Ambas as espécies foram
submetidas aos seguintes experimentos: (a) exercicio incremental até a fadiga
(Ucrit); (b) exercicio prolongado e moderado (30 cm/s por 12 horas); (c) hipoxia
com acesso a superficie da agua; e (d) hipéxia sem acesso a superficie da agua.
Enquanto que em tambaqui o 6xido nitrico sO se eleva na fadiga, em matrincha
sua atuacao ocorre nas fases iniciais do exercicio, ajudando a retardar a fadiga
por postergar a dependéncia energética dos musculos brancos e o consequente
acumulo de lactato. Também, os niveis basais mais elevados de LDH nos
musculos brancos de matrinchd@ indicam uma adaptacao para a utilizacdo do
metabolismo anaerodbico. Retardar os efeitos negativos do uso do metabolismo
anaerobico e apresentar menor sensibilidade ao lactato € essencial para o

melhor desempenho natatorio do matrincha, em relagdo ao tambaqui.
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ABSTRACT

Nitric oxide seems to cause muscle vasodilation during intense exercise,
and the increased blood supply would delay fatigue. Amazon fish species such
as tambaqui and matrinch@, rely heavily on their swimming capabilities to perform
trophic and breeding migration. We found in the laboratory that the matrincha has
a better swimming performance than tambaqui, and although the fusiform shape
of the body represents some advantage to matrincha, possible physiological
differences that could determine the performance are not known. This study
aimed to verify if the muscle nitric oxide acts to delay muscle fatigue in prolonged
or intense aerobic exercise. Both species were subjected to the following
experiments: (a) incremental exercise until fatigue (ucrit); (B) prolonged exercise
(30 cm/s for 12 hours); (C) hypoxia with access to the water surface; and (d)
hypoxia without access to the water surface. While in tambaqui nitric oxide only
rises in fatigue, in matrinchda it increases in the early stages of the exercise,
helping to delay fatigue by delaying energy dependence of the withe muscle and
the consequent accumulation of lactate. Also, higher basal levels of LDH in the
white muscles of matrinchd suggest an adaptation for the use of anaerobic
metabolism and decreased susceptibility to lactate. Delaying the negative effects
of the use of anaerobic metabolism and presenting less sensitivity to lactate, is
essential for the best swimming performance of matrinchd, compared to

tambaqui.
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1. Introducéo

O desempenho natatério dos peixes esta diretamente relacionado a sua
capacidade de transferir oxigénio e moléculas energéticas aos musculos, e ao
mesmo tempo, eliminar os subprodutos indesejaveis (revisto por Webb 1998).
Em humanos, acredita-se que o Oxido nitrico cause vasodilatacdo muscular
durante o exercicio intenso e a irrigagdo sanguinea aumentada retardaria a
fadiga (Macardle 2011). O 6xido nitrico € uma molécula sinalizadora com papel
importante na homeostase cardiovascular, neurotransmissdo, defesas
imunologicas (Moncada e Higgs 2006), vasodilatacdo (Jensen 2009) e
desempenho muscular (Rudnick et al. 2004), entre outras. Um aspecto marcante
desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou potencialmente toxica
conforme a concentracdo ou depuracdo tecidual (Hansen e Jensen 2010).
Devido a sua evanescéncia, a deteccdo do oxido nitrico € muito dificil, sendo
comumente feita de maneira indireta, considerando-se a medida da
concentracdo de nitritos e nitratos (NOx)(McNeill e Perry 2006) por meio de
técnica relativamente simples. O 6xido nitrico é produzido a partir da L-arginina
pela enzima sintase do oOxido nitrico (Nitric Oxide Synthase - NOS) em um
processo que requer Oz e NADPH (Alderton et al. 2001). Trés isoformas da
enzima NOS s&o conhecidas, sendo que duas s&o constitutivas, a neuronal
(NOS1) e a endotelial (NOS3), e a outra é induzivel (NOS2) ou estimulavel pelos
lipopolissacarideos e/ou citocinas. A NOS2, ou induzivel, participa do processo
imunologico e gera grandes guantidades de 6xido nitrico, produzindo efeitos
citotoxicos e citostaticos em células de varios orgaos-alvo (Wright et al. 1992;
Lee et al. 2001). Ja a NOS1 é conhecida como neuronal, indicando onde foi
primeiramente descoberta, mas sabe-se hoje que esta presente também nos
tecidos musculares, mais especificamente na regido sarcolemal e juncéo
neuromuscular (Kobzik et al. 1995; Kusner e Kaminski 1996), onde produzem o
oxido nitrico que atua nos processos de sinaliza¢do neuromuscular, geracéo de
forca, contratilidade e a tomada da glicose por um processo independente da
insulina (Flora Filho e Zilberstein 2000; Rudnick et al. 2004). A NOSS3, ou
endotelial, encontra-se uniformemente distribuida na fibra muscular e na parede
dos vasos sanguineos (Kobzik et al. 1995) e produzem o ON que funciona como

sinalizador capaz de acionar a dilatagdo dos vasos e reduzir a resisténcia
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vascular (Joannides et al. 1995). E proposto na literatura que o estimulo
fisiolégico para aumentar a producdo de Oxido nitrico endotelial € o atrito
causado pelo fluxo sanguineo aumentado através do Iimen do vaso (Pohl et al.
1986; Rubanyi et al. 1986; Hutcheson e Griffith 1991). O atrito faz com que esta
molécula, pequena e lipofilica, penetre facilmente nas células, onde tera forte
afinidade pelo grupo heme da enzima guanilato ciclase. A ligagcdo causa a
ativacdo da enzima, que atua como catalizadora da transformagéo de GTP em
GMP ciclico. O acumulo do GMPc blogueia a saida de célcio do reticulo
endoplasmatico das células musculares lisas das paredes dos vasos, impedindo
a contracao e induzindo o relaxamento (Lowenstein et al. 1994; Andrew e Mayer
1999; Cerqueira e Yoshida 2002; Dusse et al. 2003; Moncada e Higgs 2006).
Embora pareca que o papel das trés isoformas da NOS em peixes teledsteos
seja comparavel ao dos mamiferos, os resultados na literatura sdo muitas vezes
conflitantes (Agnisola 2005; Tota et al. 2005; Olson e Donald 2009). Espécies de
peixes amazdnicos como, por exemplo, o tambaqui e o0 matrincha, baseiam-se
fortemente na sua capacidade natatéria para realizar migracdes troficas e
reprodutivas. O matrincha realiza ainda a arribacdo, um processo no qual os
adultos e jovens recrutados das areas de varzea dispersam rio acima no periodo
da seca (Santos et al. 2006). Verificamos em laboratorio que o matrincha possui
um desempenho natatério superior ao do tambaqui (Ferreira et al. 2010) e,
embora o formato fusiforme do corpo possa Ihe dar alguma vantagem, possiveis
diferencas fisiolégicas que poderiam determinar o desempenho n&do sédo
conhecidas.

Este trabalho teve como objetivo verificar se a disponibilidade de 6xido
nitrico nos musculos durante, ou no final do exercicio, esta relacionada com um
melhor desempenho natatorio prolongado; e se a hipdxia ambiental ou o déficit
de oxigénio causado pelo exercicio prolongado interfere na disponibilidade do

6xido nitrico nos musculos.
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2. Material e métodos

2.1. Animais experimentais e parametros da agua

O tambaqui e matrincha, adquiridos de piscicultores da regido, passaram
por um processo de aclimatacao de 30 dias em tanques com aeragao constante
e recirculacdo parcial da agua, antes de serem utilizados em todos os
experimentos. Foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial
(Purina) composta por 36% de proteina, até a saciedade aparente. As
caracteristicas fisico-quimicas da 4gua de poco do INPA, usada durante a
aclimatacdo e nos experimentos foram: Na* 34,00+1,00 umol, CI- 28,00+1,00
umol, Ca?* 11,50+0,90 mol, Mg?* 0,80+0,10 mol, K* 15,50+0,40 mol, pH
6,32+0,04, SH 0,99+0,19 mg C.L%, O2 Dissolvido 5,91+0,07mg.L™?, temperatura
28,00+1,00 °C.

2.2. Efeito da fadiga

Os exemplares de matrincha utilizados tinham 15,20+2,45 g e 8,80+0,82
cm, e o0s exemplares de tambaqui, 31,00£6,99 g e 9,87+0,71cm. Este
experimento foi baseado no teste de fadiga elaborado por Brett (1969), no qual
0s peixes sao transferidos para o tunel de natacdo, dotado de bombas
controladas por computadores, que € capaz de aumentar a velocidade da agua
em 10 cm/s a cada 30 minutos, até a fadiga dos peixes. Os peixes foram
considerados fadigados quando permaneciam apoiados na grade posterior do
tunel apds 3 estimulos elétricos de 24 Volts. Doze peixes de cada espécie, em
experimentos separados, foram transferidos para o tinel de natagcéo e passaram
pelo periodo de 2 horas de aclimatagdo, e entdo 6 animais foram retirados e
tiveram o musculo vermelho e branco coletados para analises, conforme sera
explicado posteriormente, e 0s seis restantes foram submetidos ao incremento
de velocidade até a fadiga, para entdo terem os tecidos coletados. Além das
analises musculares, o valor de Ucrit de cada peixe foi calculado da seguinte

forma;

Ucrit = Ui + (Ti/ Tii x Uii), onde Uii & o incremento de velocidade (cm/sec),

Ui é a penultima velocidade na qual o peixe nadou antes de fadigar, Ti é o tempo
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decorrido entre o ultimo aumento de velocidade e a fadiga (minutos), e Tii € o
tempo entre os incrementos de velocidade (minutos). A Ucrit foi padronizada
dividindo seu valor pelo comprimento padrao do peixe.

2.3. Efeito da hipoxia com acesso a superficie da agua

Os exemplares de tambaqui tinham 29,00+6,32 g e 8,39+0,57 cm. Este
experimento nao foi realizado com matrinchd, ja que em testes preliminares eles
nao suportaram tais condi¢cdes. Embora seja possivel manter esta espécie na
concentracdo de 0,5 mg/L de oxigénio na agua por varios dias, desde que tenha
acesso a superficie, a pequena area superficial da camara usada (176 cm?)
dificultou a movimentac&do do animal, o que € necessario para que a captacao
da &gua superficial, rica em oxigénio, ocorra com eficiéncia. Foi criado um
sistema de aeracéo paras as camaras experimentais e, em seguida, 12 animais
foram individualmente transferidos dos tanques paras as estas camaras de
aproximadamente 2L onde ficaram mantidos em aeracdo constante e troca de
70% de agua na metade do tempo de aclimatacao que foi de 24 horas. ApoGs a
aclimatacdo a aeracdo de 6 camaras foi desligada e injetado nitrogénio gasoso
na 4gua até que a concentracdo de oxigénio baixasse para aproximadamente
0,5 mg/L, permanecendo as demais em normoxia. Os peixes foram permitidos
coletar 4gua na superficie, sabidamente mais oxigenada, para realizarem trocas
gasosas. Os peixes, ap0s os periodos de 6, 12, 24 horas nessas condi¢cfes, em
experimentos separados, foram coletados, anestesiados com MS-222 (Sigma®
A5040-25G) na concentracdo de 3g/L e sacrificados por sec¢do cervical, de
acordo com processo submetido e aprovado pelo CEUA/INPA, para depois
terem o musculo vermelho e o branco retirados para armazenamento em -80°C

e analises posteriores.

2.4. Efeito da hipoxia sem acesso a superficie da agua

Os exemplares de matrincha tinham 15,5+2,99 g e 10,10+£0,95 cm, e os
exemplares de tambaqui, 30,00+6,89 g e 8,85+0,69 cm. Doze peixes foram

mantidos na aclimatacéo de 24 horas e cerca de 70% da agua das camaras foi
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trocada na metade desse periodo. Apos aclimatacéo a aeracdo de 6 camaras foi
desligada e injetado nitrogénio gasoso na agua até que a concentracdo de
oxigénio baixasse para aproximadamente 0,5 mg/L, permanecendo as demais
em normoxia. Os peixes foram impedidos de respirarem na superficie por meio
da instalacdo de uma camada plastica, permanecendo nessas condi¢cdes por

uma hora. Em seguida os tecidos foram coletados conforme ja mencionado.

2.5. Efeito do exercicio prolongado

Os exemplares de matrincha utilizados tinham 15,00+2,88 g e 9,80+0,88
cm, e os exemplares de tambaqui, 32,00+7,48 g e 9,42+0,66 cm. Doze peixes
de cada espécie foram transferidos para o tinel de natacdo onde permaneceram
por duas horas na velocidade de agua de 10 cm/s para se aclimatarem. Apds
esse periodo, seis animais foram retirados, anestesiados e sacrificados para
analise dos musculos branco e vermelho. Os outros seis animais permaneceram
no tunel e a velocidade da agua foi aumentada em 10 cm/s a cada 10 minutos
até que atingisse 30 cm/s, permanecendo assim por 12 horas. Apés esse
periodo, os animais foram coletados, anestesiados e sacrificados para analise

dos musculos branco e vermelho.

2.6. Efeito do incremento de velocidade

Os exemplares de matrincha utilizados tinham 17,00+3,20 g e 10,50+0,90
cm, e os exemplares de tambaqui, 53,28+22,73 g e 11,73+1,25 cm. Este
experimento foi baseado no teste de fadiga elaborado por Brett (1964), porém,
diferentemente do primeiro experimento, diferentes peixes foram analisados em
cada etapa do teste, e o ultimo grupo foi levado até um nivel subméaximo de

velocidade, e ndo até a fadiga. Os peixes foram transferidos para o tunel de
natagcédo vedado (Loligo Systems®), dotado de sensores de oxigénio e bombas

controladas por computadores, que é capaz de aumentar a velocidade da agua
em 10 cm/s a cada 30 minutos, até a fadiga dos animais. Cada grupo de 6 peixes
foi levado a um estéagio, iniciando-se o grupo controle com 0,1 comprimento de

corpo por segundo (cc/s), o segundo grupo passou pelo primeiro estagio e foi
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levado até 1 cc/s, depois outro grupo passou pelos estagios anteriores até atingir
2 cc/s, e assim por diante até que houve um grupo de tambaqui atingindo 4 cc/s
e um de matrincha atingindo 5 cc/s. Houve também um grupo de recuperacéo,
no qual os peixes nadaram até o ultimo estagio, e depois foram mantidos na
velocidade inicial de 0,1 cc/s para se recuperarem, antes de terem os tecidos
retirados para analise. Ao longo de todo o processo, o consumo de oxigénio de
cada peixe foi medido, de acordo com seu peso inserido previamente no software
de analise, e no fim de cada etapa cada peixe teve os musculos brancos e

vermelhos retirados para analise.

2.7. Andlises estatisticas

Utilizamos o pacote estatistico SigmaPlot (11.0), sendo que em todos 0s
casos foram observadas as premissas para aplicacdo de cada teste. Os dados
foram expressos como média e erro padrdo da média, e diferencas estatisticas
foram consideradas quando o valor de p foi menor que 0,05. No experimento até
a fadiga e exercicio prolongado, usamos teste t para comparacédo de cada tipo
de musculo com seu controle ndo exercitado. O mesmo teste foi usado nos
experimentos de hipoxia, de forma isolada, em cada periodo de tempo, j& que
se tratavam de peixes diferentes. Nos experimentos de velocidade incremental,
usamos ANOVA de um fator, com teste a posteriori de SNK.

2.8. Andlises musculares

Os peixes foram anestesiados por imersdo em agua contendo o
anestésico MS222, e foram sacrificados por secc¢ao da coluna cervical. Amostras
do tecido muscular vermelho e branco, préximo ao pedunculo caudal, foram
retiradas com o auxilio de um bisturi, congeladas em freezer a -80 °C. Estes
tecidos foram homogeneizados com tampao especifico em triturador automatico
e em gelo fundente e centrifugados durante 15 minutos a 13.000g em centrifuga
Sorvall RC5B a 4°C para retirar qualquer material particulado.

22



Na analise da enzima Citrato Sintase foi utilizado o tampao EDTA (acido
etileno diamino tetracético) 1mM, contendo 1% de Triton X-100
(Octilfenoxipolietoxietanol) e 20mM de Hepes (&cido etanosulfarico
hidroxietilpiperazina), pH 7.4. As reacfes foram iniciadas com adi¢cédo de 0,5mM
de acido oxalacético (substrato), e as medidas realizadas no comprimento de
onda 412nm.

Na andlise da enzima Lactato Desidrogenase e 3-Hidroxiacil CoA
Desidrogenase (HOAD), foi utilizado o tampéao Imidazol 150mM, contendo 1mM
de EDTA, 5mM de dithiothreitol (DTT) e 1% de triton X-100, pH 7,4. No caso da
LDH, as reacfes foram iniciadas com adicdo de 1mM de piruvato (substrato), e
as medidas realizadas no comprimento de onda 340nm; para a HOAD, as
reacoes foram iniciadas com a adi¢do de 0,1mM de acetoacetil-CoA (substrato),
e as medidas realizadas nho mesmo comprimento de onda (340nm).

Os célculos foram feitos segundo a equacéao:

umoles substrato.g™ tecido fresco. min! =

[AOD/min x fd (cubeta)]/6,22*] x [volume_do tampéo (ml)/peso do tecido(g)]

onde:
fd = fator de diluicdo

AOD/min = variacdo na densidade Optica por minuto

6,22 = coeficiente de extingdo molar da coenzima NADH (para LDH)

*para leitura da citrato sintase usou-se o coeficiente de extingdo molar do DTNB = 13,6

Para analise dos nitritos e nitratos (NOx), os mesmo tecidos foram
homogeneizados com equipamento automatico em tampao salino (tampao PBS:
10 mM PO4%, 137 mM NaCl, e 2.7 mM KCI) e, em seguida, centrifugados a
10.000g por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e passado em filtro
Miliipore (Amicon) com membrana de 30kDa, seguindo orientagédo do fabricante
do kit de analise. O kit utilizado foi da Cayman Chemical (item n. 780001) o qual,
primeiramente, converte todo o nitrato da amostra em nitrito, usando nitrato
redutase. O segundo passo é a adi¢cdo do reagente Griess, que converte nitrito

em um azo-composto lilas. A medida fotométrica deste composto em 540nm
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determina a concentracdo de nitrito, estimando desta forma, a concentracdo

inicial de nitritos e nitratos da amostra (NOX).

Para determinagdo do lactato muscular, as amostras dos musculos
branco e vermelho foram digeridas em acido perclérico 6M na proporgéo de 1L
para cada 1ug de tecido e, em seguida, centrifugados a 10.000g por 10min. O
extrato sobrenadante (20uL) € adicionado a uma solucdo contendo, numa
mistura, a enzima lactato desidrogenase (LDH, 10KU/ml), a coenzima
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADY), hidrazina e tampao glicina (0,6
mol/L, pH 9,2). Neste método, a enzima converte o lactato, presente no extrato
de tecido, a piruvato o qual é complexado a piruvato-hidrazina, evitando a
reconversao do piruvato para lactato. A reagao ocorre com reducao simultanea
da coenzima NAD* e é monitorada por meio do decréscimo da absorbancia em
340nm, decréscimo este proporcional a concentracdo original de lactato na
amostra. Apos 15min, quando a reagao processa-se completamente a 37°C, os
valores de lactato tecidual s&o obtidos por meio de uma curva de calibracao
previamente estabelecida. As leituras s&o feitas em leitor de microplaca com filtro
de 340nm.

3. Resultados

A figura 1A,B mostra que ndo ha aumento do NOx no musculo branco de
animais submetidos a fadiga pelo teste de Ucrit. Em contraste, para ambas as
espécies, 0 NOx aumenta no musculo vermelho em decorréncia do exercicio. A
figura também indica que os niveis basais de ambas as espécies sao similares
entre os tipos de musculo, mas em matrinch@ o valor médio para o musculo
vermelho é maior que do tambaqui, em peixes fadigados. As tabelas | e I
mostram que a HOAD né&o ¢é alterada devido ao teste de fadiga, seja em musculo
branco ou vermelho. Porém os valores médios séo cerca de 10 vezes maiores
no musculo vermelho do que no branco, para ambas as espécies, e ainda sao
cerca de 10 vezes maiores em matrincha do que em tambaqui, seja em peixes
fadigados ou controles. A citrato sintase também né&o sofre alteracéo devido ao
exercicio até a fadiga, em ambas as espécies (Tabelas | e 1l). Em tambaqui, esta

enzima chega a ser quase 20 vezes mais ativa no musculo vermelho do que no
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musculo branco. Em matrincha essa diferenca € de apenas cerca de 7 vezes.
Com relacdo a diferenca entre as espécies, em matrinchd os niveis médios
chegam a ser o dobro do tambaqui para o0 musculo branco, mas muito parecidos
no musculo vermelho. A LDH (Figuras | e Il) também nado sofre qualquer
alteracdo em funcdo do exercicio até a fadiga, em ambas as espécies, e seus
valores médios sdo muito parecidos em musculos branco e vermelho de
tambaqui e matrincha. No entanto, com relagéo as diferencas entre as espécies,
esta enzima chega a ser quase duas vezes mais ativa no musculo branco de
matrincha do que de tambaqui, e no musculo vermelho chega a ser quase 3
vezes mais ativa. O lactato aumenta no musculo branco de tambaqui exercitado
até a fadiga, acontecendo o mesmo com matrincha. No musculo vermelho néo
ha qualquer alteracdo em ambas as espécies. Os niveis basais de lactato
(Tabelal e Il) sdo similares nos musculos branco e vermelho, nas duas espécies,
mas em matrinchd, esses niveis sédo cerca de 50% maiores do que em tambaqui,

em ambas as situacdes e nos dois tipos de musculo.
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Figura 1 - Nitritos e nitratos (NOx) no musculo de exemplares de tambaqui (A) e
matrincha (B) submetidos a natacéo forcada até a fadiga, por meio do protocolo de Ucrit
(Brett, 1964), e de animais mantidos em repouso dentro do tunel de natacdo. Asterisco
(*) indica diferenca (p<0,05) entre controle e tratamento para 0 mesmo tipo de musculo

usando teste t. Dados mostrados como média e erro padrao da média (n=6).
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Tabela I. Atividade das enzimas hidroxiacil Co-A desidrogenase (HOAD), citrato sintase
(CS), Lactato Desidrogenase (LDH) e Lactato (LAC) nos musculos branco (MB) e
vermelho (MV) de tambaqui. (C) controle, F) fadigados pelo teste de Ucrit.

MB MV

HOAD C 0,152+0,02 1,35+0,15

F 0,129+0,01 1,40+0,13

C 0,68+0,07 11,16+0,75

S F 0,59+0,04 10,24+1,90

C 125,32+14,8 84,08+5,72

-oH F 121,24+15,24 75,72+6,84
C 153,41+17,97 177,16%+16,14
HAC F 245,67+30,56 * 161,16+18,07

HOAD (umoles de  acetoacetiiCoA.minutol.grama?), CS (umoles de
oxaloacetato.minuto®.grama), LDH (umoles de piruvato.minuto™.grama), lactato (mg
de lactato.100 gramas de tecido fresco™). Valores expressos como média e erro padrdo
da média, n=6. Asterisco (*) indica diferenca (p<0,05) entre controle e tratamento para

um mesmo tipo de musculo, usando teste t.
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Tabela ll. Atividade das enzimas hidroxiacil Co-A desidrogenase (HOAD), citrato sintase
(CS), lactato desidrogenase (LDH) e Lactato (LAC) nos musculos branco (MB) e

vermelho (MV) de matrincha. (C) controle ou (F) fadigados pelo teste de Ucrit.

MB MV
C 0,95+0,17 9,90+1,08
HOAD

F 0,68+0,11 9,72+0,96
cs C 1,44+0,14 9,29+0,56

F 1,38+0,19 9,57+0,64

C 197,5+19,1 213,3+21,0
LDH

F 194,8+12,0 203,4+17,1

C 265,9+20,5 280,5+26,6
LAC

F 382,8+35,4 * 253,0+30,8

HOAD (umoles de  acetoacetiiCoA.minutol.grama?’), CS (umoles de
Oxaloacetato.minuto.grama), LDH (umoles de piruvato.minuto*.grama 1), lactato (mg
de lactato.100 gramas de tecido fresco™). Valores expressos como média e erro padrdo
da média, n=6. Asterisco (*) indica diferenga (p<0,05) entre controle e tratamento para

um mesmo tipo de musculo, usando teste t.
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No experimento no qual analisamos 0s peixes nos intervalos dos
incrementos de velocidade, verificamos que o lactato do matrinchd aumenta de
forma mais gradual que no tambaqui, ou seja, em 2 cc/s j& é possivel observar
um aumento, que se acentua em 3 cc/s e permanece igualmente elevado em 4
cc/s. Se comparados a 2cc/s, ha reducdo nos niveis de lactato do tambaqui em
1 cc/s, ficando o controle em niveis intermediarios. O mesmo ocorre em
matrinch&@ apenas se compararmos controle e 1 cc/s com 3 cc/s (Figura 2). Em
ambas as espécies, o lactato do musculo branco de matrincha e tambaqui se
igualam aos do controle apés uma hora de recuperacao.

A figura 3 mostra que houve aumento do consumo de oxigénio de
exemplares de tambaqui a partir de 2 cc/s, sendo que em 1 cc/s houve um
consumo intermediario. ApGs 0 aumento, 0 consumo cai e volta a ficar em niveis
intermediarios na velocidade de 3 cc/s e também na recuperacdo de 15 minutos.
Nos tempos de recuperagcdo de 30 aos 60 minutos, os niveis de consumo de
oxigénio foram iguais aos niveis iniciais. Em matrinchd o aumento do consumo
de oxigénio ocorre de forma gradual, passando a ser maior que o controle a partir
de 3 cc/s e atingindo um pico em 4 cc/s, velocidade maxima em que 0s animais
foram submetidos. A recuperacao ocorreu de forma similar ao tambaqui, sendo
gue em 15 minutos o consumo de oxigénio permaneceu elevado, caindo aos

niveis do controle a partir de entéo.

A figura 4 mostra que os intervalos de velocidade n&do causam aumento
significativo (p<0,05) de NOx no musculo vermelho do tambaqui; no entanto, em
matrinchd, o NOx aumenta a partir de 2 cc/s, atingindo o apice em 3 cc/s e
mantém o mesmo valor em 4 cc/s. Apos 1 hora de recuperagdo na velocidade
de 4gua de 0,1 cc/s, os valores de NOx voltam aos niveis iniciais de repouso.

No experimento no qual submetemos os animais ao exercicio prolongado,
podemos ver que o exercicio moderado e prolongado nao altera a atividade da
enzima LDH no muasculo branco do tambaqui; porém, verifica-se o aumento da
atividade desta enzima no musculo vermelho (Figura 5). Em matrinchd nenhuma
alteracdo pode ser vista nesta enzima, ap0s o exercicio prolongado, em nenhum
dos tipos de musculo. Também pode ser observado que esta enzima chega a
ser duas vezes mais ativa em matrincha do que em tambaqui, em qualquer

situacdo e em ambos 0s musculos.

29



300

270 A b

240 +

210 A ab

180 A

150 A

120 A

90 A

60 -

Lactato no musculo branco (mg/dL)

30 A

a
a
1CC/S 2 CC/s 3 CC/s RECUP.
ab

0,1CC/s 1cCC/s 2 CC/s 3 CC/s 4 CC/s RECUP.

Velocidade da agua

330 A
300 b
270 A
240 A ab
210 A ab
180 A
150 A
120 A
90 A

60 A

Lactato no musculo branco (mg/dL)

30

Velocidade da agua

Figura 2. Lactato no musculo branco de tambaqui (A) e matrincha (B) submetidos por
30 minutos a cada intervalo de 1 comprimento de corpo por segundo, até a velocidade
submaxima para a fadiga da espécie, baseado em teste preliminar de Ucrit (Velocidade
Critica de Natag&o). Para cada um dos intervalos foram usados peixes diferentes, que
passaram pelos estagios inferiores até atingir o estagio alvo. A recuperagédo (RECUP.)
se refere ao tempo de 1 hora em 0,1 cc/s, apOs 0s peixes passarem por todas as
velocidades. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos por meio
de ANOVA one-way e teste a posteriori de SNK. Dados expressos como média e erro
padréo da média, com nivel de significancia de 5%.
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Figura 3. Consumo de oxigénio de tambaqui (A) e matrinchd (B) submetidos por 30
minutos a cada intervalo de 1 comprimento de corpo por segundo, até a velocidade
submaxima para a fadiga da espécie, baseado em teste preliminar de Ucrit (Velocidade
critica de natacdo). Para cada um dos intervalos foram usados peixes diferentes, que
passaram pelos estagios inferiores até atingir o estagio alvo. A recuperacédo se refere
aos tempos de 15, 30, 45 e 60 minutos em 0,1 cc/s, ap0s 0s peixes passarem por todas
as velocidades. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos por
meio de ANOVA one-way e teste a posteriori de SNK. Dados expressos como média e

erro padrdo da média, com nivel de significancia de 5%.
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Figura 4. Nitritos e nitratos (NOx) no musculo vermelho de tambaqui (A) e matrincha (B)
submetidos por 30 minutos a cada intervalo de 1 comprimento de corpo por segundo,
até a velocidade subméaxima para a fadiga da espécie, baseado em teste preliminar de
Ucrit (Velocidade critica de natag&o). Para cada um dos intervalos foram usados peixes
diferentes, que passaram pelos estagios inferiores até atingir o estagio alvo. A
recuperacao se refere aos tempos de 15, 30 45 e 60 minutos em 0,1 cc/s, apds 0s peixes
passarem por todas as velocidades. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos por meio de ANOVA one-way e teste a posteriori de SNK. Dados

expressos como média e erro padrdo da média, com nivel de significancia de 5%.
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Figura 5. Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) de exemplares de tambaqui (A) e
matrinchad (B) submetidos ao exercicio moderado (30cm/s por 12 horas) e de animais
mantidos em repouso dentro do tinel de natagcao. Asterisco (*) indica diferenca (p<0,05)
entre controle e tratamento para um mesmo tipo de musculo, usando teste t. Dados

mostrados como média e erro padrao da média (n=6).
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Assim como ocorreu com o exercicio até a fadiga, o exercicio prolongado
também n&o exerceu qualquer influéncia sobre a HOAD, em ambos os musculos,
em tambaqui (Tabela Ill) e matrinch@ (Tabela 1V). Neste experimento também
observamos as mesmas tendéncias do experimento com peixes fadigados, ou
seja, a atividade desta enzima € cerca de 5 a 10 vezes maior em musculo
vermelho do que em musculo branco, em ambas as espécies, e cercade 4 a 5

vezes maior em matrincha do que em tambaqui, em ambos os musculos.

A CS néo sofreu qualquer alteracdo devido ao exercicio prolongado, em
ambos os musculos, em tambaqui e em matrinchd. Mais uma vez observamos
gue esta enzima possui uma atividade cerca de 5 a 10 vezes maior no masculo
vermelho do que no branco, em ambas as espécies e, comparando as espécies,

a atividade da enzima é muito similar em ambas.

O NOx ndo aumenta devido ao exercicio prolongado em ambos o0s
musculos e espécies. Além disso, os valores médios sdo muito similares entre o

musculo branco e o vermelho, entre os tratamentos e entre as espécies.

N&o houve alteracdes nos niveis de lactato em ambos os musculos e
espécies devido ao exercicio prolongado. Os niveis desse metabdlito sdo muito
similares entre os dois tipos de musculo, mas em matrinch& os niveis de lactato

sao maiores, chegando a quase dobrar.
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Tabela Ill. Atividade das enzimas hidroxiacil Co-A desidrogenase (HOAD) e citrato
sintase (CS), Lactato (LAC) e nitritos e nitratos (NOx) nos musculos branco (MB) e
vermelho (MV) de tambaqui. (C) controle. (E) exercitados moderadamente (30 cm/s)
por 12 horas.

MB MV
C 0,32+0,04 1,63+0,21
HOAD
E 0,21+0,02 1,72+0,20
cs C 1,33+0,22 17,13+1,92
E 1,52+0,28 12,76+1,30
C 99,06+19,4 117,51+£19,70
NOx
E 95,66+15,15 129,08+9,21
C 137,36+15,81 126,90+21,10
LAC
E 114,90+16,57 133,20+15,37

HOAD (umoles de AcetoacetiICoA.minuto'l.grama'l), CS (umoles de
oxaloacetato.minuto " .grama ), LDH (umoles de piruvato.minuto .grama ), lactato

(mg de lactato.100 gramas de tecido fresco'l). Valores expressos como média e erro
padrdo da média, n=6. Andlise a partir de teste t ndo identificou diferenca significativa

para o mesmo tipo de musculo (P<0,05).
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Tabela IV. Concentrag&o de nitritos e nitratos (NOx) e atividade das enzimas hidroxiacil
Co-A desidrogenase (HOAD), citrato sintase (CS), lactato desidrogenase (LDH) e lactato
(LAC) nos musculos branco (MB) e vermelho (MV) de matrinchd exercitado

moderadamente e de forma prolongada (30 cm/s) por 12 horas (E) ou controles (C).

MB MV

C 1,40+0,25 6,79%0,29

HOAD
E 1,93+0,13 6,17+0,18
cs C 1,97+0,30 9,56+0,44
E 1,91+0,06 10,46+0,57
C 128,3+19,8 107,2+13,62

NOXx
E 119,2+49,21 102,2+19,29
C 227,5+19,86 268,0+19,26

LAC
E 222,0+4,56 215,1+27,17

NOx (uM), HOAD (umoles de acetoacetil Co A.minutol.grama?), CS (umoles de Ac.
oxalacético.minuto.grama?), LDH (umoles de piruvato.minuto.grama?), lactato (mg
de lactato.100 gramas de tecido fresco?). Valores expressos como média e erro padrédo
da média, n=6. Andlise a partir de teste t ndo identificou diferenga significativa para o

mesmo tipo de masculo (P<0,05).
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No experimento de hipoxia severa, no qual os animais sao impedidos de
subirem a superficie da agua para respirarem, causa aumento a atividade da
enzima LDH no musculo branco e sua diminuicdo no musculo vermelho de
tambaqui (Tabela V). O lactato aumenta apenas no musculo branco. Em
matrincha (Tabela VI) ndo ha qualquer efeito da hipdxia sobre a atividade da
LDH, mas assim como em tambaqui, o lactato também aumenta no musculo
branco. Os valores da atividade da LDH dos musculos vermelhos e brancos na
mesma espécie sao muito similares, porém em matrincha, esta enzima chega a

ser cerca de dez vezes mais ativa, independente do tratamento.

A HOAD néao se altera devido hipdxia severa, em ambas as espécies e
musculos. Esta enzima chega a ser mais de 10 vezes mais ativa no musculo
vermelho do que no musculo branco e, também, cerca de 10 vezes mais ativa

em matrincha do que em tambaqui, em ambos os musculos.

A CS nao sofre qualquer alteracao devido a hipoxia severa, em ambas as
espécies. Chega a ser de 10 a 20 vezes mais ativa no musculo vermelho do que

no musculo branco, porém, com valores similares entre as espécies.

O NOx ndo aumenta devido a hipoxia severa, em ambas as espécies. E
cerca de 70% maior no musculo vermelho que no musculo branco e similar entre
as espécies, em ambos 0s musculos. Os niveis de lactato aumentam no musculo
branco de ambas as espécies apos hipdxia severa. Em geral, ambos os tipos de
musculo apresentam niveis similares de lactato em repouso, mas os niveis de

lactato chegam a ser mais que 50% maior em matrinch& em relagéo ao tambaqui.

Os experimentos de exposi¢ao a hipoxia por 6, 12 e 24 horas com acesso
a superficie foram realizados apenas com o tambaqui, porque o matrincha nao
foi capaz de suportar este tratamento, morrendo antes do tempo. Neste tipo de
experimento, de hipéxia menos severa e mais prolongada, nao foi verificado
aumento da atividade da LDH em nenhum periodo de tempo em nenhum tipo de
musculo do tambaqui (Tabela V). Também n&o pode ser verificado qualquer
aumento na atividade da HOAD, da CS, do NOx e do lactato (Tabela V).
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Tabela V. Concentracao de nitritos e nitratos (NOX) e atividade das enzimas hidroxiacil

Co-A desidrogenase (HOAD), citrato sintase (CS), Lactato Desidrogenase (LDH) e

Lactato (LAC) nos musculos branco (MB) e vermelho (MV) de tambaqui. (T) grupos

tratados ou (C) controles referindo-se a 6, 12 ou 24 horas de exposi¢éo a hipdxia (£0,5

mg/L) com acesso a superficie da agua (HCAS) e 1 hora de hipdxia sem acesso a

superficie da agua (HSAS).

6h HCAS 12h HCAS 24h HCAS 1h HSAS
MB MV MB MV MB MV MB MV
c 86,64 89,84 82,2 88,64 1132 1051 110,96 102,84
L DH 19,24 +9,92 +7,24 12,2 9,28 17,6 8,12 19,48
T 110,0 79,96 91,04 88,36 101,1 115,7 1493 63,76
+11,0 +7,24 +6,88 +9,48 6,3 *21,2 +9,92* +5,08*
c 025 137 025 120 0,20 1,18 0,19 1,89
HOAD +0,04 0,09 0,02 0,10 0,03 0,13 0,03 0,14
T o1 120 0,22 148 0,18 1,33 0,14 1,77
+0,03 +0,13 0,01 0,15 0,03 0,16 0,02  +0,22
c 068 982 05 7,82 0,76+ 10,32 0,84 14,76
cs +0,06 +1,00 +0,09 +1,35 0,05 +1,39 +0,08 *1,94
T 086 11,73 065 888 082 12,28 0,66 14,87
+0,04 +0,82 =+0,06 1,68 0,07 +0,89 +0,10 #1,52
c 1649 208,8 99,3 147,2 1195 146,8 82,23 116,73
NOX +16,4 +15,8 +99 +11,0 15,7 +39,8 +7,44 18,58
T 153,9 175,2 122,3 170,3 1584 1934 84,12 123,18
+15,0 17,7 *22,1 +30,1 12,5 47,3 18,52  +5,88
c 211,7 1385 263,1 1739 2225 152,0 209,40 166,27
LAC 14,7 13,1 +37,3 19,9 +295 29,6 +41,74 +20,69
T 229,9 1545 2249 1796 230,6 150,7 407,18 182,70
+13,9 154 17,0 154 34,0 225 +2513* +24,78

NOx (uM), HOAD (umoles de Acetoacetil Co A.minuto?.grama ), CS (umoles de Ac.

Oxalacético.minuto.grama), LDH (umoles de piruvato.minuto?.grama ), lactato (mg

de lactato.100 gramas de tecido fresco?). Valores expressos como média e erro

padrao da média, n=6. Asterisco (*) indica diferenca (p<0,05) em relacéo ao controle,

usando teste t.
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Tabela VI. Concentragao de nitritos e nitratos (NOX) e atividade das enzimas hidroxiacil

Co-A desidrogenase (HOAD), citrato sintase (CS), Lactato Desidrogenase (LDH) e

Lactato (LAC) nos musculos branco (MB) e vermelho (MV) de matrincha, referentes a

grupos submetidos a hipdxia de £0,5 mg/L por 1 hora sem acesso a superficie da agua

(HSAS) ou controles (C).

MB MV
L DH C 275,4+12,42 323,2+18,56
HSAS 247,9+19,27 270,0+21,06
C 0,94+0,17 14,62+1,12
HOAD
HSAS 0,82+0,14 16,87+2,82
cs C 1,33+0,20 7,15+0,33
HSAS 1,08+0,19 7,4+0,41
C 72,7+9,80 122,7+13,4
NOXx
HSAS 87,8+10,6 164,3+26,8
C 257,742 .8 299,2+9.1
LAC
HSAS 339,0+29,2 * 273,0+£28,1

NOx (uM), HOAD (umoles de Acetoacetil Co A.minuto*.grama?), CS (umoles de Ac.

Oxalacético.minuto*.grama), LDH (umoles de piruvato.minuto.grama), lactato (mg

de lactato.100 gramas de tecido fresco™). Valores expressos como média e erro padrdo

da média, n=6. Asterisco (*) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao controle, usando

teste t.
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4. Discussao

4.1. NOX

A principal funcdo do 6xido nitrico no epitélio vascular é a vasodilatacéo,
visando o0 aumento da taxa de entrega de oxigénio nos orgaos (Moncada et al.
1991; Dusse et al. 2003). O estimulo para a sua producao € o atrito que o0 sangue
gera no epitélio dos vasos sanguineos, quando este circula de maneira vigorosa
durante o exercicio intenso (Niebauer e Cooke 1996). Outra situacdo que pode
gerar oxido nitrico, é a hipoxia. Neste caso ele é gerado a partir da reducéo das
reservas de nitritos e nitratos do plasma e dos musculos, em um processo
catalisado pela hemoglobina desoxigenada (desoxihemoglobina) e que nao
requer arginina nem oxigénio (Kroupova et al. 2005; Jensen 2007; Hansen e
Jensen 2010). Embora bem investigado principalmente em mamiferos nos
altimos 25 anos (Green et al. 2004; Moncada e Higgs 2006), o papel do éxido
nitrico in vivo em peixes recebeu pouca atencdo e ndo sabemos se € capaz de
gerar vasodilatacdo nesses animais (Eddy 2005). Na figura 1 vemos que o 6xido
nitrico esta presente no masculo branco, em ambas as espécies aqui estudadas,
mas responde a fadiga apenas no musculo vermelho, com maior intensidade no
matrinchd. Em humanos, o treinamento em esteira ergométrica por 30 minutos
diariamente durante 4 semanas causou um aumento de 96% na atividade da
enzima sintase do Oxido nitrico no endotélio das artérias coronarianas
(Hambrecht et al. 2003). Outro trabalho aponta que em humanos a vasodilatacdo
ocorre somente a partir de 50% da capacidade aerdbica maxima quando
submetidos a bicicleta ergométrica (Goto et al. 2003). Outro estudo com pessoas
submetidas ao exercicio em bicicleta ergométrica, por 20 minutos a intensidades
entre 40 e 79% do VO2max, mostrou aumento da fosforilagdo da enzima Sintase
do Oxido Nitrico (NOS) apenas no esforco maximo (Chen et al. 2003). Em ratos,
45 minutos de exercicio incremental até a fadiga aumenta em 37% a atividade
da NOS no musculo gastrocnémio (Roberts et al. 1999). Uma importante
diferenca dos peixes para os demais grupos estudados € seu sistema muscular
composto por dois tipos bem distintos de fibras musculares, 0s quais executam
trabalhos diferentes e agem de forma distinta em cada tipo de exercicio. Apesar
do aumento do Oxido nitrico ter ocorrido apenas no musculo vermelho, sabemos

que o teste de velocidade incremental até a fadiga exercita os dois tipos de
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musculos; a principio, apenas o musculo vermelho responde, sendo que a
participacdo do muasculo branco passa a ocorrer proxima a sua velocidade de
fadiga (Hammer 1995; Burgetz et al. 1998; Richards et al. 2002; Peake e Farrell
2004). Ocorre que em matrincha e tambaqui, a concentracéo de nitritos e nitratos
no musculo branco ndo aumenta devido ao exercicio intenso até a fadiga porque
neste local o sistema vascular é reduzido; em tese, ndo ha um incremento
suficiente de fluxo sanguineo para que ocorra atrito e producao de 6xido nitrico.
Este tipo de musculo é conhecido por ser anaerobico, com pouca mioglobina, e
um aumento expressivo da oferta de oxigénio seria injustificavel. No entanto, nos
musculos vermelhos, o Oxido nitrico € essencial a medida que aumenta a
perfusdo sanguinea durante o exercicio, levando mais oxigénio até a mioglobina
presente em grande quantidade nessa regido. No presente experimento
pudemos confirmar o melhor desempenho natatério do matrinchd, visto que sua
Ucrit foi de 6,30+0,83 cc/s (comprimentos de corpo por segundo), contra
4,60+0,32 cc/s do tambaqui, porém essa diferenca na Ucrit ndo pode ser
explicada apenas pelos niveis de éxido nitrico no momento da fadiga, ja que
esse gas apresentou-se elevado nos muasculos vermelhos de ambas as

espécies.

Embora o 6xido nitrico se apresente elevado no musculo vermelho de
ambas as espécies apds a fadiga, as respostas deste gas aos incrementos de
velocidade séo diferentes entre elas. A elevagdo ndo pode ser vista nas etapas
intermediarias do teste em tambaqui, diferentemente do que ocorre em
matrinchd, que exibe incrementos do gas a partir de 2 cc/s, permanecendo em
niveis elevados até a fadiga. Como verificamos, o 6éxido nitrico aumenta em
ambas as espécies na fadiga, porém em tambaqui, esses niveis nédo se elevam
mesmo nas velocidades muito préximas a fadiga. Tudo indica que a funcao deste
gas nestas espécies esteja relacionada ao processo de recuperacdo muscular.
No matrinchd, uma vez que a sintese de Oxido nitrico se antecipa e sua
concentracdo se eleva ja nas fases iniciais do teste, é possivel que este gas

ajude no desempenho e no retardo da fadiga.

Em ambas as espécies, ap6és uma hora de recuperacdo do exercicio
incremental, os niveis de 6xido nitrico no musculo vermelho séo iguais ao do

controle. Seja qual for o papel do 6xido nitrico nos musculos vermelhos, ele tem
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uma atuacao e um desaparecimento rapidos, visto que apés 1 hora seus niveis

ja diminuem.

No exercicio moderado e sustentado por 12 horas ndo ha aumento do
oxido nitrico em nenhum tipo de muasculo, em ambas as espécies. Como visto
em tambaqui, o 6xido nitrico se eleva no momento da fadiga, mas ndo ocorre em
nenhum momento antes disso. Em matrinchd, por mais que o Oxido nitrico
apresente uma resposta rdpida e antecipada a fadiga, a resposta deste gas
parece estar mais relacionada com a intensidade do que com a duracdo do
esforco. Possivelmente a velocidade utilizada no teste de exercicio prolongado,
de 30 cm/s, ndo é suficiente para causar déficit de oxigénio nos musculos, o que
seria um dos fatores capazes de gerar o 6xido nitrico. O outro fator, o atrito do
sangue nos vasos, também ndo parece ter sido alcancado por esse tipo de
exercicio. Os trabalhos previamente citados, que demonstram os efeitos do
exercicio prolongado sobre o oxido nitrico, foram conduzidos com exercicios
repetitivos ao longo de dias e, portanto, podem ser considerados como
treinamento. No treinamento, outros processos adaptativos, que ndo o atrito do
sangue ou a hipoxia, podem estar envolvidos no aumento do oOxido nitrico

muscular.

Também nao houve alteracédo do 6xido nitrico em funcdo da hipdxia, em
ambas as espécies. Embora o exercicio intenso até a fadiga e a hipdxia sejam
similares, no que tange ao aumento do metabolismo anaerdbico, apenas no
exercicio ha a possibilidade das sintases do éxido nitrico produzirem o gas a
partir da arginina, pois ha oxigénio disponivel. Conforme mencionado, a
producao de 6xido nitrico em peixes sob hipdxia ocorreria a partir da reconversao
das reservas de nitritos e nitratos, e ndo da arginina (Kroupova et al. 2005;
Jensen 2007; Hansen e Jensen 2010). A hemoglobina desoxigenada, chamada
de desoxihemoglobina, é a responsavel por reduzir, de forma alostérica, o nitrito
ao oxido nitrico. Esse processo pode ocorrer tanto na hemoglobina do sangue
qguanto na mioglobina nos muasculos (Shiva 2013). O coracdo humano, por
exemplo, possui a capacidade de acumular reservas de oxido nitrico na forma
de compostos nitrogenados, aumentando a capacidade do tecido em reagir a

eventos de hipoxia (Manukhina et al. 2000).
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Em um trabalho com o peixe dourado (Carassius auratus), a exposi¢ao do
peixe a hipdxia (30 mgHg) por 2 dias gerou uma queda nos niveis de nitritos no
plasma, porém no musculo branco eles permaneceram constantes. Os autores
sugerem que houve a migracao dos nitritos em direcdo ao musculo na tentativa
de dilatar os vasos sanguineos e melhorar a oxigenacdo (Hansen e Jensen
2010). Ao contrario, em um trabalho com a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
a exposicdo a hipdxia (44,92 mgHg) por 30 minutos causou aumento dos niveis
plasmaticos de nitritos e nitratos (NOx). Estes mesmos animais foram
submetidos a esta condicdo duas vezes ao dia, por quatro dias, e amostras
coletadas ap0s cada exposicdo mostraram niveis elevados de NOx, aumentando
ao longo do tempo. Ainda, no ultimo dia, analise dos genes das sintases do 6xido
nitrico endotelial e neuronal na parede do vaso sanguineo caudal, mostrou
aumento da expressao destas duas enzimas (McNeill e Perry 2006). Isso indica
que, durante hipoxia intermitente, além da reconversao de nitritos e nitratos em
oxido nitrico, ha aumento da atividade das sintases do 6xido nitrico para
aumentar suas reservas a partir da arginina, assim que o oxigénio esteja

disponivel.

Os resultados indicam que apesar do Oxido nitrico estar presente nos
musculos brancos, sua relacdo com o exercicio ocorre apenas na musculatura
vermelha, onde atua para melhorar a circulacdo sanguinea. Em tambaqui a
resposta do 6xido nitrico € mais lenta e esté relacionada com o periodo de fadiga
e pos exercicio, onde deve atuar na recuperacdo muscular. Em matrincha sua
atuacao € rapida, antecipando-se a fadiga para retarda-la. O estimulo para a
liberacdo de oxido nitrico nos musculos vermelhos ndo esta relacionado ao
déficit de oxigénio que ocorre no exercicio intenso, visto que a hipoxia isolada
nao gera aumento deste gas, e nem devido ao exercicio moderado e sustentado.
Tudo indica que o estimulo para a liberacdo de Oxido nitrico em tambaqui e
matrinchd é o aumento do atrito do sangue sobre o epitélio vascular, a medida

gue a intensidade do exercicio aumenta.
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4.2. A hydroxyacyl CoA desidrogenase (HOAD)

N&o pudemos observar aumento da HOAD em funcao do exercicio até a
fadiga, em ambas as espécies, tanto no musculo vermelho quanto no musculo
branco. O exercicio sustentado também n&do causou aumento da atividade da
HOAD, em nenhuma espécie ou musculo. A HOAD € a enzima chave na
obtencdo de energia aerdbica a partir da oxidacdo dos acidos graxos livres
(Driedzic e Hochachka 1979; McClelland 2004). A distribuicdo das reservas de
lipideos varia bastante mesmo entre os vertebrados, mas em peixes estdo
concentradas principalmente no mesentério, no figado e nos musculos
vermelhos (Sheridan 1994). Sabe-se, por exemplo, que a beta oxidacao
aumenta com a biogénese de mitocondrias, em um processo que pode ser
desencadeado por varios fatores, entre eles dietas ricas em gorduras e niveis de
hormonios adrenérgicos (Jobgen et al. 2006). Estudos em peixes indicam o forte
efeito do cortisol na ativacdo das lipases para quebrarem lipideos em acidos
graxos, tornando-os livres na circulacao (Muller e Van Leeuwen 2006). Sabemos
que muitas espécies se baseiam fortemente nos &cidos graxos para suprir a
demanda energética durante o exercicio submaximo (Kieffer et al. 1998),
justamente quando observarmos grandes aumentos do cortisol no plasma de
peixes (Mommsen et al. 1999). A relac&o entre o cortisol e a elevacao dos acidos
graxos parece variar muito entre espécies, assim como com a atividade da
HOAD, que aumenta em sea haven e char, mas ndo em tilapia e toadfish (Muller
e Van Leeuwen 2006). Em um experimento com ratos, a atividade da HOAD no
musculo gastrocnémio ndo aumentou apos 40 minutos de exercicio a um
VO2Max de 70%. Em um trabalho com salméo, a atividade da HOAD néo
aumentou devido ao exercicio continuo por 1, 2 ou 4 semanas, seja no masculo
branco ou vermelho. Zebra fish exercitados por 4 semanas, iniciando-se com a
velocidade de 2 cc/s na primeira semana e terminando com a velocidade de 6
cc/s na Ultima semana, ndo apresentou qualquer aumento da atividade da
HOAD no musculo branco (Palstra et al. 2014). Mesmo que a oxidac&o de acidos
graxos possa aumentar durante o exercicio, possivelmente pela atuacdo de
horménios sobre as lipases, o aumento da atividade da HOAD parece estar mais
relacionado a outras circunstancias. Um estudo com ratos demonstrou que a

atividade da HOAD estéa diretamente relacionada a concentracéo lipidica da dieta
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(Turner et al. 2007). No tele6ésteo Sparus aurata, exposicdo a baixas
temperaturas por 10 dias resultou no aumento da atividade da HOAD no musculo

vermelho, mas ndo no musculo branco (Kyprianou et al. 2010).

A HOAD também nao responde a hipoxia em tambaqui ou matrinchd. Uma
vez que a beta oxidacdo € um processo aerdbico, poderia pensar-se que a
hipoxia diminuiria a atividade da HOAD, assim como visto em zebrafish expostos
por 2 horas a 1,9 Kpa de pressdo parcial de oxigénio, que apresentaram
diminuicao da atividade da HOAD nos musculos brancos (Chen et al. 2013). No
entanto, 0 mesmo nao ocorreu em matrinchd apdés 1 hora sem acesso a
superficie e tambaqui apds uma hora sem acesso ou 6, 12 ou 24 horas de hipoxia
com acesso a superficie. Segundo Driedzic e Almeida-Val (1996) e West et al.
(1999), as espécies de peixes amazodnicas, geralmente, possuem baixa
dependéncia do metabolismo aerdbico de acidos graxos na producéo de ATP e
alta dependéncia do metabolismo anaerébico no coracdo. Mais estudos
precisam ser realizados para se saber se 0 mesmo ocorre nos musculos
esqueléticos branco e vermelho das espécies amazonicas, mas os dados do
presente trabalho sugerem que a HOAD muscular de tambaqui e matrincha nao
aumenta rapidamente para adaptar-se as condi¢cdes agudas. Talvez, assim
como ocorre com outras espécies, a HOAD de tambaqui e matrinchd apenas
altera sua atividade sob condi¢cdes crbnicas, como por exemplo, alteragdes
persistentes na dieta, mudancas sazonais na temperatura, estagio de

desenvolvimento, entre outros.

4 .3. Citrato Sintase

A citrato sintase € uma enzima chave na producdo de energia aerébica
em peixes, pois controla a entrada de acetyl-CoA no ciclo de Krebs, tendo funcéo
similar a dos mamiferos (Walton e Cowey 1982). Em peixes, sua atividade varia
de 1 unidade (umol de substrato convertido por g de tecido por minuto) a 10
unidades em atum (revisto por Val e Almeida-Val 1995). Aumento da atividade
desta enzima no musculo vermelho foi verificada em carpa comum exercitada
por 6 horas diarias, durante 4 semanas a velocidade de 60% da Ucrit, mas no

musculo branco ndo houve alteracdo (He et al. 2013). Truta arco-iris treinada
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entre 1 e 4 semanas em velocidade constante de 1,5 comprimento de corpo por
segundo sé apresentou aumento da atividade da citrato sintase no musculo
vermelho, e na ultima semana (Morash et al. 2014). Zebrafish exercitado por 4
semanas, com velocidade incremental de 2 a 6 cc/s apresentou aumento da
citrato sintase no muasculo branco na quarta semana (Palstra et al. 2014). Em
humanos, 75 minutos de exercicio exaustivo na bicicleta (75% do Vo2Max) ja
induz aumento da citrato sintase no musculo da coxa (Tonkonogi et al. 1997).
Enquanto é aceito que um exercicio simples pode aumentar a atividade da citrato
sintase em musculos humanos, os resultados para esse tipo de exercicio sédo
conflitantes em ratos (Siu et al. 2003). Os efeitos de um exercicio simples sobre

a atividade da citrato sintase nos musculos de peixes ndo sao conhecidos.

Além do treinamento, outros fatores podem alterar a atividade desta
enzima, como por exemplo, a dieta rica a em lipideos que aumenta a atividade
da HOAD no musculo gastrocnémico em ratos (Turner et al. 2007). Enquanto
durante o exercicio a oxigena¢do nos musculos € aumentada, durante hipoxia a
atividade da citrato sintase, por ser a enzima central do ciclo de Krebs, poderia
ser comprometida. N&o é o que vemos no peixe estuarino Leiostomus xanthurus,
gue nao apresentou qualquer alteracdo da citrato sintase no muasculo branco
apos 12 horas de exposicdo aos niveis de oxigénio de 0,8 & 4 mg/L (Cooper et
al. 2002). Carpa comum nao diminui a atividade da citrato cintase no muasculo
branco ap6s 6 horas de hip6xia de 0,5 mg/L, mas a atividade desta enzima
diminui quando a exposicao atinge 24 horas (Zhou et al. 2000). Sabe-se que a
atividade da citrato sintase € um bom marcador para o conteudo das
mitocondrias, porque ela se correlaciona com as medidas da sua morfologia
(Reichmann et al. 1985). Isso implica que a atividade desta enzima € estavel,
nao variando devido a efeitos agudos, até que um processo mais amplo, como
por exemplo, a biogénese de mitocéndrias, ocorra (Jornayvaz e Shulman 2010).
N&o sabemos como a citrato sintase age em eventos de hipdxia aguda em outros
peixes, mas nos experimentos de hipoxia por até 24 horas, no presente estudo,
nao foram capazes de alterar a atividade da citrato sintase nos musculos de
tambaqui e matrinchd, indicando que nestas espécies esta enzima também se

altera em resposta a eventos cronicos.
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4.4. LDH e lactato

A lactato desidrogenase (LDH) é responsavel pela geracdo de energia a
partir do piruvato, quando ndo ha oxigénio suficiente para que a geracao de ATP
ocorra por intemédio da cadeia oxidativa. Como resultado desta reacdo
anaerobica, ha o acumulo de lactato. A LDH também é capaz de reconverter o
lactato a piruvato, quando o oxigénio volta a ser disponivel (Hochachka e Somero
1984; Wieser et al. 1987; Almeida-Val et al. 2011). Diferencas nas propriedades
da atividade enzimatica da LDH podem ser devidas as diferentes maneiras com
gue o lactato é manipulado pelos dois principais tipos de musculo. Os musculos
brancos séo os principais produtores de lactato, e nos musculos vermelhos e
figado ocorrem a maior parte da reconversédo do lactato a piruvato de forma
aerobica (Wieser et al. 1987; Moyes e West 1995). Como principal estratégia
para lidar com a hipdxia, peixes amazoénicos frequentemente lancam mao de
supressdo do metabolismo oxidativo ou aumentam a dependéncia do
metabolismo glicolitico anaerdbico (Almeida-Val e Hochachka 1993). No
presente experimento, o exercicio até a fadiga ndo causou alteragéo na atividade
da LDH em nenhum dos dois tipos de musculo, embora se tenha observado
aumento da concentracdo de lactato na musculatura branca. Apesar das
divergéncias quanto ao aumento da atividade da LDH nos muasculos apos o
exercicio em geral, € consenso que causa acumulo de lactato no musculo
branco, que em seguida, extravasa para o plasma (Milligan e Girard 1993; Moyes
e West 1995; Gladden 2004). O lactato é continuamente produzido por glicélise,
mesmo em condi¢gdes de contragdes musculares leves, e seria continuamente
consumido por céluas adjacentes ou, no processo circulatério, seria oxidado ou
reconvertido e acumulado como glicogénio nos musculos vermelhos (Milligan e
Girard 1993; Gladden 2004). Desta forma, o aumento do lactato se daria pelo
desequilibrio entre a sua geracdo e a capacidade de oxida-lo, e durante o
exercicio intenso, varios processos estariam atuando para dificultar sua oxidacao
e causar o acumulo, entre eles a vasoconstricdo nos musculos consumidores,
nao ligados ao exercicio, e a dificuldade das células de realizar glicolise
intensamente e oxidar lactato ao mesmo tempo (Gladden 2004). Uma vez que

no presente experimento o lactato acumulou-se nos musculos brancos sem
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aumento da LDH, corroboramos a hipotese de que o acumulo deste acido se

deveu em grande parte pela dificuldade dos musculos vermelhos em oxida-lo.

Nas etapas intermediarias do teste, o tambaqui tem, de forma repentina, os
niveis de lactato aumentados no musculo branco, que cai novamente na ultima
velocidade testada. No matrincha, a elevacao ocorre de forma gradual, e sequer
atingiu um platd nas etapas finais. Carpas exercitadas 6 horas por dia, durante
4 semanas a velocidade de 60% da Ucrit, ndo apresentaram aumento da
atividade da LDH no musculo branco ou vermelho (He et al. 2013). Truta brook
exercitada por 3 semanas a velocidade de 3 comprimentos de corpo por segundo
nao apresentou qualquer diferenca na LDH no musculo vermelho ou branco
(Johnston 1982). Ao contrario, zebrafish exercitados por 4 semanas em
velocidades de 2 a 6 cc/s, apresentou aumento da atividadae da LDH no musculo
branco (Palstra et al. 2014). N&o ha na literatura informagfes sobre o efeito de
uma Unica rodada de exercicio sobre a atividade da LDH nos musculos de
peixes. No presente experimento, o acimulo de lactato seguiu 0 mesmo padréao
do consumo de oxigénio. Em tambaqui houve aumento repentino destes
parametros em 2 cc/s e queda em seguida, e em matrinchd um aumento gradual
desde o inicio do exercicio, sem atingir um platdé no final. No presente estudo
também identificamos que o apice do acumulo de lactato ocorreu proximo a
fadiga, assim como identificado por outros trabalhos (Hammer 1995; Burgetz et
al. 1998; Richards et al. 2002; Peake e Farrell 2004). Gladden (2004) propde, ao
fazer uma revisao sobre o0 assunto, que a incapacidade do musculo em continuar
a contracdo quando o lactato se acumula ndo seria somente devido a
consequente queda no pH intramuscular, podendo outros fatores desconhecidos
estarem envolvidos. Em tambaqui, na ultima velocidade testada (4 cc/s), os
niveis de lactato caem; porém, os animais permanecem nadando. Ocorre que 0S
animais se utilizam, nesta velocidade, de um comportamento natatorio que
diminui seu esforco, ao permanecer encostado nas laterais do tinel de natacéo.
Com menos esforgo, menos oxigénio foi consumido, e os niveis de lactato
rapidamente cairam. O fato deles continuarem nadando, pelo menos
parcialmente, pode ter ajudado no desaparecimento rapido do lactato, ja que
juntamente com a queda da sua producdo nos musculos brancos, havia o

consumo pelos musculos vermelhos fortemente ativos.
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Em ambas as espécies observamos que o consumo de oxigénio
permaneceu acima dos niveis do controle apenas até 15 minutos de
recuperacéo, quando provavelmente ainda havia bastante lactato acumulado. E
bem conhecido em algumas espécies de peixes que 0 exercicio intenso pode
causar débito de oxigénio, que € quando o metabolismo anaerdbico entra em
atividade, gerando lactato e, mesmo apos cessado o exercicio, 0 consumo de
oxigénio permanece elevado por algum periodo até que todo o lactato seja
oxidado (Hochachka 1961; Lewis et al. 2007). O fato deste fen6meno ter ocorrido
por apenas cerca de 15 minutos em tambaqui e matrinchd, indica a habilidade
da LDH destas espécies em reconverter o lactato a piruvato quando ele é gerado
pelo exercicio, e/ou dos musculos vermelhos em consumi-lo. Também néo
podemos deixar de notar que os niveis de lactato na primeira velocidade sdo
menores que nos animais do controle, para ambas as espécies. Uma hipdtese
para explicar essa situacdo € que neste momento a geracdo de lactato pelos
musculos ainda era muito baixa e a circulagdo sanguinea e a taxa de ventilacédo

aumentada favoreceriam a oxidacéo do lactato pelos musculos vermelhos.

O exercicio prolongado por 12 horas causou aumento da LDH no musculo
vermelho de tambaqui, mas ndo causou nenhum efeito no musculo branco, e
também ndo causou qualquer alteracdo em ambos os musculos de matrincha.
N&o observamos qualquer aumento do lactato neste exeprimento. Independente
do tipo de exercicio aplicado, ndo ha aumento da LDH no musculo branco de
tambaqui ou matrinchd, indicando que ndo ha um ajuste rapido na atividade
desta enzima para aumentar a oferta de energia aos musculos. Informacdes
sobre como a LDH reage em funcao do exercicio em outras espécies sO estao
disponiveis com relagdo ao efeito do treinamento e, mesmo assim, s&o
contraditorias. No caso das espécies aqui analisadas, o exercicio prolongado
deve ter continuamente gerado lactato nos musculos brancos e vermelhos e
essa producdo constante exigiu que o musculo vermelho melhorasse a sua
capacidade oxidativa de lactato, aumentando a atividade da enzima LDH. Desta
forma, mesmo com um longo periodo de 12 horas de producdo moderada de
lactato, ndo houve acumulo. O fato de ndo observarmos qualquer aumento da
atividade da LDH em matrinchd pode estar relacionado com seus niveis

normalmente mais elevados desta enzima, em relacdo ao tambaqui. Sendo até
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duas vezes mais ativa, em ambos os musculos, qualquer aumento adicional na
sua atividade somente seria justificado por uma situacéo critica, provavelmente
de longo prazo. Essa maior atividade basal da LDH em matrinchd deve estar
relacionada com seus maiores niveis basais de lactato. Isso sugere que esta
espécie se baseia muito mais no metabolismo glicolitico anaerébico do que o
tambaqui e, por isso, teria uma maior resisténcia aos efeitos maléficos do
acumulo de lactato nos musculos sobre o desempenho natatério, assim como foi
verificado por Ferreira (2010). De qualquer forma, os dados indicam que a
velocidade usada neste experimento (30 cm/s) e o tempo de 12 horas de natacao
prolongada permitiram que ambas as espécies pudessem manter o equilibrio
entre geracao e oxidacao do lactato, sem prejuizo para o desempenho.

Com relagédo a exposicdo dos animais a hipoxia, verificamos diferencas
marcantes entre as espécies em uma hora sem acesso a superficie. Enquanto
gue o matrincha ndo apresenta qualquer ajuste na atividade da LDH e ndo pode
suportar mais tempo sem oxigénio, o tambaqui € capaz de rapidamente ajustar
a LDH de ambos os musculos para lidar com esta condicao desfavoravel. Apesar
do baixo rendimento de ATP na glicOlise anaerdbica, a ativacdo deste tipo de
matabolismo é sempre a primeira resposta de animais com boa capacidade de
enfrentar condicdes hipbéxicas. Como principais exemplos temos as tartarugas e
o goldfish, que além de se basearem fortemente no metabolismo anaerdbico,
deprimem seu metabolismo quase a zero (Val e Almeida-Val 1995). Colossoma
macropomum também possui a capacidade de se basear fortemente no
metabolismo anaerébico sob hipdxia, porém ao invés de deprimir
demasiadamente seu metabolismo, apresenta uma queda relativamente
pequena, mas conta com ajuda de outros tipos de ajustes fisioldgicos,

morfolégicos e comportamentais (Val e Almeida-Val 1995).

Um exemplo de ajuste comportamental é a Respiracao Superficial Aquatica
(RSA), que é muito adequada aos peixes amazobnicos, ja que enfrentam
flutuagcbes diarias na quantidade de oxigénio dissolvido e, neste caso, ha a
necessidade de se reverter rapidamente os ajustes a condigcdo original. No
presente experimento, a LDH no musculo branco de tambaqui aumenta em 1
hora de hipoxia sem acesso a superficie aquatica. Isso favorece a continuidade

da producéo de ATP mesmo com pouco oxigénio, suprindo funcdes vitais a
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sobrevivéncia. Mas no musculo vermelho, no qual predomina a reconversao de
lactato a piruvato, a atividade da LDH diminuiu, sugerindo que a falta de oxigénio
reduziu a glicOlise aerdbica a ponto de causar acumulo de piruvato, com
consequente inibicdo da enzima. Em tecidos predominantemente aerobicos,
como por exemplo, coracdo, predomina a LDH-B, uma isoforma que protege este
orgéo dos efeitos agressivos do lactato a partir de um mecanismo de inibicdo da
atividade pelo acumulo do substrato (Gutfreund et al. 1968; Almeida-Val e Val
1993). Mais estudos precisam ser realizados nos musculos vermelhos destas
espécies sob hipodxia, afim de se saber exatamente a isoforma predominante e

se ela realmente é inibida pelo substrato.

Os niveis de lactato no musculo branco aumentam, em ambas as espécies,
devido a hipdxia severa de uma hora sem acesso a superficie da agua. Quando
os tambaquis sé@o permitidos coletarem agua da camada superficial, mais rica
em oxigénio, mesmo a concentracao baixa de oxigénio na coluna da agua, de
0,5 mg/L, ndo é capaz de alterar a atividade da LDH ou gerar acimulo de lactato.
O matrincha néo foi capaz de suportar essas condi¢des, provavelmente porque
nao responde a hipdxia da mesma forma que o tambaqui. Conforme sugerem os
dados, ao primeiro sinal de hipoxia o tambaqui ja efetua ajustes na LDH. O
matrincha ndo. No presente estudo, embora os tambaquis tenham expandido os
labios e realizado RSA por todo o periodo de exposi¢cdo com acesso a superficie,
a manutencdo de niveis baixos de LDH e lactato indicam que os ajustes
comportamentais, fisiolégicos e morfolégicos, ja bem conhecidos para esta
espécie, foram eficazes nesta condicdo (Muusze et al. 1998; Val et al. 1998; Val
2000; Richards 2009; Zhu et al. 2013), ndo sendo necessario um ajuste
enzimatico. A atividade da LDH em musculos brancos de peixes variam de 100
unidades (umol de substrato convertido por g de tecido por minuto) na maioria
dos peixes de respiracdo aérea amazodnicos a 5000 unidades em atum (Val e
Almeida-Val 1995). A taxa anaerdébica, dada pela razdo entre unidades de LDH
por unidades de CS, pode nos dar uma idéia do metabolismo preferencial da
espécie, em uma dada situagdo. Esta taxa pode alcancar 2000 no musculo
branco do atum contra 153 em Arapaima gigas. Acredita-se que taxas mais altas
estdo relacioandas com bom desempenho natatorio (Val e Almeida-Val 1995).

No presente experimento, nos peixes em repouso, obtivemos uma taxa
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anaerobica média de 183 no musculo branco e 7 no musculo vermelho de
tambaqui, enquanto em matrinchd obtivemos 136 no branco e 24 no vermelho.
Enquanto no musculo branco, a superioridade do tambaqui na taxa anaerobica
€ de apenas 35%, no vermelho a superioridade é do matrincha, com taxa 250%
maior. A maior capacidade do tambaqui em lidar com situacdes de hipoxia
poderia estar relacionada com a maior taxa metabdlica anaerébica dos musculos
brancos, e a superioridade do matrinchd na taxa do musculo vermelho, que

estaria relacionada com maior capacidade natatoria e oxidacao de lactato.

Os dados nos mostram que o matrincha possui uma capacidade maior de
se adaptar a cada incremento de velocidade de uma forma equlibrada entre o
metabolismo aerdbico e anaerodbico, enquanto que tambaqui faz uma transicao
repentina e antecipada para o metabolismo anaerdbico, possivelmente,
antecipando-se também a fadiga. A LDH ndo aumenta sua atividade para
melhorar o desepenho natatério destas espécies através do aprimoramento da
via glicolitica anaerdbica, mas mostrou-se mais ativa para ajudar o tambaqui a
reciclar o lactato em condi¢des de exercicio prolongado, embora isso ndo o faca
melhor nadador. A condicdo do matrinchd em apresentar niveis basais mais
elevados de LDH favorece seu desempenho natatério e, em tambaqui, as
respostas rapidas da LDH quando em hipdxia o tornam altamente resistente a

falta de oxigénio.

5. Conclusodes

A atuacédo rapida do 6xido nitrico estimulada pelo exercicio no musculo
vermelho, possivelmente como consequéncia do atrito do sangue no epitélio
vascular, contribui para aumentar o diametro dos vasos sanguineos e melhorar
o transporte de gases e nutrientes aos musculos, de acordo com a literatura. Em
matrincha a atuacao deste sistema ocorre nas fases iniciais do exercicio, ou seja,
de forma antecipada, ajudando a retardar a fadiga por postergar a dependéncia
energética dos muasculos brancos e o consequente acumulo de lactato. No
entanto, este ndo € o unico fator que determina a diferenca de desempenho
natatorio entre as espeécies, visto que 0s niveis basais mais elevados de LDH

nos musculos brancos de matrincha indicam uma tendéncia natural a utilizacao
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do metabolismo anaerdbico e menor sensibilidade ao lactato. Assim como
retardar seu acumulo € essencial para um bom desempenho, suportar niveis
elevados de lactato também € de suma importancia. Os resultados deixam claro
que matrinchd e tambaqui possuem diferencas fisiologicas importantes que
devem ser consideradas na conservacao destas espécies, como por exemplo,

na construcdo de escadas em barragens.
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Resumo

O oxido nitrico é produzido a partir da L-arginina pela enzima sintase do
oxido nitrico (NOS), e € uma molécula sinalizadora com papel importante na
homeostase cardiovascular, neurotransmissdo, defesas imunoldgicas,
vasodilatacdo, desempenho muscular, entre outras. O estimulo fisioldgico para
aumentar a producado de oxido nitrico pela isoforma NOS3 seria 0 atrito causado
pelo fluxo sanguineo aumentado através do limen do vaso. Além de ser o
precursor da sintese do Oxido nitrico, a arginina € um aminoacido com muitas
outras funcdes no organismo de varios vertebrados, incluindo peixes. Trabalhos
recentes demonstram que a suplementacdo da dieta com L-arginina reduz a
gordura corporal e aumenta a expressdo de genes responsaveis pela oxidacao
de &cidos graxos e glicose em ratos. Uma vez que o desempenho natatério dos
peixes esta diretamente relacionado com a sua capacidade de fornecer oxigénio
e moléculas energéticas aos musculos, o efeito vasodilatador do 6xido nitrico
poderia, teoricamente, aumentar seu desempenho natatoério por aumentar o fluxo
dessas substancias. O objetivo do presente estudo foi verificar se a
suplementacdo da racdo com arginina ou seu bloqueador (L-NAME) poderiam
alterar o desempenho natatério, os niveis de Oxido nitrico no muasculo e os
parametros sanguineos indicadores de estresse em peixes. Os resultados
indicam que a suplementacao da racdo com pequenas quantidades de arginina
nao resulta em aumento do desempenho em ambas as espécies, mas pode
ajudar na recuperacdo do matrincha por permitir uma maior perfusao sanguinea,

e do tambaqui por elevar os niveis de cortisol apds o exercicio intenso.
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Abstract

Nitric oxide is produced from L-arginine by the enzyme nitric oxide
synthase (NOS) and is a signaling molecule with important role in cardiovascular
homeostasis, neurotransmission, immune defenses, vasodilatation, muscle
performance, among others. The physiological stimulus for increasing nitric oxide
production by the NOS3 isoform is the friction caused by increased blood flow
through the vessel lumen. Furthermore, arginine is an amino acid with many other
functions in the body of various vertebrates, including fish. Recent studies have
demonstrated that dietary supplementation with L-arginine reduces body fat and
increases the expression of genes related to fatty acid and glucose oxidation in
mice. Once the swimming performance of fish is directly related to its ability to
deliver oxygen and energetic molecules to the muscles, the vasodilator effect of
nitric oxide could theoretically increase their swimming performance by
increasing the flow of these substances. The aim of this study was to determine
whether the diet supplementation with arginine or its blocker (L-NAME) could alter
the swimming performance, muscle levels of nitric oxide and blood parameters
indicators of stress in fish. The results indicate that food supplementation with
small amounts of arginine does not result in increased swimming performance in
both species, but it can help the recovery of matrincha by allowing a better blood
perfusion, and of the tambaqui, by raising the levels of cortisol after intense

exercise.
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1. Introducéo

O oOxido nitrico (ON) é produzido a partir da L-arginina pela enzima sintase
do oxido nitrico (Nitric Oxide Synthase - NOS) (Alderton et al. 2001) e é uma
molécula sinalizadora com papel importante na homeostase cardiovascular,
neurotransmissao, defesas imunolégicas (Moncada e Higgs 2006),
vasodilatacao (Jensen 2009), desempenho muscular (Rudnick et al. 2004), entre
outras. Até o momento, trés isoformas da NOS sédo conhecidas. A NOS2 é
induzivel, atua nos processos imunolégico onde o ON produz efeitos citotoxicos
e citostaticos em células de varios 6rgdos-alvo (Wright et al. 1992; Lee et al.
2001). J4 a NOSL1 estéa presente nos tecidos musculares, mais especificamente
na regido sarcolemal e jungdo neuromuscular (Kobzik et al. 1995; Kusner e
Kaminski 1996), atuando nos processos de sinalizagdo neuromuscular, geracao
de forca, contratilidade e tomada da glicose (Flora Filho e Zilberstein 2000;
Rudnick et al. 2004). A NOS3 (endotelial) encontra-se uniformemente distribuida
na fibra muscular e na parede dos vasos sanguineos (Kobzik et al. 1995),
participando nos processos de sinalizagcdo para a reducdo da resisténcia
vascular por meio da vasodilatacdo (Joannides et al. 1995). O estimulo fisiologico
para aumentar a produgdo de oxido nitrico pela NOS3 seria 0 atrito causado pelo
fluxo sanguineo aumentado através do limen do vaso (Pohl et al. 1986; Rubanyi
et al. 1986; Hutcheson e Griffith 1991). A partir do atrito, o ON, uma molécula
pequena e lipofilica, penetra facilmente nas células, ligando-se a guanilato
ciclase. A ligacéo ativa a enzima, que por sua vez catalisa a transformacao do
GTP a GMP ciclico. O GMPc acumulado causa bloqueio da saida de calcio do
reticulo endoplasmatico das células musculares lisas das paredes dos vasos, o
gue impede a contracao e induz o relaxamento (Lowenstein et al. 1994; Andrew
e Mayer 1999; Cerqueira e Yoshida 2002; Dusse et al. 2003; Moncada e Higgs
2006). Embora muitas vezes conflitantes, em geral o papel das isoformas da
NOS em peixes teledsteos parece ser comparavel aos dos mamiferos (Agnisola
2005; Tota et al. 2005; Olson e Donald 2009).

Trabalhos recentes com ratos demonstram que a suplementacédo da dieta
com L-arginina reduz a gordura corporal e aumenta a expressdo de genes
responsaveis pela oxidacdo de acidos graxos e glicose. O mecanismo nao esta

totalmente esclarecidos, mas seria pela atuagdo do oxido nitrico sobre 0 GMP
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ciclico e consequente ativacdo das lipases e perilipinas, entre outros (Jobgen et
al. 2006).

Uma vez que o desempenho natatério dos peixes estd diretamente
relacionado com a sua capacidade de fornecer oxigénio e moléculas energéticas
aos musculos, o efeito vasodilatador do 6xido nitrico poderia aumentar ainda
mais essa capacidade por aumentar o fluxo dessas substancias. Porém, a
influéncia da suplementacdo da dieta com arginina neste processo €

desconhecida.

Em tese, o aprimoramento do desempenho natatorio, a partir do efeito
vasodilatador da arginina suplementar, poderia beneficiar a converséo alimentar,
0 ganho de peso e estado geral de saude dos peixes cultivados, possibilitando o
aumento da produtividade. Ferreira e colaboradores (2013) mostraram o efeito
benéfico do exercicio natatério para o ganho de peso, converséo alimentar e
resisténcia ao estresse durante o cultivo de matrincha (Brycon amazonicus), e o
mesmo foi verificado para outras espécies de peixes (Davison 1997; Ogata e
Oku 2000), indicando ser esta uma técnica que pode aumentar a produtividade.
Uma vez que o alto custo da racao e a mortalidade por estresse s&o 0s principais
entraves para a producéo de peixes, mais estudos precisam sem realizados para
se entender esta questdo e colaborar com o desenvolvimento socioeconémico

da regido.

O objetivo do presente estudo foi verificar se a suplementacéo da racdo
com arginina ou seu bloqueador (L-NAME) poderia alterar as respostas do 6xido

nitrico ao exercicio, e de que forma isso afeta 0 desempenho.

2. Material e métodos

2.1. Animais e desenho experimental

Exemplares de tambaqui e matrincha, adquiridos de piscicultores da

regido, passaram por um processo de aclimatagao de 30 dias em tanques com
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aeracao constante e recirculacdo parcial da agua, antes de serem utilizados nos
experimentos. Foram alimentados duas vezes ao dia com ragao comercial
(Purina®) composta por 36% de proteina, até a saciedade aparente. As
caracteristicas fisico-quimicas da agua de poco do INPA, usada durante a
aclimatacao e no experimento foram: Na* 34,00+1,00 umol, CI- 28,00£1,00 pmol,
Ca?* 11,50+0,90 mol, Mg?* 0,80+0,10 mol, K* 15,50+0,40 mol, pH 6,32+0,04, SH
0,99+0,19 mg C.L%, Oz dissolvido 5,91+0,07mg.L"*, temperatura 28,00+1,00 °C.

Dezoito caixas de 4gua de 100 litros cada, com recirculacdo parcial de
agua e com aeracao constante foram utilizadas para acomodacéo dos peixes.
Os exemplares de matrincha utilizados tinham 33,00+5,18 g e 14,50+1,90 cm,
e 0s exemplares de tambaqui, 49,48+12,33 g e 12,73£2,85 cm. Durante a
aclimatacdo, que ocorreu por 10 dias, foram produzidas as racoes
experimentais, a partir da trituracdo e reaglutinacdo da racdo comercial,
composta por 32% de proteina, marca Purina©. A primeira racao experimental
foi suplementada com a 1g/Kg do aminoé&cido arginina, precursor da producéo
de 6xido nitrico no organismo. Devido a inexisténcia de experimentos similares
disponiveis na literatura, a concentracao utilizada de arginina suplementar foi
definida a partir do conceito de aminoéacido limitante, que é aquele que traz
grandes prejuizos ao organismo quando a quantidade ingerida diminui.
Segundo Furuya e colaboradores (2004), o aminoacido lisina seria o mais
limitante para Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), e a concentracéo ideal na
racao seria de 1,4%. Na segunda racdo adicionamos 1g/kg de L-NAME, um
composto industrial feito a partir da arginina, que age como antagonista deste
aminoécido blogueando sua atividade. Na terceira racdo adicionamos o
aminoacido alanina para equilibrar as quantidades de nitrogénio entre as
racoes.

Cada grupo de peixes, correspondente a um terco do total, foi alimentado
com um dos trés tipos de racdo, sendo que o grupo alimentado com alanina foi
referenciado como controle. Apos 20 dias de alimentacdo, na qual os peixes
eram permitidos se alimentarem até a saciedade aparente, um terco do total de
cada grupo foi retirado e sacrificado para andlise, outro terco foi submetido no

tunel de natacéo a exercicio moderado por 2 horas na velocidade da agua de 40
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centimetros por segundo (cm/s), e o terco final passou pelo teste de Ucrit antes

de ser analisado.

No protocolo de velocidade moderada da agua, os peixes foram
transferidos para o tanel de natacdo, dotado de bombas que controlavam a
velocidade da agua por intermédio de computadores, e foram permitidos se
aclimatarem na velocidade da agua de 10 cm/s por 2 horas. A partir dai, a
velocidade foi incrementada em 10 cm/s a cada 5 minutos, até que atingisse 40

cm/s, permanecendo assim por 2 horas.

No protocolo de Ucrit (Brett 1964), os peixes sdo acondicionados no tunel
de natacdo também por 2 horas na velocidade de aclimatacdo de 10 cm/s,
guando entédo a velocidade da agua € aumentada em 10 cm/s a cada 30 minutos
até que ocorra a fadiga do peixe, que é indicada pela sua aderéncia a grade
posterior do tinel mesmo apds estimulo elétrico de 24 volts. A Ucrit € calculada

da seguinte forma:
Ucrit = Ui + (Ti/ Tii x Uii),

onde, Uii é o incremento de velocidade (cm/sec), Ui é a penultima velocidade na
qual o peixe nadou antes de fadigar, Ti € o tempo decorrido entre o ultimo
aumento de velocidade e a fadiga (minutos), e Tii € 0 tempo entre 0s incrementos
de velocidade (minutos). A Ucrit deve ser padronizada dividindo seu valor pelo

comprimento padrao do peixe.

2.2. Andlises Musculares

Para andlise dos nitritos e nitratos (NOx) do musculo vermelho, o tecido
foi homogeneizado com equipamento automéatico em tampéo salino (tampao
PBS: 10 mM PO4*", 137 mM NacCl, e 2.7 mM KCI), e em seguida centrifugados
a 10.000g por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e passado em filtro
Miliipore (Amicon) com membrana de 30kDa, seguindo orientagéo do fabricante
do kit de analise. O kit utilizado foi da Cayman Chemical (item n. 780001), o qual
primeiramente converte todo o nitrato da amostra em nitrito, usando nitrato

redutase. O segundo passo é a adi¢cdo do reagente Griess, que converte nitrito

69



em um azo-composto lilas. A medida fotométrica deste composto em 540nm
determina a concentracao de nitrito, estimando desta forma, a concentracéo

inicial de nitritos e nitratos da amostra (NOX).

Para determinacdo do lactato do musculo branco, as amostras foram
digeridas em acido percldrico 6M na proporcéo de 1uL para cada pg de tecido e,
em seguida, centrifugados a 10.000g por 10min. O extrato sobrenadante (20uL)
€ adicionado a uma solucdo contendo, numa mistura, a enzima lactato
desidrogenase (LDH, 10KU/ml), a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADY), hidrazina e tampé&o glicina (0,6 mol/L, pH 9,2). Neste método, a enzima
converte o lactato, presente no extrato de tecido, a piruvato o qual € complexado
a piruvato-hidrazina, evitando a reconversao do piruvato para lactato. A reacéo
ocorre com reduc¢do simultanea da coenzima NAD* e é monitorada por meio do
decréscimo da absorbancia em 340nm, decréscimo este proporcional a
concentracdo original de lactato na amostra. Apés 15min, quando a reacédo
processa-se completamente a 37°C, os valores de lactato tecidual sdo obtidos
por meio de uma curva de calibracdo previamente estabelecida. As leituras sao

feitas em leitor de microplaca com filtro de 340nm.

2.3. Analises do plasma

O sangue foi retirado por meio de puncédo da veia caudal, usando-se
seringas heparinizadas. O plasma foi separado centrifugando-se o sangue por
10min a 2.000 rpm.

A glicose foi determinada por meio de ensaio enzimatico colorimétrico,
cujo principio consiste em adicionar o plasma em uma solucao contendo tampéo
fosfato, aminoantipirina, p-hidroxibenzoato e as enzimas glicose oxidase e
peroxidase na propor¢cao de 1:100. Foi utilizado o kit comercial Glucox 500
(Doles).

O cortisol foi medido a partir do método de competicdo entre o cortisol
livre e o cortisol conjugado com acetilcolinesterase (DBC Chemical). Essas duas
substancias competem pelos sitios de ligacdo formados por anticorpos

monoclonais de rato, os quais vém previamente aderidos no fundo de cada poco

70



da microplaca. Apos a ligacdo de todo o cortisol da amostra, a quantidade
subsequente de cortisol-conjugado que conseguir se ligar na placa seré
inversamente proporcional a quantidade de cortisol na amostra. O passo
seguinte consiste em adicionar um reagente (Ellman’s) que forma coloracéo
amarela ao reagir com a acetilcolinesterase. A coloracdo formada é uma

estimativa do cortisol da amostra e pode ser lida em 412nm.

Os triglicerideos foram medidos por método enzimético colorimétrico (Kit
InVitro), no qual sdo estimados apds a hidrolise enzimética dos lipideos da
amostra com lipases. O indicador € a quinoneimina, formada a partir do peroxido
de hidrogénio, da 4-aminoantipirina e do 4-clorofenol sob a influéncia catalitica

da peroxidase.

O lactato foi medido segundo 0 mesmo procedimento utilizado para medir

o lactato muscular, conforme citado anteriormente.

O NOx foi medido seguindo-se o mesmo procedimento descrito para o
NOx muscular, sendo que também houve a necessidade de passar o plasma
pelos filtros Milipore (Amicon) de 40kDa, seguindo orientacdo do fabricante do

kit de analise (Cayman Chemical).

2.4. Analises estatisticas

Para a analise estatistica utilizamos o programa Sigma Plot (11.0) e

aplicacao de ANOVA de dois fatores, sendo um fator o tipo de racéo fornecida e
o outro fator o tipo de exercicio a que o peixe foi submetido. Nos casos em que
houve diferenca estatistica para o fator principal, utilizamos o teste de SNK para

contraste entre as médias.

3. Resultados

Eventuais diferencas para os fatores principais, quando detectados pela
ANOVA two-way, séo relatadas nas legendas e no texto abaixo; os resultados
dos testes post-hoc de comparacao intragrupos sdo mostrados nas proprias

tabelas e graficos com utilizacdo de letras distintas.
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Em ambas as espécies, a Ucrit ndo é afetada pelo tipo de alimentacéo
que os animais receberam e podemos observar que a Ucrit de matrincha é cerca

de dois comprimentos de corpo por segundo maior que de tambaqui (Tabela VII).

O NOx do musculo vermelho aumenta em tambaqui devido ao exercicio,
independentemente do tipo aplicado, e, em matrincha, o exercicio gera aumento
apenas no grupo exercitado até a fadiga, quando comparado com o controle,
sendo que o grupo exercitado moderadamente atinge valores intermediarios

(Figuras 6 e 7).

Tabela VII. Velocidade critica de natacdo (Ucrit) de tambaqui e matrincha alimentados
por 10 dias com racéo suplementada com alanina, arginina ou L-NAME.

Alanina Arginina L-NAME
tambaqui 4,19+0,46 4,26+0,32 4,37+0,43
matrincha 6,62+0,18 6,58+0,16 6,99+0,20

Valores em cc/seg expressos como média e erro padrdo da média, com nivel de
significancia de 5%. ANOVA de um fator aplicada isoladamente para cada espécie
nao indica diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 6 - Nitritos e nitratos (NOx) no musculo vermelho de tambaqui alimentado com
racdo suplementada com alanina, arginina ou L-NAME por 10 dias (fator alimentacao),
e submetido, no dltimo dia, minutos antes da analise, a fadiga pelo teste de Ucrit, ou
exercitado moderadamente a 40 cm/s de velocidade de agua por 2 horas, ou mantido
em agua parada por 2 horas dentro do tinel de natagéo (fator atividade). ANOVA de
dois fatores indica diferenca para o fator atividade, havendo diferenca entre o grupo
controle e 0s grupos exercitado moderadamente e incremental até a fadiga. Dados

expressos como média e erro padrdo da média, com nivel de significancia de 5%.
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Figura 7 - Nitritos e nitratos (NOx) do musculo vermelho de matrinch@ alimentado
com racdo suplementada com alanina, arginina ou L-NAME por 10 dias (fator
alimentacédo) e, submetido no ultimo dia, minutos antes da analise, a fadiga pelo
teste de Ucrit, ou exercitado moderadamente a 40 cm/s de velocidade de agua
por 2 horas, ou mantido em agua parada por 2 horas dentro do tinel de natagéo
(fator atividade). ANOVA de dois fatores indica diferenga para o fator atividade,
havendo diferenga entre o grupo controle e o fadigado. Letras minusculas
diferentes indicam diferencga entre os tipos de atividade para animais alimentados
com o0 mesmo tipo de racdo, enquanto mailsculas indicam diferenga entre os tipos
de ragdo, dentre um mesmo tipo de ambiente. Dados expressos como média e

erro padrdo da média, com nivel de significAncia de 5%.
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Em tambaqui e matrincha, a glicose aumenta quando os animais sao
submetidos ao exercicio, sendo que no exercicio moderado ela aumenta de

forma intermediéria e na fadiga ela atinge os maiores valores (Tabelas VIl e IX).

Na andlise do lactato plasmatico de ambas as espécies, verificou-se o
mesmo comportamento da glicose, ou seja, sua concentracdo é maior
dependendo da intensidade do exercicio; porém, se observou também que a
alanina favoreceu o aumento deste metabdlito em tambaqui, em relagdo aos

grupos suplementados com L-NAME ou arginina (Tabelas VIl e IX).

Em tambaqui o NOx plasmético aumenta devido ao exercicio moderado e
prolongado, com relacdo ao grupo em repouso e ao exercitado de forma
incremental até a fadiga. Em matrinchd ndo houve diferenca nos niveis

plasmaticos de NOx (Tabelas VIl e IX).

Os triglicerideos plasmaticos se elevam devido ao exercicio moderado em
tambaqui, quando comparado ao grupo controle ou fadigado, mas o0 mesmo nao
ocorre em matrinch@, que nao apresentou diferencas devido ao tipo de exercicio
(Tabelas VIl e IX).

Em tambaqui, observou-se interacdo entre os fatores alimentacdo e
exercicio sobre o cortisol plasmatico (ANOVA two-way), sendo que desta forma
o teste nao determina efeitos isolados. O teste a posteriori identificou a interagao,
mostrando que quando a arginina é utilizada concomitantemente com o exercicio
até a fadiga, o cortisol atinge valores extremamente elevados comparados a
todos os demais grupos (Figuras 7 e 8). Em matrincha, o cortisol aumenta devido
ao exercicio, sendo os trés grupos diferentes entre si, com o grupo exercitado

até a fadiga atingindo os maiores valores (Figuras 7 e 8).
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Tabela VIII. Niveis plasmaticos de glicose, lactato, NOx e triglicérides de tambaqui

alimentado com ragao suplementada com alanina, arginina ou L-NAME por 10 dias

(fator alimentacédo) e submetido, no ultimo dia, minutos antes da analise, a fadiga

pelo teste incremental de Ucrit (FAD), ou exercitado moderadamente a 40 cm/s de

velocidade de agua por 2 horas (EM), ou nado exercitado (NE) e mantido em agua

parada por 2 horas dentro do tunel de natacéo (fator atividade).

Alanina Arginina L-NAME
Glicose NE 70,34+4,72 a 79,38+10,60 a 77,30+£3,07 a
plasmatica EM 90,08+5,89 a 91,04+13,44 a 101,43+11,95 ab
(mg.dL?) FAD 142,43t11,70 b 143,25+8,57 b 126,38+5,96 b
Lactato NE 23,02+2,97 a 25,49+1,44 a 22,60+3,92 a
plasmatico EM 74,65+9,01 b 70,69+10,51 b 51,00+4,93 b
(mg.dL?) FAD 53,2648,79 ab 45,81+6,39 ab 41,42+7,23 ab
NOXx NE 372,64+31,60 452,70+£59,65 292,80+52,67
Plasmatico EM 561,70+£102,69 478,60+58,51 551,73+59,74
(uM) FAD 257,13+30,21 208,80+20,68 339,20+40,07
Triglicerideos  NE 147,96+22,82 129,86+19,80 136,95+13,82
plasmaticos EM 177,19+12,71 172,85+18,67 164,85+13,54
(mg.dL?) FAD 144,68+7,92 128,50+7,99 130,95+21,32

Diferencas estatisticas nos fatores principais, quando presentes, sdo dadas no texto

e resultados de testes post hoc sdo mostrados no corpo da tabela, sendo que letras

mindsculas diferentes indicam diferenca entre os tipos de atividade para animais

alimentados com o mesmo tipo de ragdo, enquanto letras mailsculas indicam

diferenca entre os tipos de ragdo, dentre um mesmo tipo de ambiente. Dados

expressos como média e erro padrdo da média, com nivel de significancia de 5%.
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Tabela IX. Niveis plasméaticos de glicose, lactato, NOx e triglicérides de matrincha
alimentado com ragéo suplementada com alanina, arginina ou L-NAME por 10 dias
(fator alimentacgéo), e submetido no dltimo dia, minutos antes da analise, a fadiga pelo
teste incremental de Ucrit (FAD), ou exercitado moderadamente a 40 cm/s de
velocidade de agua por 2 horas (EM), ou ndo exercitados (NE) e mantidos em agua

parada por 2 horas dentro do tunel de natacéo (fator atividade).

Alanina Arginina L-NAME

Glicose NE 99,07+14,79 ab 84,97+5,033 a 69,36+4,84 a
plasmética EM 87,0520+5,39 a 126,35+13,14 b 91,21+7,87 ab
(mg.dL™) FAD 129,01+2,35 b 115,60+18,11 ab 121,67+12,64 b

Lactato NE 58,63+ 6,71 a 46,07+ 5,6120 a 34,06% 5,83 a
plasmatico EM 68,19+ 10,30 a 54,73+ 6,05 a 67,65+ 10,99 b
(mg.dL?) FAD 98,09+ 10,19 b 104,40+ 10,72 b 107,62+ 5,20 c
NOx NE 346,00+ 40,36 321,04+ 57,50 212,80+ 32,475
Plasmético EM 282,10+ 54,68 251,12+ 64,66 368,48+ 60,12
(1M) FAD 303,76+ 53,69 409,30+ 56,22 314,10+ 34,64
Triglicerideos  NE 386,80 +21,80 448,26+30,41 268,08+31,25
plasmaticos EM 291,66+106,20 421,52+35,91 341,38+16,57
(mg.dL?) FAD 458,33+74,33 357,40+44,96 408,79+62,75

Diferencas estatisticas nos fatores principais, quando presentes, sdo dadas no texto
e resultados de testes post hoc sdo mostrados no corpo da tabela, sendo que letras
mindsculas diferentes indicam diferenca entre os tipos de atividade para animais
alimentados com o mesmo tipo de ragdo, enquanto letras maiusculas indicam
diferenca entre os tipos de ragdo, dentre um mesmo tipo de ambiente. Dados

expressos como média e erro padrdo da média, com nivel de significancia de 5%.
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Figura 8 - Cortisol plasméatico de tambaqui alimentado com ragéo suplementada com
alanina, arginina ou L-NAME por 10 dias (fator alimentacéo), e submetido no dltimo dia,
minutos antes da andlise, a fadiga pelo teste de Ucrit, ou exercitado moderadamente a
40 cm/s de velocidade de agua por 2 horas, ou mantido em agua parada por 2 horas
dentro do tunel de natacdo (fator atividade). ANOVA de dois fatores indica interagédo
entre os fatores atividade e alimentacdo, sendo que desta forma os fatores isolados néo
podem ser apropriadamente determinados. Letras minUsculas diferentes indicam
diferenca entre os tipos de atividade para animais alimentados com o mesmo tipo de
racdo, enquanto letras maiusculas indicam diferenca entre os tipos de ragédo, dentre um
mesmo tipo de ambiente. Dados expressos como média e erro padrao da média, com

nivel de significancia de 5%.
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Figura 9 - Cortisol plasmatico de matrincha alimentado com ragao suplementada com
alanina, arginina ou L-NAME por 10 dias (fator alimentacao), e submetido no ultimo dia,
minutos antes da andlise, a fadiga pelo teste de Ucrit, ou exercitado moderadamente a
40 cm/s de velocidade de agua por 2 horas, ou mantido em agua parada por 2 horas
dentro do tunel de natagéo (fator atividade). ANOVA de dois fatores indica diferenca no
fator atividade, sendo os trés grupos diferentes entre si. Letras mindsculas diferentes
indicam diferenca entre os tipos de atividade para animais alimentados com o mesmo
tipo de racdo. Dados expressos como média e erro padrdo da média, com nivel de

significancia de 5%.

79



4. Discussao

4.1. Cortisol e glicose

O cortisol mobiliza e eleva a glicose em peixes a partir da gliconeogénese
e da glicogendlise (Basu et al. 2001). A glicogendlise no figado e nos musculos
libera glicose na circulacéo, que entra na célula, ao menos em parte, com a ajuda
da insulina (Moon 2001). Os mecanismos endoécrinos que atuam na regulacao
de glicose em peixes ndo estdo bem definidos (Legate et al. 2001; Moon 2001).
O cortisol exerce um papel regulatério em muitas funcdes fisiologicas
importantes nos peixes e niveis elevados deste horménio tem sido relacionados
a piscicultura por causar diminuicdo do apetite, diminuicdo do crescimento,
gueda na resisténcia as doencas, entre outros (Barton et al. 1987; Barton e
Iwama 1991; De Boeck et al. 2001; Gregory e Wood 1999). Apresenta-se
também como controlador chave do metabolismo aerdébico e anaerobico de
peixes, uma vez que pode elevar o consumo de oxigénio, aumentar
gliconeogénese, entre outros, o que resulta em um maior “custo de
sobrevivéncia” ao peixe (Barton et al. 1987; Morgan e Iwama 1996; Wendelaar
Bonga 1997; Tort 2010). Em teledsteos, o cortisol tem também papel importante
na osmoregulacéo, atuando na tomada de ions da 4gua pelas branquias (Vijayan
et al. 1997; McCormick 2001). Embora seja a molécula energética central no
metabolismo da maioria dos vertebrados, em especial mamiferos, a glicose
apresenta uma importancia mais discreta em peixes, tendo papel subordinado
aos dos lipideos e proteinas (Hemre et al. 2002).

O tambaqui e o matrincha também respondem as situacdes de estresse
em geral com liberacdo de cortisol e glicose na circulacdo. Ferreira (2006)
verificou que a glicose e cortisol aumentam em tambaqui submetido a pH baixo,
amonia elevada e hipoxia, indicando que estes sdo bons indicadores de estresse
para esta espécie. Gomes e colaboradores (2003) demonstraram que o
tambaqui eleva seu cortisol e glicose plasmaticas devido ao estresse de
transporte. Ferreira e colaboradores (2013) verificaram aumento da glicose de
matrincha submetido por 24 horas a hipoxia, porém Hoshiba e colaboradores
(2009) mostraram que o matrinch@ perseguido por puca, numa simulacdo de

captura por até 30 minutos, ndo apresentou alteracdo nos niveis de glicose e
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cortisol do plasma, indicando ser uma espécie resistente ao estresse natatorio

da captura.

No presente experimento, ambas as espécies apresentaram aumento do
cortisol e da glicose em fungéo do exercicio, moderado ou intenso, porém com
algumas diferencas. Para tambaqui, o cortisol aumenta na mesma magnitude
independente se o0 exercicio € moderado ou intenso, porém ha uma interacao
com o fator alimentagdo, ou seja, se 0 grupo suplementado com arginina é
submetido ao exercicio intenso, 0s niveis de cortisol atingem os maiores valores
entre todos os grupos. Nesta mesma espécie, a glicose aumenta devido a
intensidade do exercicio, ndo sendo afetada pelo tipo de suplementacéo. Esses
dados indicam que, de alguma forma, a arginina é capaz de aumentar as
respostas dos peixes aos agentes estressores, neste caso, 0 exercicio intenso.
Embora os niveis de cortisol constantemente elevados possam ser prejudiciais,
conforme discutido anteriormente, sua atuacdo é essencial em situacdes
pontuais, quando h&d uma grande demanda por energia, oxigénio ou distarbios

eletroliticos iminentes, como no caso da natagcdo extenuante.

Um conceito muito pouco debatido na literatura € o de nutriente
adaptogénico, que sdo aqueles que, apesar de nao serem considerados
essenciais, quando inseridos na dieta aumentam a capacidade do organismo em
reagir as situacdes de estresse, sendo entdo chamados de “condicionalmente
essenciais” (Gupta et al. 2005). Arginina e glutamina sdo conhecidos por serem
“condicionalmente essenciais” (Visek 1984), e uma mistura desse e outros
aminodcidos foi capaz de aumentar a atividade de hormdnios adrenocorticéides
e outros horménios em atletas durante o exercicio (di Luigi et al. 1999). N&o ha
na literatura informacdes suficientes para se compreender de que forma a
arginina suplementar poderia atuar para aumentar a resposta do cortisol ao
exercicio intenso e aos outros tipos de estresse, sendo necessarios, portanto,

mais estudos nesta direcéo.

Diferentemente do tambaqui, 0 matrinch& nao apresentou qualquer efeito
da dieta nos niveis de cortisol plasmatico, porém o exercicio causa o aumento
deste hormonio de forma proporcional a sua intensidade. Enquanto que para

tambaqui o exercicio moderado ja foi suficiente para elevar os niveis de cortisol
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ao maximo, para matrincha ficou claro que a velocidade moderada néo é fator
suficiente de estresse. Chama também atenc¢éo o fato de os niveis de cortisol de
matrinchd serem mais baixos que de tambaqui em qualquer condicdo de
exercicio, porem similares quando em repouso. Desta forma fica claro que o
matrincha € muito menos sensivel ao efeito estressante da natacdo do que o
tambaqui, mesmo quando ambos sdo levados a exaustdo. A glicose do
matrinchd seguiu o mesmo padrdo observado em tambaqui, com valores
proporcionais a intensidade do exercicio e sem efeito do tipo de suplemento.
Apesar dos diferentes niveis de cortisol observados nas espécies nas diferentes
condicdes testadas, a manutencdo de niveis similares de glicose sugere a
participacdo do cortisol em outros processos além da glicemia, como por

exemplo, na osmoregulacgéo.

4.2. Lactato

Os musculos brancos (anaerébicos) sdo os principais produtores de lactato
e nos musculos vermelhos e figado ocorre a maior parte da reconversdo do
lactato a piruvato de forma aerdbica (Wieser et al. 1987; Moyes e West 1995).
Novas suposi¢des apontam que o acumulo de lactato se daria pelo desequilibrio
entre a geragdo e o seu consumo pelos musculos vermelhos. Varios processos
estariam atuando para dificultar sua oxidacdo e causar o acumulo durante o
exercicio, entre eles a vasoconstricdo nos muasculos consumidores de lactato
ndo ligados ao exercicio, e a dificuldade das células de realizar glicolise
intensamente e oxidar lactato ao mesmo tempo (Gladden 2004). Uma vez que o
lactato € produzido e ndo é consumido, acumula-se no musculo e, em seguida,
extravasa para o plasma. Na analise do lactato plasmatico, verificamos em
tambaqui que o exercicio moderado e prolongado aumenta mais os niveis de
lactato do que o exercicio incremental até a fadiga, enquanto que em matrincha
os niveis de lactato aumentam com a intensidade do exercicio. Isso
provavelmente ocorre porgue para tambaqui, assim como verificado nos niveis
de cortisol, o exercicio “moderado” ja €& forte o suficiente para ativar o
metabolismo anaerdbico e dificultar a oxidacdo do lactato gerado. Isso pode

estar relacionado com o seu formato de corpo, pois sendo mais arredondado que
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0 matrinchd, ndo tem a mesma hidrodinamica. Desta forma fica claro que nao &
s6 a intensidade da natacdo que € capaz de resultar em acumulo de lactato no
plasma do tambaqui, o tempo de exercicio (2 horas neste caso) também tem
participacdo quando a velocidade é moderada. Em matrincha os niveis de lactato
aumentam com a intensidade do exercicio, ou seja, atinge os maiores valores
durante o teste incremental até a fadiga. O mesmo padrédo de aumento de lactato
no plasma visto neste capitulo, foi visto no capitulo I, indicando haver um maior
esforco do tambaqui em vencer velocidades mais baixas do que o matrincha.
Também, o matrinchd apresenta maiores niveis de lactato em qualquer
circunstancia, mesmo basal, no plasma e no muasculo branco (capitulo 1), o que
indica que essa espécie € muito mais especializada em obter energia de forma
anaerobica do que o tambaqui. Ferreira e colaboradores (2010) verificaram que
matrincha pode acumular grandes quantidades de lactato no plasma sem perder
a capacidade natatéria. Assim como retardar o acimulo de lactato parece ser
uma adaptacdo de bons nadadores, suportar niveis elevados também é

essencial.

4.3. NOx plasmético e muscular

Nos musculos vermelhos o Oxido nitrico participa no desempenho
natatorio a medida que aumenta a perfusdo sanguinea, levando mais oxigénio
até as moléculas de mioglobina presentes em grande quantidade nessa regiao.
No entanto, o 6xido nitrico pode ser produzido mesmo sem a presenca de
oxigénio, e ao invés de ocorrer a partir da arginina, ocorre a partir das reservas
de nitrito e nitratos (Kroupova et al. 2005; Jensen 2007; Hansen e Jensen 2010).
A hemoglobina desoxigenada, chamada de desoxihemoglobina, é a responsavel
por reduzir, de forma alostérica, o nitrito ao 6xido nitrico, em um processo que
ocorre tanto na hemoglobina do sangue quanto na mioglobina nos musculos
(Shiva 2013). O peixe dourado (Carassius auratus) exposto a hipéxia (30 mgHgQ)
por 2 dias teve queda nos niveis de nitrito no plasma, porém no musculo branco
eles permaneceram constantes. Foi sugerido pelos autores que houve a
migracao dos nitritos em direcdo ao musculo na tentativa de dilatar os vasos
sanguineos e melhorar a oxigenacdo (Hansen e Jensen 2010). No entanto,

durante o exercicio do presente experimento, em ambas as espécies, apesar do
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oxido nitrico ter aumentado no musculo vermelho, ndo ha qualquer alteracao do
oxido nitrico plasmaético, indicando que ndo houve qualquer necessidade de
utilizar esta reserva do plasma para auxiliar na oxigenagdo dos musculos. Por
mais que a natacao tenha gerado lactato plasméatico em ambas as espécies, ndo
parece ter ocorrido déficit de oxigénio suficiente para disparar 0s mecanismos
anaerodbicos de vasodilatacéo. Isso reforca a tese discutida no capitulo |, de que
o lactato € continuamente gerado em praticamente qualquer nivel de exercicio e
0 que causa seu acumulo é a incapacidade de oxida-lo a medida que a
intensidade do exercicio aumenta. O aumento do Oxido nitrico verificado no
musculo vermelho de ambas as espécies, em ambos os tipos de exercicio,
certamente foi produzido pela via aerébica, estimulada pelo atrito aumentado do
sangue no epitélio vascular (Pohl et al. 1986; Rubanyi et al. 1986; Hutcheson e
Griffith 1991). O aumento no entanto, nhdo ocorreu da mesma forma em tambaqui
e matrincha. Assim como ja demonstraram os demais parametros medidos, o
exercicio moderado aumentou as concentragdes de Oxido nitrico muscular nos
mesmos niveis do exercicio até a fadiga em tambaqui. Conforme ja discutido, a
menor capacidade desta espécie em vencer a velocidade moderada faz com que
0 animal, ja nesta velocidade, altere toda a sua fisiologia afim de amenizar o
estresse. Esta mesma reagdo do 6xido nitrico do musculo nas velocidades mais
baixas, também foi vista e discutida no capitulo |, quando o tambaqui daquele
experimento também teve o 6xido nitrico do muasculo vermelho aumentado
repentinamente nas primeiras velocidades do teste natat6rio. Ao contrario, o
matrinchd analisado no capitulo | apresentou aumento do éxido nitrico do
musculo vermelho de forma gradual, conforme a intensidade do exercicio
aumentava. O mesmo ocorreu no presente experimento com matrinchd, quando
o0 exercicio moderado aumentou o 0xido nitrico muscular de forma intermediaria,
aumentando para valores ainda maiores no exercicio até a fadiga. Isso
demonstra mais uma vez que a velocidade moderada néo é capaz de estressar
de forma intensa o matrincha, dada sua forma fusiforme e sua fisiologia adaptada
ao exercicio, confirmando sua superioridade em enfrentar o estresse natatorio.
Chama a atencéo o fato de que, em matrincha, a suplementacdo da racdo com
arginina favoreceu a maior producéo de oxido nitrico muscular, enquanto que o
L-NAME impediu uma elevacao intensa. Esse mesmo efeito da suplementacéao

nao pode ser visto em tambaqui, provavelmente porque os niveis de 6xido nitrico
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Sao sempre menores nesta espécie, seja em condi¢cdes basais ou sob exercicio.
Uma vez que o 6xido nitrico tem niveis muito mais baixos em tambaqui, ha pouca
margem pra modulacdo dos seus valores por fatores nutricionais. Ao contrario,
em matrinchd os niveis de oxido nitrico sofrem alteracdes em grande escala
devido ao exercicio, facilitando com que a arginina e o L-NAME possam agir com
efeitos moduladores. Esses resultados deixam claro que, ao menos para
matrinchd, os niveis de Oxido nitrico do musculo vermelho podem ser
aprimorados ou deteriorados apds o exercicio, por meio da adicdo de pequenas

guantidades de aminoacidos especificos na dieta.

4.4. Triglicerideos plasmaticos

A distribuicdo das reservas de lipideos varia bastante mesmo entre os
vertebrados, mas em peixes estdo concentradas principalmente no mesentério,
no figado e nos muasculos vermelhos (Sheridan 1994). Sabemos que muitas
espécies de peixes se baseiam fortemente nos acidos graxos para suprir a
demanda energética durante o exercicio submaximo (Kieffer et al. 1998),
justamente quando observarmos aumento nos niveis plasmaticos do cortisol
destes animais (Mommsen et al. 1999). A maior parte das gorduras €
armazenada nos tecidos na forma de triglicerideos, que quando necessarios sdo
guebrados por lipases em glicerol e 4cidos graxos. Os acidos graxos circulam no
sangue até alcancarem os o6rgdos-alvos, como por exemplo, os musculos

exercitados (Moyes e West 1995).

N&o observamos alteracdes nos niveis plasmaticos de triglicerideos
devido ao exercicio, independentemente do tipo de suplementacdo. Apesar do
aumento da demanda por &cidos graxos durante o exercicio, a auséncia de
alteracdes nos niveis plasmaticos de triglicerideos ocorre porque na circulacéo
eles sdo apenas armazenados, e ndo sao mobilizados pelas lipases neste local.
A atuacédo das lipases quebrando os triglicerideos em acidos graxos e glicerol
ocorre apenas em outros tecidos, como por exemplo, nos musculos e figado.
Também néo verificamos efeito da suplementacdo com L-NAME, alanina ou
arginina sobre os triglicerideos plasméticos, antes ou apds o exercicio. Embora

nao existam informacbes para peixes, Jobgen e colaboradores (2006)
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verificaram que a suplementacao da dieta para ratos com L-arginina reduziu as
gorduras corplreas e aumentou a expressao de genes responsaveis pela
oxidacdo de glicose e &cidos graxos. O mecanismo, embora ainda nao
totalmente identificado, seria o estimulo da arginina sobre a producéo e éxido
nitrico, que por sua vez atuaria sobre multiplos mecanismos mediados pelo GMP
ciclico, como por exemplo, a ativagdo das lipases e perilipinas e ativacdo dos
receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARs) (Jobgen et al.
2006).

Em outro estudo com ratos, seja em animais alimentados com dieta rica
ou pobre em gorduras, a suplementacdo com arginina diminuiu 0s niveis
plasmaticos de triglicerideos em relacdo a animais que receberam racdo
suplementada com alanina (Jobgen et al. 2009), indicando que a maior utilizacéo
deste substrato diminuiu suas reservas inclusive no plasma. No presente estudo,
nao observamos qualquer efeito da suplementacdo da dieta de tambaqui e
matrincha com arginina, alanina ou L-NAME sobre a concentracdo de
triglicerideos plasmaticos, antes ou ap0s o exercicio. Os dados de NOx muscular
indicam gque a suplementacdo com arginina favoreceu com que, apos 0 exercicio
incremental, os valores de Oxido nitrico no musculo vermelho de matrincha
fossem maiores que nos demais grupos. Isso indica que houve um efeito da
suplementacao de arginina sobre a capacidade dessa espécie em gerar 6xido
nitrico durante o exercicio, mas nao nos niveis basais de Oxido nitrico, o que
poderia ser necessario para se verificar efeitos sobre o metabolismo das
gorduras em peixes. Embora esses dados preliminares indiguem que nao ha
efeito da suplementagdo com arginina sobre o metabolismo das gorduras destas
espécies, mais trabalhos precisam ser realizados afim de se verificar se niveis
maiores de arginina podem aumentar a atividade da sintase do 6xido nitrico e o
NOx basal em peixes, e se esses dois parametros, juntos ou isolados, podem

interferir na atividade das lipases sobre os triglicerideos.

4.5. Ucrit

N&o pudemos observar qualquer alteragéo na Ucrit decorrente do tipo de

alimentacdo, em ambas as espécies de peixes, embora possa ser visto que 0
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matrincha, conforme esperado, possui um melhor desempenho que o tambaqui.
Apesar do efeito causado pela arginina e pelo L-NAME de aumentar e diminuir,
respectivamente, os niveis de 6xido nitrico no masculo vermelho do matrincha,
apos o exercicio até a fadiga, isso ndo afetou sua Ucrit. Conforme discutido no
capitulo I, o aumento antecipado e rapido do Oxido nitrico nos musculos
vermelhos ja nas primeiras etapas do exercicio, poderia ser um fator importante
para aumentar o desempenho dos peixes, mas 0 nosso desenho experimental
foi capaz apenas de identificar que a arginina eleva o nivel maximo de oxido
nitrico alcancado no fim do exercicio, ndo nos permitindo identificar se 0 mesmo
ocorreu nas etapas iniciais do teste. Um indicio de que n&do ocorreu, € que no
teste de velocidade moderada ndo houve diferenca nos niveis de 6xido nitrico
muscular em funcdo da arginina no matrincha, indicando, portanto, que a
arginina realmente s6 ajuda a aumentar o 0xido nitrico no momento exato da
fadiga. Desta forma, o aumento do 6xido nitrico auxiliaria apenas na recuperacao

do exercicio, mas ndo no aumento do desempenho.

5. Conclusodes

Os resultados obtidos nos permitem concluir que o éxido nitrico ndo € um
fator determinante da capacidade natatéria maxima do matrinchd se ndo é
liberado jA nas fases iniciais do exercicio. A suplementacdo da racdo com
pequenas doses de arginina ndo resultou no aumento do desempenho de
matrincha porque so6 ajuda a elevar o 6xido nitrico no momento da fadiga, mas
pode favorecer a recuperacdo do matrincha por permitir uma melhor perfusédo
sanguinea apos o exercicio, e na do tambaqui, por favorecer um maior aumento
dos niveis de cortisol como resposta ao esfor¢o natatério. A piscicultura € uma
atividade em plena expanséo ndo sé no estado do Amazonas mas também no
mundo todo, e os resultados podem ajudar no desenvolvimento de técnicas de
alta produtividade. A otimizacao do uso dos recursos disponiveis para pesca ou
piscicultura sdo uma saida para mitigar os efeitos antropicos sobre o meio

ambiente.
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Consideracoes finais e perspectivas

Os efeitos da crise ambiental, que tem se instalado em dimensdes cada
vez maiores em todo o planeta, gera impactos de ordem social e ambiental, e na
Amazobnia essa questdo tem se tornado cada vez mais evidente. Além disso,
sabe-se que o intenso processo de degradacdo ambiental e as intervencdes
humanas mal planejadas causam desequilibrio ambiental e produzem impactos

na perpetuacdo das espécies, sendo a extingdo um perigo eminente.

Diante disso, evidenciou-se nessa pesquisa dois elementos que incidem
diretamente nessas questbes, 0 primeiro seria a possibilidade de criar
estratégias sustentaveis a partir da piscicultura, com o aumento da produtividade
na criacdo do tambaqui e matrinchad, podendo melhorar as condicdes de vida e
de trabalho das pessoas que moram na regiao. O segundo seria a probabilidade
das espécies manterem seu sucesso reprodutivo diante de intervencdes no seu
habitat, sendo que a pesquisa demonstrou diferencas importantes nas
caracteristicas fisiolégicas entre essas espécies, evidenciadas durante as

observacgdes do 6xido nitrico, determinante na sua capacidade natatéria.

Nesse sentido, as perspectivas apontadas para a piscicultura referem-se
a aumentar a producéo de tambaqui e matrincha utilizando o minimo de recurso
da natureza como opc¢do para promover o desenvolvimento da regido, uma
proposta que se adequa ndo somente as questdes econdmicas mas inclui

também as dimensdes sociais e ambientais.

O interesse em potencializar a pratica da piscicultura pode trazer
melhorias para a regido, e a partir do desenvolvimento de novas estratégias de

producéo, poder-se-ia gerar:

(a) melhorarias nas instalacbes e mecanismos de criacdo de peixe,
aumentando a relacdo custo — beneficio, oferecendo condicbes para que o

piscicultor tenha maior producdo com baixo custo (abrangéncia econémica);

(b) diminuir o impacto da pesca predatéria, com o incentivo cada vez maior
para a criacdo de peixe em cativeiro, pois a pesca indiscriminada tem colocado
varias espécies de peixes amazbnicos em posicdo de risco de extincado

(abrangéncia ambiental); e
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(c) impulsionar o desenvolvimento da comunidade, proporcionando

melhores condi¢des de vida dos habitantes dessa regido (abrangéncia social).

As perspectivas que apontam para o manejo ambiental sdo importantes a
medida que as espécies de peixes amazbnicas, incluindo o tambaqui e o
matrinchd, tem seu habitat ameacado diante das intervencdes humanas atuais.
Um exemplo € a construcao de barragens para implantacdo de hidrelétricas, que
pode, entre outras possibilidades, diminuir a capacidade de reproducdo de
espécies de piracema, ja que o desnivel acentuado da 4gua entre jusante e

montante do rio constitui-se um obstaculo instransponivel.

Varios paises tem construido sistemas para transposicdo de peixes,
também chamados de escadas, que sdo uma alternativa para mitigar os efeitos
danosos dos barramentos dos cursos d’agua sobre as comunidades desses
animais. Sao sistemas consolidados e utilizados ha séculos, mas que devem ser
replicados com cautela na nossa regiao, uma vez que nao ha estudos suficientes
sobre a fisiologia natatoria das espécies locais. Para se construir uma escada
gque um conjunto de espécies possa usar de forma eficaz, € necessario o
entendimento de como elas respondem ao ambiente, especialmente a

velocidade da dgua e ao desenho da escada.

Nesse sentido, esta pesquisa oferece algumas contribuicbes que
direcionam para a preservacdo das espécies de peixes amazbnicos,
considerando as particularidades da regido, especialmente ao mostrar que a
diferenga na capacidade natatdria entre tambaqui e matrinchd@ €, ao menos em
parte, devido as diferencas na producao de éxido nitrico ao longo do exercicio,

podendo refletir-se na sua capacidade de transpor as escadas.

Estudos histolégicos ainda sdo necessarios para se confirmar se o efeito
benéfico do éxido nitrico sobre o desempenho natatério é de fato o aumento do
diametro dos vasos sanguineos, conforme bem estabelecido para outras
espécies de animais, ou se em peixes este gas pode ter funcdes diferentes
durante o exercicio. Outra pergunta a ser respondida € qual a relagéo entre o
desaparecimento do lactato muscular de peixes fadigados e a vasodilatagéo,
induzida ou ndo de forma artificial por farmacos, nos dando uma ideia de como

0 Oxido nitrico participa na recuperacao desses animais. Contudo, é necessario
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saber também, por meio de técnicas de biologia molecular, quais isoformas da
sintase do Oxido nitrico se expressam com mais intensidade nos musculos de
peixes exercitados, uma vez que a expressao aumentada da forma neuronal,
além da endotelial, poderia sugerir outras funcdes além da vasodilatacdo. Sendo
0 6xido nitrico capaz de aumentar o desempenho natatorio e/ou a recuperacao
do estresse decorrente do exercicio, necessita-se também saber se a
suplementacao da dieta dos peixes com arginina, com reflexos na producao de
oxido nitrico, poderia influenciar nos indices zootécnicos de peixes cultivados em
agua corrente, ja que tanto o estimulo do exercicio quanto a recuperacao do
organismo sdo fatores essenciais para incremento de massa muscular de

qualquer espécie.

Pouco se sabe sobre os efeitos do 6xido nitrico em peixes, e muito menos
nas espécies amazonicas e, embora seja uma molécula muito estudada, tem
funcdes tdo variadas que se torna impossivel prever suas possiveis funcoes
nestes animais. E fato que ele surge nesta tese como algo promissor para a
piscicultura e o manejo ambiental, merecendo, sem davida alguma, estudos mais

aprofundados.
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