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Introducao

O método polarografico para a medida do
oxigénio dissolvido numa solugdo, na sua forma
mais simples, consiste na medida da corrente
elétrica entre dois eletrodo, um de metal nobre
(geralmente platina) e outro de referéncia
(geralmente prata/cloreto de prata ou calomelano).
Movidos pelo interesse no desenvolvimento de
diferentes  projetos  relacionados com o
comportamento bioquimico e fisioldgico animal,
propds-se a criagdo de metodologia propria, através
de eletrodos de implante, “in vivo”, usando o
método polarografico. Nesse particular, foram
projetados e desenvolvidos métodos especiais
destinados, principalmente, ao estudo dos processos
respiratorios teciduais em organismos intactos.

Consideracoes Gerais

LUCCHIARI e HOSHINO (1980)
desenvolveram um eletrodo (Fig. 1 A) do tipo
agulha (platina/prata cloreto de prata) e o respectivo
circuito polarografico e 0 inseriram
esteriotaxicamente = na  formagdo  reticular
mesencefalica de ratos. O par de eletrodos por eles
empregado foi construido utilizando-se fios de
platina e prata de 0,3 mm de didmetro por 30 mm
de comprimento, cada um, isolados entre si com
verniz inerte e fixados paralelamente um ao outro
com proéteses de acrilico. A ponta livre foi cortada
em bisel no comprimento desejado, imediatamente
antes de sua inser¢do. Submeteram o animal a
varias manobras, tais como, administracdo de
pentobarbital sodico, ketamina, oxigénio puro,
carbogénio, asfixia e observaram os efeitos sobre a
atividade neuronal local.

CICOGNA et al. (1986a, 1986b), CICOGNA et
al. (1988a, 1988b) e CICOGNA et al. (1989)

Correspondéncia  para:  Prof. Pedro Helio Lucchiari,
Departamento de Medicina, Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude, Pontificia Universidade Catélica do Parana — PUC-PR.

estudaram as variacdes dos niveis da tensdo de
oxigénio no miocardio e no seio coronario de caes
anestesiados, pela infusdo de bloqueadores de
calcio, drogas simpatomiméticas, e pela asfixia,
reoxigenacdo e reperfusdo cardiaca, através do
implante de eletrodos polarograficos. O eletrodo
(Fig. 1B) foi construido a partir de um fio de platina
de 0,183 mm de diametro, revestido com verniz
isolante e fixado numa peca de plastico de
aproximadamente seis milimetros de didmetro e
inserido perpendicularmente na superficie do
miocardio. As medidas no seio coronario foram
feitas com eletrodo de platina tipo catéter. O
eletrodo de referéncia foi o de calomelano, posto
em contato com o sangue circulante através de
ponte salina. O circuito polarografico utilizado foi o
mesmo de LUCCHIARI e HOSHINO (1980).

MEDINA et al. (1967) trabalhando com o
método polarografico estudaram o comportamento
fisiolégico do musculo cardiaco de sapo sob
condigdes experimentais. Determinaram o consumo
de oxigénio do coragdo isolado pela medida da
variagdo da concentragdo do oxigénio no liquido de
perfusdo. Estudaram a agdo de drogas com
propriedades farmacodindmicas conhecidas sobre o
musculo cardiaco como epinefrina, acetilcolina e
atropina.

VERCESI et al. (1992) e VERCESI et al. (1995)
estudaram a a¢do do manitol na isquemia renal no
c30. SAKATE et al. (1988) estudaram os niveis do
oxigénio no tumor de Walker 256, inoculado na
coxa de rato, antes e apds a irradiacdo com Cobalto
60 e compararam os resultados com os do musculo
normal. Todas as determinagdes foram conduzidas
com o mesmo sistema de eletrodos de implante
utilizado por LUCCHIARI et al (1984).

Paralelamente ao crescente interesse pela
aplicagdo do eletrodo de platina nas medidas da
tensdo de oxigénio “in vivo”, desenvolveram-se
também técnicas na preparagdo “in vitro”, ou vice-
versa. ESTABROOK (1967) enfatizou o uso do
método  polarografico pela sua conveniéncia,
simplicidade e rapidez nas medidas da utilizacdo
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do oxigénio pelas células e tecidos, vinculando o
tipo e o projeto do eletrodo para oxigénio na
dependéncia da habilidade do investigador e das
necessidades  especificas do  sistema  sob
investigacao.

A posicdo do eletrodo de referéncia com relagdo
ao eletrodo de platina variou de autor para autor.
Pode-se afirmar, em termos gerais, que sempre
houve preocupagdo em aproximar o eletrodo de
referéncia tanto quanto possivel do eletrodo de
platina. Em muitos casos, uma ponte salina de
cloreto de potéssio foi utilizada para poér em contato
o eletrodo de referéncia com a preparacao.

Outra contribui¢cdo importante dada ao emprego
dos eletrodos para medida da concentragdo de
oxigénio, foi a do aprimoramento dos circuitos
eletronicos usados para alimentar os eletrodos e
amplificar a corrente polarografica. Basicamente, a
polarizagdo do eletrodo de platina foi sempre feita
com uma pilha comum de 1,5 V. A corrente de
polarizacao medida pela queda de potencial num
resistor, sendo este variavel e o seu valor ajustado a

sensibilidade desejada, como foi utilizado e descrito
por ESTABOOK (1967). Dependendo da
sensibilidade do registrador, um pré-amplificador
era ou ndo intercalado.

Uma das maiores preocupagdes com relagdo ao
uso do eletrodo de platina é a sua tendéncia ao
“envelhecimento”, que ¢é caracterizada por um
declinio lento da corrente de polarizagdo por
periodos de minutos ou horas, mesmo que a tenso
de oxigénio do meio seja mantida constante. Este
fendmeno permanece ainda hoje como sendo um
verdadeiro mistério, o que torna a feitura de bons
eletrodos um processo que envolve cuidados
particulares para cada caso, ndo existindo, portanto,
uma solugdo de carater universal. Em todos os
experimentos, as medidas foram feitas com
eletrodos preparados minutos antes de sua inser¢do,
cuidado que minimizou bastante o problema do
envelhecimento. Eletrodos ndo utilizados foram
armazenados em frasco ambar contendo solucao de
NaCl, que ¢ uma pratica recomendada para evitar
os problemas do envelhecimento (DAVIES, 1962).

Fig. 1. Representagdo esquematica dos eletrodos construidos para medida da tensdo de oxigénio. A -Intracerbral de rato; B -
Miocardio de cdo; C - Musculo de peixe e outros 6rgaos e tecidos de animais de laboratorio.

LUCCHIARI e HOSHINO (1980) implantando
eletrodos bipolares no cérebro de ratos,
evidenciaram o fato de que o método polarografico
permite a detecgdo das variagdes relativas da tensdo
de oxigénio intracerebral e que pode ser empregado
com grande eficacia na investigagdo de problemas
biologicos. A analise destes eletrodos revela sua
baixa toxicidade, devido a baixa solubilidade do
cloreto de prata. A conjugacdo dos eletrodos
permite, por sua vez, a inser¢do intracerebral com
uma so penetragdo esteriotaxica. A manutencao das
pontas do eletrodo em posi¢cdo fixa e proximas,

dentro de um mesmo padrido, permite assegurar a
dependéncia local das medidas obtidas, além de
diminuir os problemas de ruidos que advém do
distanciamento dos eletrodos.

CICOGNA et al. (1986a, 1986b), CICOGNA et
al. (1988a, 1988b) e CICOGNA et al. (1989)
implantando eletrodos monopolares, do tipo agulha,
em miocardio de cdo, colocaram em discussdo as
possiveis causas de erro no uso dos eletrodos de
implante: a) coeficiente de difusdo do oxigénio nos
tecidos; b) consumo de oxigénio pelos eletrodos; c)
deposicao de proteinas ou reagdes quimicas na
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superficie do eletrodo; d) deslocamento da ponta do
eletrodo ou movimentos de liquido na sua
extremidade; e) dimensdes do eletrodo; f) consumo
de oxigénio pelos eletrodos.

A despeito do grande nimero de informagdes
nas trocas de oxigénio e de gas carbonico do
sangue de peixes, a tensdo dos gases era medida
apenas indiretamente. Afim de poder melhor
estudar o oxigénio disponivel em tecidos de peixes,
a semelhanga de inumeros trabalhos realizados em
animais de laboratério, LUCCHIARI et al. (1984)
desenvolveram um eletrodo de implante para
determinagdes  polarograficas do  oxigénio,
simultaneamente acoplado com um sistema de
medida de pH, salinidade, temperatura, e
concentracdo de oxigénio da agua numa camara de
teste. Os testes foram feitos com carpa, Cyprinus
carpio, e o eletrodo de implante (Fig. 1C) foi
construido a partir de dois fios de 0,12 mm de
diametro, sendo um de prata (referéncia) e outro de
platina (medida). Ambos foram revestidos com uma
fina camada isolante de resina Epoxi e fixados
perpendicularmente a uma delgada base de plastico
de 4 por 7 mm e a uma distancia de 3 a 6 mm um

do outro. As extremidades dos fios voltadas para a
base, foram soldados dois fios condutores
flexiveis, de pequeno calibre, e a solda recoberta
com uma camada isolante de resina epoxi.
Imediatamente antes da inser¢do, as pontas dos
eletrodos foram cortadas no comprimento desejado,
expondo assim as pontas dos fios de prata e
platina. Os eletrodos foram inseridos latero-
dorsalmente, préximos a coluna vertebral, através
de um corte na pele de aproximadamente 2 cm. O
musculo foi separado da pele logo abaixo do corte e
logo apdés o implante, fechado com dois pontos
cirargicos. Para poder manter e conter o peixe em
condi¢cdes normais, LUCCHIARI et al. (1984),
projetaram e construiram um tanque em acrilico
(Fig. 2), com capacidade de 2 litros, fixado no
interior de um banho de 4gua circulante o qual pode
manter constante a temperatura. O gas borbulhado
na cémara teste passava primeiro por uma
serpentina de vidro fixada na cdmara banho de dgua
circulante, permitido assim que o gas entrasse em
equilibrio térmico com a agua. A tampa da camara
era removivel e possuia orificios por onde podiam
passar os sensores e cabos condutores.

Fig. 2. Representacdo esquematica da cdmara experimental para o estudo da respiracdo de peixes com eletrodo de oxigénio
implantado. CV = Tampa; GD = Difusor de gas; EC = Camara experimental; OEI = Eletrodo de oxigénio (LUCCHIARI, et

al., 1983).

O trabalho de LUCCHIARI et al. (1984) foi de
fundamental importancia e representou um avango no
estudo da respiragdo de peixes in vivo, dando origem ao
desenvolvimento de outros trabalhos, principalmente
relacionados com o comportamento fisiologico de peixes
antarticos como em FANTA e al. (1990), LUCCHIARI
et al. (1990), FANTA et al. (1989), FANTA et al.
(1990) e BASTOS-RAMOS et al. (1998).

Importante passo para o estudo do metabolismo

respiratorio de peixes foi dado por LUCCHIARI et
al. (1983), estabelecendo um método de implante
de eletrodos no musculo de peixe intacto. Nesse
importante campo da ciéncia, muitos achados
cientificos foram obtidos por uma multiplicidade de
técnicas, sob as mais variadas condi¢des. Em
alguns casos até mesmo com o animal fora d’agua e
anestesiado. Em nossos experimentos os animais
foram submetidos a uma situagao tdo natural quanto
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possivel. Assim, a camara de teste usada nesse
experimento ¢ pouco estressante para o animal, o
qual podia respirar normalmente sem producdo de
muco, apos o periodo de adaptacdo. A camara de
teste possibilitou que simultaneamente com as
medidas de niveis de oxigénio muscular, fosse
possivel também monitorar o oxigénio, a
temperatura e a salinidade da agua da camara. O
método proposto pode ser usado na obtencdo de
uma série de informagdes, podendo também ser
adaptado a outras espécies de peixes, ampliando o
campo da fisiologia respiratoria desses animais,
como foi o caso dos peixes antarticos (FANTA,
1989; LUCCHIARI, 1989a, b).

VERCESI et al. (1992 e 1995) trabalhando com os
mesmos eletrodos de LUCCHIARI et al. (1984),
desenvolveram estudo polarografico do oxigénio e da
isquemia renal no co e os efeitos da agdo do manitol.
SAKATE et al. (1987) compararam os niveis de
oxigénio no tumor de Walker 256 em rato submetido
a radioterapia, com 2000 rad, e compararam os
resultados com os do miisculo normal.

O nivel de oxigénio medido com um eletrodo
polarografico € o resultado da soma de dois niveis. O
primeiro € o consumo ativo do oxigénio pela estrutura
bioldgica em estudo e o segundo é o consumo do
proprio eletrodo. Considerando que o consumo de
oxigénio do tecido cerebral estd em torno de 0,55 x
10,3 ml/ g/s e que, segundo CATER et al. (1950), o
consumo de oxigénio pelo eletrodo de ¢ 1,23 x 10-8
ml /s, concluimos que 1g de tecido cerebral consome,
durante as medidas e no mesmo intervalo de tempo,
cerca de 50 000 vezes mais que o eletrodo de
oxigénio. Nessas condigdes, as medidas de
concentracao de oxigénio efetuadas com o eletrodo de
oxigénio representam efetivamente a quantidade de
oxigénio disponivel para as células e tecidos.
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