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RESUMO 

As cianobactérias, em condições favoráveis podem formar grandes massas 
superficiais de coloração verde intensa, denominadas florações. Alguns gêneros de 
cianobactérias são produtoras de toxinas, e durante as florações, pode haver riscos de 
contaminação da água e consequentemente dos organismos dependentes desta. 
Dentre as toxinas produzidas pelas cianobactérias, destaca-se a microcistina. Esse 
tipo de toxina apresenta efeitos pronunciados sobre o fígado, embora possa exibir 
seus efeitos em diversos órgãos. Ademais, é a cianotoxina que se encontra mais 
amplamente distribuída nos mais variados tipos de ecossistemas. Além da inibição das 
fosfatases, as microcistinas podem também afetar os sistemas de reparo de DNA e 
expressão de genes, e parecem poder interagir com as mitocôndrias de tecidos 
animais e causar estresse oxidativo e apoptose celular. O objetivo deste estudo foi 
avaliar as respostas cardiorrespiratórias durante hipóxia gradual e os biomarcadores 
do estresse oxidativo em duas espécies de teleósteos Neotropicais, a traíra, Hoplias 
malabaricus e o matrinxã Brycon amazonicus em situação controle e após 48 h de 
injeção intraperitoneal de extrato liofilizado contendo microcistina-LR (MC-LR - 100 
µg.Kg-1 de massa corpórea). Os resultados indicam que a exposição à MC-LR induziu 
ao estresse oxidativo em fígado e brânquias, bem como alterou as respostas 
cardiorrespiratórias de ambas as espécies. Na traíra a exposição a MC-LR aumentou 
os valores de PcO2, causou hiperventilação, aumento da taxa metabólica, aumento 
dos valores de frequência cardíaca e redução da extração de oxigênio, também foi 
observado estresse oxidativo no tecido branquial. Em matrinxã foi observada 
hiperventilação, aumento da taxa metabólica e da PcO2, e redução na extração de 
oxigênio. Essa espécie se mostrou mais sensível ao efeito da MC-LR, devido a 
ocorrência de estresse oxidativo em ambos os tecidos analisados (brânquias e fígado) 
e a morte de alguns animais durante o desenvolvimento da hipóxia gradual. Portanto, 
nossos resultados indicam que a exposição à MC-LR tem efeitos prejudiciais sobre as 
duas espécies analisadas, tanto nas respostas cardiorrespiratórias, quanto no 
estabelecimento de estresse oxidativo, entretanto a magnitude desse efeito parece ser 
espécie-específica com indicação de maior susceptibilidade da espécie Brycon 
amazonicus ao efeito dessa toxina. 
 

 

Palavras-chave: Microcistina LR. Traíra. Matrinxã. Respostas cardiorrespiratórias. 

Estresse oxidativo. Hipóxia. 

  



ABSTRACT 

Cyanobacteria, under favorable conditions can form large superficial masses of green 
color called blooms. Some genera of cyanobacteria are toxins producers, and during 
the bloom, there may be risks of water bodies contamination and thus of those 
organisms that depends on this. Among the toxins produced by cyanobacteria, stands 
the microcystin. This type of toxin has pronounced effects on the liver, although it can 
exhibit its effects in several organs. Moreover, it is the cyanotoxin which is more widely 
distributed in various types of ecosystems. In addition to the phosphatases inhibition, 
microcystins may also affect DNA repair systems and gene expression, and appear to 
interact with the mitochondria of animal tissues leading to oxidative stress and 
apoptosis. The aim of this study was to evaluate the cardiorespiratory responses during 
graded hypoxia and also the biomarkers of oxidative stress in two species of 
Neotropical teleost, traíra, Hoplias malabaricus, and matrinxã, Brycon amazonicus in 
control condition and 48 h after of an intraperitoneal injection of lyophilized extract 
containing microcystin -LR (MC-LR - 100 µg.Kg-1 body weight). The results indicate 
that exposure to MC-LR induced oxidative stress in liver and gills, and changed the 
cardiorespiratory responses of both species. In traíra, the exposure to MC-LR 
increased PCO2 values, caused hyperventilation, increased metabolic rate, increased 
heart rate values and decreased oxygen extraction, it was also observed oxidative 
stress in the gill tissue. In matrinxã was observed hyperventilation, increased metabolic 
rate and PCO2, and reduction in oxygen extraction. This specie was more sensitive to 
the effects of MC-LR, due to the occurrence of oxidative stress in both tissues (gills and 
liver), and the death of some animals during the development of graded hypoxia. 
Therefore, our results indicate that exposure to MC-LR has harmful effects on the two 
species analyzed, both in cardiorespiratory responses, as in the establishment of 
oxidative stress, however the magnitude of this effect appears to be species-specific 
indicating major susceptibility of the specie Brycon amazonicus to the effect of this 
cyanotoxin.  
 

 

Keywords: Microcystin LR. Traíra. Matrinxã. Cardiorespiratory responses. Oxidative 

stress. Hypoxia. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

As cianobactérias, conhecidas como algas azuis, são organismos procariontes 

capazes de realizar fotossíntese, constituindo um grupo autotrófico. Estão distribuídas 

em diferentes ambientes, nas águas limpas e eutróficas, em fontes termais, e até 

geleiras (CHORUS & BARTRAM, 1999). Essas algas desenvolvem-se muito bem em 

ambientes com alta luminosidade, temperatura elevada da água (15-30°C), faixas de 

pH entre 6 e 9 e abundância de nutrientes, principalmente fósforo e nitrogênio, 

formando grandes massas superficiais de coloração verde intensa denominadas 

florações (REYNOLDS, 1984).  

O aparecimento de florações está relacionado ao aumento de nutrientes na 

água (eutrofização), principalmente devido ao aumento de sais de nitrato e fosfato. A 

utilização de adubos químicos e estrume, a descarga de esgotos urbanos e efluentes 

de agroindústrias ou de outros setores industriais, promovem a entrada desses 

nutrientes e de matéria orgânica em corpos d´água (CORREIA, 2000), culminando na 

ocorrência dessas florações. 

O desenvolvimento de florações na superfície aquática ocorre no mundo todo 

com uma incidência cada vez mais elevada (FALCONER et al., 1994; DUY et al., 

2000), sendo considerado um risco em potencial á saúde devido à natureza tóxica de 

algumas dessas algas. Em geral, 50-75% das florações de cianobactérias podem 

produzir toxinas, sendo possível a ocorrência de mais de um tipo de toxina. Entretanto, 

no Brasil cerca de 82% das cepas de cianobactérias isoladas são toxigênicas 

(SOARES et al,, 2004). Florações tóxicas e não tóxicas de uma espécie podem ser 

encontradas juntas (SKULBERG et al., 1993; YOO et al., 1995; CODD & BELL., 1996). 

É recomendável o cuidado especial quando as florações de cianobactérias ocorrem 

em áreas de reservatório, mananciais, represas, lagos e outros corpos d´agua 

utilizados para consumo humano e/ou de animais, devido ao risco de intoxicação. 

No Brasil, já houve alguns casos de intoxicação por cianotoxinas provenientes 

das florações de algas azuis (cianobactérias). Entre os casos de intoxicação 

conhecidos, destacam-se o do reservatório de Itaparica no Estado da Bahia, onde 

ocorreu a morte de 88 pessoas, entre as 200 intoxicadas pelo consumo de água do 

reservatório, durante os meses de março e abril de 1988, e o mais conhecido, ocorrido 

em 1996, onde 123 pacientes renais crônicos, após terem sido submetidos a sessões 

de hemodiálise em uma clínica de Caruaru, Pernambuco, apresentaram sintomas de 

hepatotoxicose. Destes, 54 vieram a falecer até 5 meses após o início dos sintomas. A 

referida clínica, segundo Secretaria da Saúde, recebia água sem um tratamento 

completo e usualmente era feita uma cloração no próprio caminhão tanque utilizado 
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para transportar a água, em períodos de falha no abastecimento pela rede pública 

(AZEVEDO, 1998). 

Tendo em vista estes acontecimentos, foi lançada a Portaria nº. 1469, de 29 de 

dezembro de 2000 pelo Ministério da Saúde, exigindo em todas as Estações de 

Tratamento e Abastecimento de Água, uma análise mensal da água bruta em casos 

onde o número de cianobactérias não exceder 10.000 células/mL, e semanal, quando 

o número de cianobactérias exceder este valor. Acima de 20.000 células/mL, é exigido 

o controle semanal de toxicidade na água de saída do tratamento e nas entradas 

(hidrômetros) das clínicas de hemodiálise e indústrias de injetáveis, sendo que esta 

análise pode ser dispensada quando não houver comprovação de toxicidade na água 

bruta. 

A importância na análise da água em relação às cianobactérias se dá pela 

liberação de toxinas na água após a lise celular, prejudicando, assim, a potabilidade 

da água. Algumas dessas toxinas, identificadas como alcalóides organofosforados 

neurotóxicos, são de ação rápida, causando a morte por parada respiratória após 

poucos minutos de exposição. Outras, identificadas como peptídeos ou alcalóides 

hepatotóxicos, atuam menos rapidamente (CHORUS & BARTRAM, 1999). 

 

1.1. Cianotoxinas. 

 

Atualmente, encontram-se identificados cerca de 150 gêneros de 

cianobactérias englobando cerca de 2000 espécies, dentre as quais pelo menos 40 

são consideradas como produtoras de toxinas – as cianotoxinas (HITZFELD et al., 

2000; JAYATISSA et al., 2006). As cianotoxinas são metabólitos secundários naturais 

que apresentam uma potente atividade, capazes de induzir patologias graves mesmo 

após curtos períodos de exposição (CHORUS, 2001). As cianobactérias produzem 

três tipos de toxinas: as dermatotoxinas (irritantes ao contato), as neurotoxinas e as 

hepatotoxinas. 

As hepatotoxinas incluem as microcistinas e a nodularina. São peptídeos 

cíclicos, que atuam por inibição das fosfatases protéicas PP1 e PP2A (HONKANEN et 

al., 1990; MACKINTOSH et al., 1990; TOIVOLA & ERIKSSON, 1999; GUZMAN et al., 

2003). A sua produção já foi detectada em Microcystis, Anabaena, Nodularia, Nostoc, 

Oscillatoria e Cylindrospermopsis (CARMICHAEL, 1996; DUY et al., 2000). Como o 

nome indica, as hepatotoxinas têm como órgão alvo o fígado. São responsáveis pela 

destruição da sua estrutura interna, levando, numa situação extrema, à hemorragia 

intra-hepática, choque hipovolêmico e morte (THEISS et al., 1988; CARMICHAEL, 

1994; BRIAND et al., 2003). Os sinais observados após a ingestão dessas 
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hepatotoxinas são prostração, anorexia, vômitos, dor abdominal e diarréia 

(CARMICHAEL & SCHWARTZ, 1984; BEASLEY et al., 1989 ). Após a ingestão oral da 

toxina, ela chega ao sistema digestivo e é levada ao íleo, passando via sistema porta 

para o fígado (CARMICHAEL & FALCONER, 1993; NISHIWAKI et al., 1994). A 

exposição crônica à toxina pela ingestão de água pode aumentar o índice de câncer 

hepático. (CHORUS & BARTRAM, 1999). 

 

1.2. Microcistinas. 

 

As microcistinas (MCs) são as cianotoxinas mais comumente encontradas nas 

florações de cianobactérias de água doce (CARMICHAEL, 1994; KONDO et al., 2002). 

O nome microcistina deve-se ao fato de ter sido primeiramente encontrada na espécie 

Microcystis aeruginosa, embora posteriormente tenha sido descoberto que outras 

espécies também possuem a capacidade de produzir este tipo de toxina 

(CARMICHAEL et al., 1988). Entretanto, também é sabido que o gênero Microcystis é 

o que apresenta uma distribuição mais generalizada em massas de água eutróficas 

em diferentes partes do mundo. 

As microcistinas (MCs) são estruturalmente caracterizadas por heptapeptídeos 

monocíclicos, compostos por uma D-alanina (D-Ala) na posição 1, dois L-aminoácidos 

variáveis nas posições 2 e 4, ácido glutâmico (D-Glu) na posição 6 e três aminoácidos 

incomuns: um ácido D-eritro-β-metil-aspártico (D-MeAsp) na posição 3, um ácido (2s, 

3s, 8s, 9s)-3amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienóico (ADDA) na posição 

5 e uma N-metil-deidroalanina (Mdha) na posição 7 (VAN APELDOORN et al., 2007). 

São compostos estáveis e se mostram resistentes à temperatura, hidrólise química e 

oxidação. 

Apesar de 70 tipos de variantes de MCs já terem sido isolados e 

documentados, um tipo de MC se destaca pela sua alta toxicidade e ampla 

distribuição, sendo considerado a mais tóxica e difundida variante de MC conhecida. 

Essa toxina, conhecida como MC-LR (figura 1), possui uma leucina (L) na posição 2 e 

uma arginina (R) na posição 4. Além desta MC, destacam-se a MC-RR, e a MC-YR 

por sua ampla distribuição. 

Estas toxinas penetram nos hepatócitos através de um sistema de transporte 

ativo, conhecido como sistema de transporte multi-específico de ácidos biliares 

(ERIKSSON et al, 1990) envolvendo polipeptídeos transportadores de ânions 

orgânicos (OATP). As microcistinas atuam na inibição das fosfatases proteicas de 

serina/treonina, em particular as do tipo 1 e 2A (PP1 e PP2A) (HONKANEN et al., 

1990; MACKINTOSH et al., 1990; TOIVOLA & ERIKSSON, 1999; GUZMAN et al., 
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2003). A interação da MC-LR com as fosfatases PP1 e PP2A foi descrita como um 

mecanismo de duas etapas, onde a toxina primeiro se liga a enzima inativando-a e 

subsequentemente forma adutos covalentes durante o decorrer do tempo de reação 

(MACKINTOSH et al., 1990; CRAIG et al., 1996).  

A inibição destas fosfatases leva a um estado de hiperfosforilação de proteínas 

reguladoras da dinâmica de formação do citosqueleto, tendo como conseqüência a 

desintegração da estrutura dos hepatócitos, a perda da arquitetura hepática e 

sinusoidal, associada à diminuição do volume intracelular e do contato intercelular, o 

choque hipovolêmico e morte do indivíduo afetado (CARMICHAEL, 1994). Além da 

inibição das fosfatases, as microcistinas podem também afetar os sistemas de reparo 

de DNA e expressão de genes (DOUGLAS et al, 2001; ARIZA et al, 1996), e parecem 

poder interagir com as mitocôndrias de tecidos animais e causar estresse oxidativo e 

apoptose celular (PRIETO et al., 2009; ZHANG et al., 2008). 

 

 

 

 

FIGURA 1. Estrutura química da MC-LR, com detalhe para as posições da leucina e arginina. 

Adaptado de Andrade (2007). 

 

1.3 Mecanismos gerais da toxicidade da MC-LR. 

 

As microcistinas são potentes inibidoras das proteínas fosfatases 

serina/treonina específicas, como a PP1 e a PP2A, através de sua ligação no sítio 

catalítico dessas enzimas (MACKINTOSH et al., 1990; GULLEDGEA et al., 2002). A 

fosforilação e desfosforilação de proteínas é um processo dinâmico e uma importante 

via para a regulação das atividades de muitas proteínas nas células. Esse processo é 

Arg

Leu
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catalisado pelas quinases e fosfatases. Portanto a inibição dessas enzimas pode ter 

sérios impactos na homeostase celular. 

Dessa maneira, a aguda toxicidade das microcistinas pode ser explicada pelo 

fato de que a inibição dessas fosfatases (PP1 e PP2A) leva a uma excessiva 

fosforilação de proteínas e a alterações no citoesqueleto, perda da forma celular com 

subseqüente destruição de células, principalmente as células hepáticas, o que pode 

causar hemorragia intra-hepática ou insuficiência hepática, com desenvolvimento de 

necrose no tecido hepático (VAN APELDOORN et al., 2007). 

Além da inibição das fosfatases, as microcistinas podem também afetar os 

sistemas de reparo de DNA e expressão de genes (DOUGLAS et al., 2001; ARIZA et 

al., 1996), e parece poder interagir com as mitocôndrias de tecidos animais e causar 

estresse oxidativo e apoptose celular (PRIETO et al., 2009; ZHANG et al., 2008). 

Alguns estudos demonstraram que a capacidade de penetração da MC-LR na 

membrana celular é baixa, indicando que a toxina requer um mecanismo ativo de 

captação. Fischer et al. (2005) explicaram a hepatotoxicidade da MC-LR através do 

transporte dessas toxinas mediado por peptídeos transportadores de ânions orgânicos 

(OATP), uma superfamília de transportadores de membrana que são expressos 

principalmente nos hepatócitos. Isso explica porque geralmente o efeito da MC-LR em 

peixes é visto inicialmente no fígado e posteriormente em outros órgãos como 

brânquias e rins. 

Em mamíferos, existem dois grandes sistemas de transporte de ácidos 

orgânicos: um sistema sódio-independente e um sistema sódio-dependente (VAN 

MONTFOORT, 2003). Em contraste, no fígado de peixes como a raia, Raja erinacea 

(BOYER et al., 1993; FRICKER et al., 1987), e a truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss, 

(RABERGH et al., 1994), o sistema sódio-dependente está ausente. Particularmente, o 

sistema de transporte sódio-independente possui um largo espectro de ação. Ele 

transporta, além de sais biliares, ácidos biliares, esteróides e vários peptídeos lineares 

e cíclicos, dentre os quais se inclui a MC-LR. Portanto, esse sistema é o provável 

transportador da MC-LR em peixes. A MC-LR é rapidamente captada no trato 

gastrintestinal e é transportada até os tecidos via corrente sanguínea (FISCHER et al., 

2000). 

Como dito anteriormente, os OATPs são um sistema multiespecífico que está 

expresso em diferentes tipos de células como enterócitos, hepatócitos e células 

epiteliais renais e em órgãos como coração, pulmões, baço, pâncreas, cérebro e 

barreira hemato-cefálica (FEURSTEIN et al., 2009), sendo que a distribuição da MC-

LR nos tecidos é dependente do grau de perfusão sanguínea e do nível de expressão 

dos OATPs. Portanto, o primeiro fator limitante para a ação tóxica da MC-LR na célula 
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é a sua entrada, sendo que uma vez dentro da célula seu modo de ação será muito 

semelhante. 

 

1.4 Considerações sobre as espécies estudadas. 

 

Foram utilizados, no presente estudo, exemplares juvenis de ambos os sexos 

de matrinxã, Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829) (Figura 2) e de traíra, 

Hoplias malabaricus BLOCH, 1794 (Figura 3). Ambas as espécies encontram-se 

distribuídas em regiões cujos corpos d'água estão sujeitos à contaminação por 

cianobactérias. 

Brycon amazonicus (Teleostei, Characidae) é uma espécie migratória nativa 

das bacias Amazônica e Araguaia-Tocantins (HOWES, 1982). Possui hábito alimentar 

onívoro, o que lhe confere mais uma vantagem em sua utilização em sistemas de 

cultivo, pois aceita vários tipos de alimentos como iscas (VAL & HONCZARYK, 1995). 

Essa espécie possui grande interesse comercial, devido a excelente qualidade da 

carne, o rápido crescimento, fácil aceitação de rações comerciais e pela grande 

esportividade na pesca sendo, por isso, é um peixe muito utilizado e procurado em 

sistemas de cultivo do tipo "pesque e pague" (SCORVO FILHO et al., 1998). 

É uma espécie migratória, ou de piracema, e sua reprodução em ambiente 

natural ocorre no início do período de enchente, entre dezembro e fevereiro. Os lagos 

de várzea e as florestas alagadas são as áreas de criação das larvas e alevinos desta 

espécie que completam o seu desenvolvimento aproveitando eficientemente o 

alimento disponível (frutos, sementes, flores, zooplâncton, restos de peixes e insetos) 

(PIZANGOPAIMA, 1997; LEITE, 2004). É uma espécie reofílica que prefere águas 

limpas e bem oxigenadas de igarapés, onde passa boa parte do seu ciclo de vida 

crescendo e desenvolvendo suas gônadas, para depois descer até o encontro das 

águas dos rios Solimões e Negro para desovar (ZANIBONI FILHO, 1985; 

VILLACORTA CORREA, 1987). 
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Segundo BRITSKI (1972), o matrinxã ocupa a seguinte posição sistemática: 

Classe: OSTEICHTHYES 

 Sub-classe: ACTINOPTERYGI 

       Superordem: OSTARIOPHYSI 

  Ordem: CHARACIFORMES 

        Família: CHARACIDAE 

              Gênero: Brycon 

                  Espécie: Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829) 

 

 

 

Figura 2: Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829) 

 

A traíra, Hoplias malabaricus, (Figura 3) é uma espécie tipicamente neotropical, 

encontrada em ambientes lóticos, e principalmente lênticos, dos sistemas hidrográficos 

da América do Sul (FOWLER, 1950). No Brasil, a espécie ocorre nas bacias do 

Amazonas, São Francisco, Paraíba, Paranaíba, Doce, Paraná (incluindo o Rio Mogi-

Guaçu) e nos grandes e pequenos açudes do Nordeste (LEITÃO, 1947; PAIVA, 1972; 

GODOY, 1975). A espécie chega a atingir 40 cm de comprimento e no estágio adulto 

possui hábitos sedentários, apresentando preferência por ambientes lênticos 

(BARBIERI et al., 1994), especialmente em corpos d’água com pequenas 

profundidades e com vegetação abundante (PAIVA, 1972). Na fase larval esta espécie 

é planctófaga e na fase de alevino é um insetívoro voraz (AZEVEDO & GOMES, 

1943). Entretanto, no estágio adulto, sua dieta é composta exclusiva ou 

predominantemente por pequenos peixes. É considerado um predador crepuscular-

noturno, que se alimenta através da predação de emboscada (PAIVA, 1972). 

Geralmente fica à espreita de presas como peixes, sapos e insetos, sendo mais ativa 

durante a noite. É facilmente utilizado como fonte alimentar por aves piscívoras e 

também por mamíferos, incluindo o homem (BARROS et al., 2007).  
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H. malabaricus é capaz de resistir a altas temperaturas, baixa disponibilidade 

de oxigênio e longos períodos de jejum (RIOS, 2001; RIOS et al., 2002). A espécie 

apresenta baixo metabolismo aeróbico, ampla ventilação branquial, alta afinidade 

hemoglobina-oxigênio, alta capacidade anaeróbica e extensa área de superfície 

respiratória (DRIEDZIC et al., 1978; KALININ et al., 1993; RANTIN et al., 1993; 

FERNANDES et al., 1995) 

 

Figura 3: Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) 

 

Segundo BRITSKI (1972), a traíra ocupa a seguinte posição sistemática: 

Classe: OSTEICHTHYES 

 Sub-classe: ACTINOPTERYGI 

       Superordem: OSTARIOPHYSI 

  Ordem: CHARACIFORMES 

        Família: ERYTHRINIDAE 

              Gênero: Hoplias 

                    Espécie: Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) 

 

 

1.5. Função Cardio-Respiratória de Peixes 

 

A grande maioria das espécies de peixes apresenta respiração do tipo 

branquial. As brânquias consistem geralmente de quatro arcos branquiais que 

estendem em duas fileiras de filamentos branquiais, os quais possuem várias lamelas 

secundárias, estruturas achatadas e densamente enfileiradas onde ocorrem as trocas 

gasosas. À medida que a água flui entre essas lamelas em uma direção, o fluxo 

sanguíneo flui em direção oposta, fluxo este denominado contracorrente. As brânquias 

são ventiladas com um fluxo unidirecional de água, garantido pelo bombeamento ativo 

por meio do trabalho da musculatura esquelética nas cavidades bucal e operculares 
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(figura 4). 

De acordo com Hughes (1973), a tensão de O2 decresce gradativamente desde 

o momento em que é captado pelas brânquias até sua utilização na célula, evento 

chamado “cascata de oxigênio”. As principais barreiras à difusão são as membranas 

branquiais, a circulação sanguínea e as membranas celulares dos tecidos que 

receberão o O2 (GALIS & BAREL, 1980; FERNANDES & RANTIN, 1989; 1994). 

Qualquer aumento na resistência à difusão do O2 em um desses pontos pode causar 

um efeito hipóxico. Assim, qualquer substância que possa causar hipóxia ambiental 

pode reduzir a quantidade de O2 disponível às mitocôndrias e, consequentemente, 

comprometer os processos aeróbicos (ANELLI-JR, 2010).  

O coração dos peixes teleósteos é formado por quatro câmaras em série: seio 

venoso, átrio, ventrículo e bulbo arterioso. O seio venoso recebe o sangue venoso da 

circulação. A quantidade de fibras musculares é variável, podendo aparecer como uma 

fina camada em algumas espécies, fibras esparsas na maioria das espécies ou 

estarem completamente ausentes. O átrio é um amplo saco muscular de parede fina, 

capaz de gerar pressão suficiente apenas para encher o ventrículo, que possui parede 

muscular grossa. O ventrículo é a principal câmara geradora de pressão do coração e 

compreende 58-85% de seu peso. A quarta câmara, o bulbo arterioso, é elástica 

devido à presença de elementos elásticos e músculo liso em sua parede. O sangue 

venoso, vindo da circulação sistêmica, passa por tais câmaras e é direcionado, via 

aorta ventral, para as brânquias onde ocorre a oxigenação (SATCHELL, 1981), como 

mostrado na figura 5. 
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FIGURA 4. Esquema do sistema respiratório de peixes teleósteos. (adaptada de CAMPBELL et 

al., 2008). 

 

 

FIGURA 5. Diagrama representativo do sistema circulatório de um peixe teleósteo (Adaptado 

de MILLER−HARLEY, 2002). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O aparecimento de florações de cianobactérias em corpos d’água ocorre no 

mundo todo com uma incidência cada vez mais elevada (FALCONER et al., 1994). No 

Brasil, devido à eutrofização de ambientes aquáticos, essas florações de 

cianobactérias tornam-se cada vez mais freqüentes. Estados como São Paulo, 

Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Distrito Federal, Pernambuco, Alagoas, 

Pará e Rio de Janeiro já apresentaram ocorrências de florações de cianobactérias, 

sendo que boa parte desses casos foram relatados em locais utilizados para o 

abastecimento público, como represas e mananciais. (LAGOS et al., 1999; CONTE et 

al., 2000; YUNES et al., 2003, VIEIRA et al., 2005). Intoxicações de populações 

humanas pelo consumo oral de água contaminada por cepas tóxicas de cianobactérias 

já foram descritas em países como Austrália, Inglaterra, China, África do Sul e Brasil 

(FALCONER et al., 1994). No Brasil, destacam-se o do reservatório de Itaparica no 

Estado da Bahia, onde ocorreu a morte de 88 pessoas, entre as 200 intoxicadas pelo 

consumo de água do reservatório, durante os meses de março e abril de 1988, e o 

mais conhecido, ocorrido em 1996, onde 123 pacientes renais crônicos, após terem 

sido submetidos a sessões de hemodiálise em uma clínica de Caruaru, Pernambuco, 

apresentaram sintomas de hepatotoxicose. Destes, 54 vieram a falecer até 5 meses 

após o início dos sintomas (AZEVEDO, 1998).  

Anualmente, toxinas de cianobactérias estão associadas a episódios de 

intoxicação de pássaros, peixes, animais selvagens, animais de criação e animais de 

estimação (KAMOGAE & HIROOKA, 2000). 

Diversos estudos em peixes teleósteos têm demonstrado os efeitos da 

microcistina-LR e suas variantes sobre órgãos como fígado, brânquias, rins, coração 

entre outros. Prieto et al. (2006) descreveram aumentos significativos na atividade do 

sistema antioxidante e lipoperoxidação em brânquias, fígado e rins de O. niloticus, 

durante a exposição à MC-LR injetada intraperitonealmente. Carbis et al. (1997) 

verificaram necrose em células de brânquias de Cyprinus carpio expostas a florações 

de cianobactérias produtoras de microcistina e Atencio et al. (2008a), além de danos a 

órgãos como fígado e rins, verificaram a ocorrência de histopatologias nos miócitos 

cardíacos de O. niloticus expostos à injeções intraperitoneais de MC-LR. Entretanto, 

ainda é muito escasso o conhecimento sobre os efeitos dessa cianotoxina em peixes 

teleósteos nativos das bacias brasileiras. Ademais, até agora nenhum trabalho se 

propôs a avaliar as respostas cardiorrespiratórias (in vivo) e biomarcadores do 

estresse oxidativo (in vitro) em peixes Neotropicais expostos às microcistinas. 
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Martins et al. (2011) verificaram que injeções intraperitoneais de microcistina-

LR reduzem a capacidade de sobrevivência de tilápias-do-nilo sujeitas à hipóxia 

ambiental devido aos seguintes efeitos: redução significativa da taxa metabólica e da 

extração de O2 da corrente ventilatória; aumento da tensão crítica de O2 (na qual o 

animal perde a capacidade de regular a tomada de O2 do meio e passa a se comportar 

como um oxiconformista); redução da capacidade de aumentar os parâmetros 

ventilatórios e redução acentuada da frequência cardíaca. Zhang et al. (2011) 

relacionaram a presença das microcistinas na água com a hipóxia ambiental 

decorrente da eutrofização causada pelas florações de cianobactérias.  

À luz de tudo o que foi exposto, o presente projeto visa investigar o efeito 

dessa toxina sobre a função cardiorrespiratória in vivo e sobre os biomarcadores do 

estresse oxidativo in vitro de duas espécies de peixes Neotropicais, de ocorrência 

natural em bacias brasileiras: a traíra, Hoplias malabaricus, e o matrinxã, Brycon 

amazonicus. 

Compreender melhor os processos fisiológicos inerentes aos peixes nativos de 

nossas bacias é de suma importância para o monitoramento e proteção desses 

animais e de seu ecossistema, bem como para um melhor desenvolvimento de 

atividades comercias como a piscicultura. 

 

3. OBJETIVOS 

 

Sabendo-se que as microcistinas são as cianotoxinas mais comumente 

encontradas nas florações de cianobactérias de água doce, e que a intoxicação de 

animais aquáticos pela ação dessas toxinas vem aumentando drasticamente, o 

objetivo deste estudo foi avaliar as respostas cardiorrespiratórias de exemplares de 

Brycon amazonicus (matrinxã) e Hoplias malabaricus (traíra) expostos à cianotoxinas 

(microcistina-LR). 

Os parâmetros descritos em 1, 2 e 3 foram avaliados em grupos controle e 

expostos às cianotoxinas (microcistina-LR) em condições de normóxia e durante 

reduções graduais na concentração de O2 do meio, sendo que os biomarcadores do 

estresse oxidativo descritos no item 4 foram avaliados nos mesmos grupos (Controle e 

exposto à MC-LR), porém sem o desenvolvimento da hipóxia gradual: 

 

1. Taxa metabólica ( 2OV ) e a tensão crítica de O2 (PcO2), determinadas por meio 

de respirometria de fluxo constante; 
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2. Parâmetros ventilatórios (ventilação branquial – GV ; frequência respiratória - fR; 

volume ventilatório – VT; extração de O2 da corrente ventilatória – EO2; 

necessidade ventilatória – GV / 2OV ), determinados por meio de respirometria 

de fluxo constante; 

 

3. Freqüência cardíaca in vivo (fH), determinada por meio de eletrocardiografia 

padrão. 

 

4. Biomarcadores do estresse oxidativo no fígado e brânquias: antioxidantes 

enzimáticos (superóxido dismutase - SOD, catalase - CAT, glutationa 

peroxidase - GPx, glutationa S-transferase – GST); antioxidantes não-

enzimáticos (glutationa reduzida – GSH); peroxidação lipídica (níveis de 

cumeno hidroperóxido - CHP) e oxidação proteica (níveis de proteína 

carbonilada);. 
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CAPÍTULO II       

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DA MICROCISTINA-LR SOBRE PARÂMETROS 

CARDIORRESPIRATÓRIOS DE MATRINXÃ, Brycon amazonicus 

(SPIX & AGASSIZ, 1829). 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A eutrofização dos reservatórios naturais de água doce é um processo que 

vem ocorrendo de maneira crescente desde o final do século passado, e se 

intensificando cada vez mais em decorrência do crescente aumento da população 

humana e a consequente intensificação das atividades agrícolas e industriais. Dados 

coletados entre os anos de 1988 e 1993 já indicavam uma porcentagem de 53% dos 

lagos europeus em estado eutrófico (BARTRAM et al., 1999). No Brasil diversos 

estudos têm demonstrado o aumento da eutrofização dos corpos d’água, levando ao 

desgaste dos recursos hídricos trazendo consequências ao abastecimento (TOLEDO 

Jr. et al., 1983; LAMPARELLI, 2004; GOMES et al., 2010; ALVES et al., 2012; SILVA 

et al., 2010).  

Esse aumento da eutrofização está relacionado com o crescimento massivo de 

cianobactérias nos corpos d’água em um fenômeno conhecido como floração de 

cianobactérias (MANKIEWICZ et al., 2001). Em decorrência do ritmo acelerado e sem 

perspectiva de melhora, o aparecimento dessas florações de cianobactérias 

provavelmente irá acabar ocorrendo em todos os países do mundo em um futuro 

próximo (SIVONEN & JONES, 1999). O desenvolvimento de florescências de 

cianobactérias pode trazer diversas consequências problemáticas como, alteração da 

transparência da água; surgimento de espuma, depleção da concentração de oxigénio 

dissolvido (hipóxia) e a ocorrência de cianotoxinas como a microcistina 

(CARMICHAEL, 1996; CODD, 2000). Alguns estudos já relacionaram o aparecimento 

das microcistinas na água com a hipóxia ambiental causada pelas florações de 

cianobactérias decorrentes da eutrofização (ZHANG et al., 2011). Esses autores ainda 

apontam para um efeito combinado da hipóxia e microcistinas no desenvolvimento de 

toxicidade celular com alterações que levam ao estresse oxidativo. Sendo assim, as 

microcistinas e a hipóxia ambiental coexistem, sendo desafios complementares, os 

quais devem ser enfrentados pelos organismos aquáticos. A superação de tais 

desafios requer a ação de mecanismos homeostáticos e adaptativos altamente 

especializados que possibilitem uma maximização na utilização do O2 disponível 

nessas condições adversas. 

A espécie estudada, Brycon amazonicus, encontra-se distribuída nas bacias 

Amazônica e Araguaia-Tocantins, além de estar amplamente distribuída nas principais 

bacias hidrográficas brasileiras, onde a presença desses fatores (microcistina e 

hipóxia) já foi documentada (LAGOS et al., 1999; CONTE et al., 2000; YUNES et al., 

2003, VIEIRA et al., 2005). Devido a pouca literatura relacionando as microcistinas às 

respostas cardiorrespiratórias de peixes, a ocorrência de relatos de efeitos das MCs 
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em diferentes órgãos como brânquias e coração (CARBIS et al., 1997; BEST et al., 

2001) elicita dúvidas sobre seus possíveis efeitos sobre as respostas fisiológicas em 

animais vivos. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho é analisar os efeitos da 

injeção intraperitoneal de extrato liofilizado contendo MC-LR na concentração de 100 

µg.Kg-1 de massa corpórea durante 48 horas nas variáveis respiratórias (taxa 

metabólica; tensão crítica de O2; ventilação branquial; necessidade ventilatória; 

extração de O2; frequência respiratória; volume ventilatório e ventilação total) e na 

frequência cardíaca de matrinxã, B. amazonicus, tanto em normóxia (tensão de O2 de 

140 mmHg) quanto em hipóxia gradual (tensões de O2 de 120, 100, 80, 60, 40 e 20 

mmHg).  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Animais utilizados 

 

Exemplares juvenis e de ambos os sexos de matrinxã, Brycon amazonicus, 

foram adquiridos na piscicultura Santa Cândida, Santa Cruz da Conceição, SP. Após a 

coleta, os peixes foram transportados para o Laboratório de Zoofisiologia e Bioquímica 

Comparativa do Departamento de Ciências Fisiológicas da UFSCar, onde foram 

mantidos em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de recirculação de água 

aerada e termostatizada (25 ± 1°C), por um período mínimo de 30 dias para 

aclimatação às condições laboratoriais. Durante esse período foram alimentados ad 

libitum com ração comercial peletizada com conteúdo proteico de 24%. 

 

2.2. Delineamento experimental 

 

Após o período de aclimatação, os exemplares de Brycon amazonicus foram 

pesados (WT =210,0 ± 42,1 g) divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: 

o grupo controle (Controle, n = 12) e o grupo exposto à toxina (Mcis n = 12). Os peixes 

do grupo Mcis receberam uma injeção intraperitoneal (0,5 mL de salina 0,9%) do 

extrato liofilizado da cepa RST9501 de M.aeruginosa, contendo a toxina MC-LR na 

concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea. Após a injeção esperou-se durante 

um período de 48h até serem realizadas as medidas dos parâmetros respiratórios e 

cardíacos. O extrato liofilizado da cepa RST9501 de M.aeruginosa foi cedido pelo 

Prof° Dr João Sarkis Yunes do Laboratório de Oceanografia Química, Física e 

Geológica da FURG/RS. 

A concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea foi baseada no trabalho de 

Martins et al. (2011), que estudaram o efeito de injeções intraperitoniais de MC-LR 

sobre as respostas cardiorrespiratórias de tilápia-do-Nilo durante a hipóxia gradual. De 

acordo com estes autores, esta dose (100 µg.Kg-1), quando injetada 

intraperitonialmente, foi suficiente para produzir efeitos tóxicos agudos em tilápia-do-

Nilo. 

O grupo controle (Ctrl) recebeu o mesmo tratamento, porém só foi inoculado 

com 0,5 mL de salina 0,9%. 

 

2.3. Procedimentos experimentais 

 

As preparações empregadas para a obtenção dos parâmetros respiratórios e 

dos eletrocardiogramas (ECG) para análise da frequência cardíaca (fH) foram 
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baseadas na metodologia utilizada por Glass et al. (1991) e adaptada por Rantin et al. 

(1993). 

As cirurgias foram precedidas de anestesia em um banho em benzocaína 

0,01% (1 g de benzocaína diluída em 10 litros de água) por aproximadamente 5 

minutos (ou até a cessação da atividade espontânea). Imediatamente após a 

anestesia, os animais foram transferidos para uma mesa cirúrgica onde se procedeu a 

implantação dos catéteres de polietileno para o monitoramento das tensões de O2 da 

água inspirada e expirada e a sutura de eletrodos de eletrocardiografia para o registro 

da atividade cardíaca. 

 As tensões de O2 da água inspirada (PiO2 - mmHg) e expirada (PeO2 - mmHg) e 

a freqüência respiratória (fR – inspirações.min-1) foram obtidas pela inserção de 

catéteres de polietileno (PE 60) no interior da cavidade bucal através de orifício aberto 

dorsalmente, próximo a boca, com o auxílio de uma broca e nas partes distais de 

ambos os cleitros operculares (figura 1). 
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Figura 1 - Fotos mostrando em A: a posição de inserção dos cateteres de polietileno da boca e 

dos opérculos e, em B: os eletrodos de ECG positivo e negativo em matrinxã, Brycon 

amazonicus. (Adaptado de MONTEIRO, 2011). 

 

Após a preparação acima descrita, os peixes foram introduzidos no 

respirômetro de fluxo constante (figura 2) e imediatamente transferidos para a câmara 

experimental, mantida em condições normóxicas, a 25 ± 1 ºC, onde permaneceram 

por um período de 24 horas para a recuperação da anestesia e restabelecimento das 

condições metabólicas basais (figura 3). 

 Os experimentos foram conduzidos utilizando-se um animal de cada vez e, 

após o período de recuperação, as medidas e registros dos parâmetros acima citados, 

foram realizados a intervalos de 1 hora, por um período de 5 horas. 
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FIGURA 2. Esquema do respirômetro de fluxo constante. As setas indicam a direção do fluxo 

de água através do respirômetro (adaptada de OLLE, 2007). 

 

 

As tensões de O2 (mmHg) da água de entrada (PinO2) e de saída (PoutO2) do 

respirômetro, bem como das tensões de O2 da água inspirada (PiO2) e expirada (PeO2) 

pelos peixes foram continuamente monitoradas conectando-se os catéteres de 

polietileno a um sistema de torneiras de 3 vias acopladas a eletrodos de analisadores 

de O2. 

Para analisar a resposta do animal frente à hipóxia, a temperatura experimental 

foi mantida constante (25  1,0 ºC) por meio de um termostato localizado no interior da 

câmara experimental e os experimentos foram conduzidos em normóxia (PinO2 = 140 

mmHg) e nas seguintes tensões de O2 hipóxicas: 120, 100, 80, 60, 40 e 20 mmHg, 

obtidas borbulhando-se, por meio de um dispersor (pedra de aeração), quantidades 

controladas de N2 e ar comprimido no interior da câmara experimental. 
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Figura 3 - Esquema do sistema utilizado na obtenção das respostas cardiorrespiratórias de 

Brycon amazonicus. A: respirômetro; B, C: cateteres de polietileno para tomada da água que 

entra (PinO2) e que sai (PoutO2) do respirômetro, respectivamente; D, E: cateteres de polietileno 

para tomada da água inspirada (PiO2) e expirada (PeO2), respectivamente; F, G: eletrodos 

cardíacos positivo e negativo; H: torneiras de 3 vias; I: transdutor de pressão MLT0380/D; 

J:cuvetas termostatizadas com eletrodos de O2 FAC-001; K: analisadores de O2 FAC-204A; 

L:amplificador de pressão ML224; M: amplificador de ECG ML136; N: sistema de aquisição de 

dados Powerlab 8/30; O: computador para o registro de dados; P: frasco de ajuste de fluxo de 

água através do respirômetro; Q: bomba para circulação de água; R: balde para circulação de 

água; S: termostato para manutenção da temperatura; T: entrada de quantidades controladas 

de N2 ou ar comprimido. As setas indicam a direção do fluxo de água no sistema. (adaptado de 

MONTEIRO, 2011). 

 

Após a estabilização, cada tensão de O2 foi mantida por um período mínimo de 

30 minutos antes de serem efetuadas as medidas e registros dos parâmetros acima 

citados. Os procedimentos de tomada de medidas e registros foram efetuados, em 

média, dentro de 5 minutos. 
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2.4. Variáveis ventilatórias e frequência cardíaca. 

 

A taxa metabólica ( 2OV ) em cada uma das tensões de O2 experimentais foi 

determinada utilizando-se o sistema de respirometria de fluxo constante, pelo 

monitoramento das tensões de O2 da água de entrada (PinO2) e de saída (PoutO2) do 

respirômetro. A 2OV  foi calculada por meio da equação proposta por Hughes et al. 

(1983): 

2OV   = [(PinO2 - PoutO2).O2 . RV ]/Wt       , onde: 

O2 = coeficiente de solubilidade do O2 na água (mLO2.L
-1.mmHg-1); 

RV  = fluxo de água através do respirômetro (L.h-1); 

Wt = massa do animal (Kg). Os valores de 2OV  assim obtidos foram expressos em 

mLO2.Kg-1.h-1. 

 Para a determinação da ventilação branquial ( GV ) foi empregado o método 

descrito por Saunders (1962). Tal método, envolvendo respirometria de fluxo 

constante, consiste na tomada de amostras da água de entrada (PinO2) e de saída 

(PoutO2) do respirômetro, bem como da água inspirada (PiO2) e expirada (PeO2) pelos 

peixes. A GV  foi calculada de acordo com Kalinin et al. (1996), por meio da expressão: 

GV  = [(PinO2 - PoutO2/PiO2 - PeO2). RV ]/Wt        , onde: 

RV  = fluxo de água através do respirômetro (mL.min-1), 

Wt = massa do animal (Kg). 

 Os valores finais de GV  foram expressos em mLH2O.Kg-1.min-1. 

 Para as medidas de frequência respiratória (fR), os catéteres de polietileno 

inseridos na boca e opérculos do peixe foram conectados a transdutores de pressão 

que enviam o sinal para um sistema computadorizado de aquisição de dados 

(ADInstruments - PowerLab) (figuras 3 e 5). A fR foi obtida por meio da contagem do 

número de ciclos respiratórios por unidade de tempo em cada tensão experimental e 

seus valores, expressos em ciclos respiratórios.min-1. 

 O volume ventilatório, ou volume corrente (VT) foi calculado pelo quociente 

entre a ventilação branquial ( GV ) e a respectiva freqüência respiratória. O VT foi 

expresso em mLH2O.kg-1.ciclo respiratório-1. 

 A extração de O2 da corrente ventilatória (EO2) pelas brânquias foi calculada a 

partir da equação: 

EO2 =  [(PiO2 - PeO2)/PiO2].100 
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 Dessa forma, a EO2 foi expressa em porcentagem (%). 

A necessidade ventilatória, ou “water convection requirement” (requerimento 

branquial de convecção de água - GV / 2OV ), em cada uma das tensões de O2 

experimentais foi calculada pelo quociente entre a ventilação branquial ( GV ) e o 

respectivo valor da taxa metabólica ( 2OV ). Os valores finais de GV / 2OV  foram 

expressos em mlH2O.mlO2
-1. 

Para a obtenção do ECG e análise da frequência cardíaca (fH), foram inseridos 

dois eletrodos de aço inoxidável: o positivo, posicionado ventralmente entre as 

brânquias e o coração; e o negativo, em posição ventro-caudal próximo às nadadeiras 

pélvicas, ambos suturados com pontos cirúrgicos à musculatura corpórea para evitar 

seu deslocamento (figura 1). Um terceiro eletrodo, de referência, foi colocado na água 

da câmara experimental (figura 3). Os eletrodos foram conectados ao bio-amplificador 

que envia o sinal para um sistema computadorizado de aquisição de dados 

(ADInstruments - PowerLab). Esta preparação permite que sejam obtidos registros 

similares àqueles observados na derivação DI da eletrocardiografia padrão. Após o 

período de recuperação, a fH foi registrada, como descrito para os parâmetros 

respiratórios. 

 

2.5. Tratamento estatístico dos dados 

 

Os valores estão apresentados como média ± E.P.M. Foram consideradas 

diferenças estatísticas ao nível de 5% de significância. Os seguintes procedimentos 

estatísticos foram adotados no presente estudo. 

Para as variáveis 2OV , EO2, fR e fH foram utilizadas equações de estimação 

generalizada, através do método da Quase-Verossimilhança.  

Para as variáveis GV , VT e GV / 2OV , foram utilizados modelos lineares 

generalizados com distribuição Gama. 

Foi utilizada uma estrutura de correlação constante estimada a partir dos 

dados. Dessa forma foi gerada uma unidade de medida (U) que foi utilizada para 

designar as diferenças significativas entre os valores analisados.  

Para a realização dos testes estatísticos acima mencionados foi utilizado o 

software R (Software R versão 3.0.1). 

Todo o tratamento estatístico dos dados do presente estudo foi realizado pela 

estudante do curso de estatística da UFSCar Camila Barbosa Moraes Rodrigues, 
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como seu projeto de conclusão de curso sob orientação da Profª Dra Maria Silvia de 

Assis Moura. 

Para o relatório completo sobre os procedimentos estatísticos adotados, bem 

como todos os comandos utilizados no software R, vide anexo. 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Respostas cardiorrespiratórias de Brycon amazonicus à hipóxia gradual. 

 

3.1.1. Taxa metabólica ( 2OV ) e tensão crítica de oxigênio (PcO2). 

Durante o decorrer dos experimentos 4 animais do grupo Mcis morreram, todos 

durante a tensão de 20 mmHg de O2. Observou-se que abaixo da tensão de 40 mmHg 

alguns espécimes de Brycon amazonicus de ambos os grupos passaram a se 

comportar de maneira anormal, apresentando muita inquietação e movimentação 

dentro do respirômetro, por vezes inviabilizando os registros do experimento. Diante 

dessa constatação, os dados coletados na tensão de O2 abaixo de 40 mmHg (20 

mmHg) estão representados no gráfico da variável 2OV e foram utilizados apenas 

para o cálculo da PcO2, pois sem estes valores esse cálculo não seria possível. Para 

os demais parâmetros como ventilação branquial, frequência respiratória, frequência 

cardíaca entre outros, foram considerados os valores compreendidos entre 140 mmHg 

e 40 mmHg. Nenhum animal do grupo controle morreu durante a realização dos 

experimentos. 

O consumo de O2 ou taxa metabólica ( 2OV – mLO2.kg-1.h-1) foi mensurado 

durante hipóxia gradual e sua representação gráfica para ambos os grupos pode ser 

vista nas figuras (4 a 6). 

De acordo com a análise estatística empregada, a redução na pressão parcial 

de oxigênio (hipóxia gradual) só teve influência nos valores da taxa metabólica a partir 

da tensão de 40 mmHg. Dessa maneira, a 2OV  nas PinO2 compreendidas entre 140 e 

40 mmHg, apresentou valor médio de 55,4  3,2 mlO2.kg-1.h-1 para o grupo Controle e 

60,5  5,6 mlO2.kg-1.h-1 para o grupo Mcis. A redução da tensão de 40 para 20 mmHg 

diminuiu de maneira significativa a taxa metabólica dos grupos experimentais, 

chegando aos seus valores mínimos (29,2  1,7 e 28,2  1,4 mlO2.kg-1.h-1 

respectivamente). Comparativamente, observou-se que no grupo Mcis os valores de 
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2OV foram significativamente maiores (5,07 U) em relação ao grupo Controle, 

independente da tensão de O2 à qual o animal estava exposto. 

A tensão crítica de O2 (PcO2 ) determina a tensão de O2 abaixo da qual o peixe 

não consegue mais regular eficientemente seus mecanismos de compensação à 

hipóxia e,dessa maneira manter seu consumo de O2 constante. Esse parâmetro foi 

calculado pela intersecção das retas de regressão obtida pelo método descrito por 

Rantin et al. (1992), a PCO2 calculada para o grupo controle foi de 38 mmHg (Fig 5), e 

para o grupo Mcis foi de 42,5 mmHg (Fig 6) caracterizando um aumento de 

aproximadamente 12 % nesse parâmetro. 

 

 
FIGURA 4.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água de entrada do 

respirômetro (PinO2 – mmHg) sobre o consumo de oxigênio ( 2OV – mlO2.kg
-1

.h
-1

) 

dos grupos Controle (n = 12) e exposto à microcistina, Mcis (n = 12) de Brycon. 
amazonicus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença significativa entre os grupos 
experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças significativas decorrentes 
da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p < 0,05). 
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FIGURA 5 .Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água de entrada do 

respirômetro (PinO2 – mmHg) sobre o consumo de oxigênio ( 2OV – mlO2.kg
-1

.h
-1

) 

do grupo controle (n = 12) de Brycon amazonicus. A seta representa a PcO2. 

 

 

FIGURA 6. Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água de entrada do 

respirômetro (PinO2 – mmHg) sobre o consumo de oxigênio ( 2OV – mlO2.kg
-1

.h
-1

) 

do grupo exposto à microcistina (n = 12) de Brycon amazonicus. A seta representa 
a PcO2 

  



27 
 

3.1.2. Ventilação branquial ( GV ), Frequência respiratória (fR) e Volume 

ventilatório (VT). 

 

Os valores médios da ventilação branquial ( GV – mlH2O.kg-1.min-1), da frequência 

respiratória (fR- ciclos respiratórios.min-1) e do volume ventilatório, (VT– mlH2O.kg-

1.ciclo respiratório-1) dos exemplares de B. amazonicus do grupo Controle e do grupo 

exposto à microcistina, (Mcis) submetidos à hipóxia gradual, são apresentados 

graficamente nas figuras 7 a 9. 

Nas tensões de O2 onde a exposição à hipóxia não teve efeito sobre a GV  (140 a 

80 mmHg), o grupo Controle exibiu valores médios de 842,4  108,1 mlH2O.kg-1.min-1, 

enquanto que no grupo Mcis esses valores foram de 1987,4  317,3 mlH2O.kg-1.min-1. 

A hipóxia gradual foi responsável por um aumento significativo (955,03 U) nos valores 

de GV dos grupos experimentais apenas durante a redução da PinO2 de 60 a 40 

mmHg. O grupo Controle exibiu valores médios de 1664,3  158,7 mlH2O.kg-1.min-1 e o 

Mcis de 2729,7  467,8 mlH2O.kg-1.min-1 durante essas tensões de O2. De maneira 

comparativa, observou-se que a presença da toxina MC-LR aumentou 

significativamente (1142,11 U) a GV do grupo Mcis independente da redução nas 

tensões de O2 analisadas. 

 

 
 

Figura 7.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre 

a ventilação branquial ( GV  - mlH2O.kg
-1

.min
-1

) dos grupos Controle (n = 12) e Mcis 

(n = 12) de B.amazonicus .Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença significativa 
entre os grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças 
significativas decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p 
< 0,05). 
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Durante as tensões de 140 a 80 mmHg não houve alteração da frequência 

respiratória induzida pela hipóxia nos grupos experimentais. A frequência respiratória 

(fR) do grupo Controle durante normóxia foi de 73,3  4,3 ciclos respiratórios.min-1, 

enquanto que a fR do grupo Mcis foi de 98,0  6,6 ciclos respiratórios.min-1. A partir de 

60 mmHg, a fR dos grupos Controle e Mcis exibiu aumentos significativos (24,71 U) 

alcançando seu valor máximo durante a PinO2 de 40 mmHg, (100,7  3,7 e 128,1  8,2 

ciclos respiratórios.min-1 respectivamente). Comparativamente, a exposição à MC-LR 

induziu aumentos significativos (31,7 U) na frequência respiratória do grupo Mcis 

independente das PinO2 analisadas. 

 

 

 
 

FIGURA 8. Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre a 
freqüência respiratória (fR – ciclos respiratórios.min

-1
) dos grupos Controle (n = 12) 

e Mcis (n = 12) de B.amazonicus. Valores médios ± 1 E.P.M. Os símbolos vazios 
indicam diferenças significativas decorrentes da redução gradual das tensões de 
oxigênio da água (p < 0,05). 

 

O volume ventilatório (VT) do grupo Controle e Mcis não apresentou alterações 

significativas em resposta à hipóxia. Os valores médios para o grupo Controle foram 

de 13,4  1,1 mlH2O.kg-1.ciclo respiratório-1, enquanto que para o grupo Mcis esses 

valores foram de 20,4  3,7 mlH2O.kg-1.ciclo respiratório-1. Apesar dos valores dos 

grupos experimentais não apresentarem alterações em resposta à hipóxia, observou-

se que a exposição à MC-LR aumentou significativamente os valores do VT no grupo 

Mcis em relação ao Controle (6,9 U), independente da redução da pressão parcial de 

oxigênio na água. 
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FIGURA 9.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre o 
volume ventilatório (VT - mlH2O.kg

-1
.ciclo respiratório

-1
) dos grupos Controle e (n = 

12) e Mcis (n = 12) de B.amazonicus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença 
significativa entre os grupos experimentais.  

 

3.1.3. Extração de oxigênio da corrente ventilatória (EO2). 

 

Os valores médios da extração de O2 da corrente ventilatória (EO2) dos grupos 

Controle e exposto à microcistina (Mcis) em resposta à diminuição da tensão de O2 da 

água de entrada do respirômetro (hipóxia), são representados graficamente na figura 

10. 

Em relação ao efeito da hipóxia sobre a extração de oxigênio, os valores de EO2 

do grupo Controle e Mcis não apresentaram alterações durante as tensões de O2 de 

140 a 80 mmHg, com valores médios de 34,3  3,3 % para o Controle e 17,3  1,3 % 

para o Mcis. Observa-se que a exposição ao ambiente hipóxico só promoveu 

alterações significativas nos grupos Controle e Mcis quando houve a redução nas 

PinO2 de 60 mmHg até 40mmHg. Ao se alterar as pressões parciais de O2 nesse nível 

de hipóxia, a extração de oxigênio teve uma queda significativa de 3,24 U. Entretanto, 

no grupo Mcis pode-se ver que nessa mesma situação houve um aumento nos valores 

de EO2 (12,0 U). Dessa maneira podemos dizer estatisticamente, que houve interação 

entre essas variáveis (hipóxia e exposição à MC-LR). Ademais, comparando-se os 

grupos foi possível observar que a exposição à MC-LR fez com que a EO2 do grupo 

Mcis fosse significativamente menor (16,3 Unidades de medida) em relação ao 

Controle independente da pressão parcial de O2. 
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FIGURA 10.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre 

a extração de O2 (EO2 - %) dos grupos Controle (n = 12) e Mcis (n = 12) de B. 

amazonicus. Valores médios ± 1 E.P.M. * indica diferença significativa entre os 

grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças significativas 

decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p < 0,05). 

 

3.1.4. Frequência cardíaca de Brycon amazonicus submetido à hipóxia gradual 

 

Na figura 11 se encontra a representação gráfica da frequência cardíaca (fH- 

bpm) dos grupos Controle e Mcis, submetidos a diferentes tensões de O2 na água. 

Como visto anteriormente para outros parâmetros analisados, a exposição à 

hipóxia gradual não alterou de maneira estatisticamente significativa os valores médios 

de fH das tensões de O2 compreendidas entre 140 e 80 mmHg. A média dos valores 

obtidos nessas PinO2 foi de 64,4  4,1 bpm para o Controle e 70,6  5,3 bpm para o 

grupo Mcis. Alterações nos valores médios da fH dos grupos experimentais só foram 

observadas a partir da PinO2 de 60 mmHg, onde houve uma queda significativa (17,6 

U) da frequência cardíaca nesses grupos. Os valores mínimos de fH observados 

ocorreram durante a PinO2 de 40 mmHg, com valores de 52,6  5,4 bpm para o grupo 

Controle e 39,8  4,7 bpm para o Mcis. Comparativamente, não houve diferença 

significativa entre a fH dos dois grupos experimentais. 
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Figura 11- Efeito da diminuição da tensão de O2 da água no desenvolvimento de frequência 

cardíaca (fH – bpm) de espécimes de B.amazonicus, dos grupos Controle (n = 12) 

e Mcis (n = 12). Valores médios ± 1 E.P.M. * indica diferença significativa entre os 

grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças significativas 

decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água  

 (p < 0,05). 

 

3.1.5. Necessidade ventilatória ( GV / 2OV ). 

Os valores médios da necessidade ventilatória ( GV / 2OV ) dos grupos Controle e 

exposto à microcistina (Mcis) de Brycon amazonicus (matrinxã), em resposta à hipóxia 

gradual, estão representados na figura 12. A hipóxia gradual aumentou 

significativamente (5,0 U) os valores da necessidade ventilatória ( GV / 2OV ) apenas 

durante as PinO2 de 100 e 80 mmHg. Tanto os valores das tensões de O2 acima desse 

nível de hipóxia (140 a 120 mmHg), quanto as tensões abaixo (60 a 40 mmHg) não 

apresentaram alterações significativas. Nesse caso entende-se que a pressão parcial 

do oxigênio, só interfere na necessidade ventilatória dos exemplares de Brycon 

amazonicus estudados, quando é reduzida na faixa de 100 a 80 mmHg. Os valores de 

GV / 2OV  encontrados em normóxia para o grupo Controle foram de 10,2 ± 1,0 

mlH2O.mlO2
-1 e de 20,9 ± 2,5 mlH2O.mlO2

-1 para o grupo exposto à microcistina (Mcis). 

Os maiores valores encontrados para a variável necessidade ventilatória foram obtidos 

durante a PinO2 de 40 mmHg, com média de 41,1 ± 2,9 mlH2O.mlO2
-1 no Controle e 

62,1 ± 14,9 mlH2O.mlO2
-1 no grupo Mcis. 
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Comparando-se os dados coletados em ambos os grupos experimentais, 

observou-se que os valores de GV / 2OV  do grupo Mcis foram significativamente 

superiores (7,36 U) em relação aos obtidos para o grupo Controle. 

 

 

Figura 12-   Efeito da diminuição da tensão de O2 da água na necessidade ventilatória ( GV /

2OV -mlH2O.mlO2
-1) de espécimes de B. amazonicus, dos grupos Controle (n = 

12) e Mcis (n = 12). Valores médios ± 1 E.P.M. * indica diferença significativa entre 

os grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças significativas 

decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p < 0,05). 

 

 

4. DISCUSSÃO. 

 

4.1. Respostas respiratórias de Brycon amazonicus submetido à hipóxia gradual. 

 

4.1.1 Consumo de oxigênio ( 2OV ) e tensão crítica de O2 (PcO2). 

 

O sistema respiratório, por representar a mais extensa área de interface entre o 

peixe e a água, é frequentemente o primeiro sistema a ser afetado pelos poluentes 

dissolvidos (HEATH, 1995). Nesse contexto, Dube & Hosetti (2010) afirmam que a 

atividade respiratória dos peixes é uma das primeiras variáveis fisiológicas a ser 

afetada pela contaminação aquática, de tal maneira que a análise de respostas 

relacionadas às variações nos padrões respiratórios, tais como frequência de 

ventilação e consumo de oxigênio, podem ser bons indicadores dos efeitos advindos 
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da contaminação aquática. O consumo de oxigênio reflete a atividade metabólica 

global de um animal em resposta a fatores ambientais específicos, refletindo o gasto 

energético (MEHRLE & MAYER, 1984). Dessa forma, esse parâmetro é 

frequentemente utilizado em fisiologia como um indicador biológico. 

No presente estudo, o valor médio da 2OV observada para o grupo Controle 

(62,5  4,9 mlO2.kg-1.h-1) durante normóxia foi inferior ao descrito por Olle, 2007, de 

95,0 mlO2.kg-1.h-1  e Monteiro, 2011 (103 mlO2.kg-1.h-1), porém a 2OV de B. amazonicus 

ficou próxima a de outras espécies ativas de teleósteos tropicais, como o pacu, P. 

mesopotamicus (72 mlO2.kg-1.h-1; GUERRA, 1992), e o tambaqui, C. macropomum (78 

mlO2.kg-1.h-1; CORRÊA, 1996). 

Comparando-se os dados obtidos com alguns serrasalmídeos tropicais, o valor 

normóxico médio de 2OV  obtido para B. amazonicus foi semelhante ao verificado em 

espécies também migratórias, como pacu, P. mesopotamicus (GUERRA, 1992; 

RANTIN et al., 1998) e o tambaqui, C. macropomum (CORRÊA, 1996). Essas 

espécies geralmente habitam ambientes sujeitos a oscilações drásticas na 

disponibilidade de O2 do meio em curtos períodos de tempo. Considerando-se que B. 

amazonicus é uma espécie ativa, migratória, sendo encontrada em ambientes de 

águas rápidas e bem oxigenadas, a forma com que regula a 2OV se assemelha ao 

que é observado em espécies com características semelhantes (Monteiro, 2011). 

A 2OV  dos grupos experimentais (Controle e Mcis) mostrou-se independente 

da concentração de O2 no meio, comportamento característico de uma espécie oxi-

reguladora, capaz de manter a 2OV constante. Em B. amazonicus, o consumo de O2 

ficou em torno de 55,4  3,2 mlO2.kg-1.h-1 (Controle) e 60,5  5,6 mlO2.kg-1.h-1 (Mcis) 

até a tensão de O2 na água de 40 mmHg. A partir da redução da PinO2 de 40 a 20 

mmHg essa espécie não foi capaz de manter a taxa metabólica ( 2OV ), tornando-se 

dependente da concentração de O2 na água, provavelmente devido à redução gradual 

na eficiência dos mecanismos homeostáticos envolvidos na tomada de O2 pelas 

brânquias e na difusão do gás para os tecidos (DAVIS, 1975; STEFFENSEN, 2006).  

Segundo Rantin et al. (1984), espécies oxi-reguladoras mantêm ou até mesmo 

elevam consumo de O2 em reposta a hipóxia gradual até a tensão crítica de O2 (PcO2) 

ser atingida. A PcO2 representa o limite da capacidade da espécie em manter 

constante sua 2OV  em resposta à redução do O2 ambiental. Em PinO2 acima da PcO2, 

a taxa metabólica ( 2OV ) permanece relativamente constante, independente das 

alterações das tensões de O2 do ambiente. A PcO2 calculada para os animais do grupo 
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Controle foi de 38 mmHg. Esse valor foi semelhante aos encontrados por Olle, (2007), 

35,4 mmhg e Anelli Jr, (2010), 35 mmhg, ambos estudos realizados com B. 

amazonicus. Entretanto, Monteiro, (2011), obteve uma PcO2 de 25 mmhg para a 

espécie referida. 

De acordo com autores como Fernandes & Rantin (1989), as espécies de 

ambientes tropicais estão mais frequentemente sujeitas à hipóxia ambiental e os 

baixos valores de PcO2 podem representar uma vantagem adaptativa, pois permitem 

uma maior capacidade de regular a tomada de O2 do meio. Dessa maneira, o alto 

valor da PcO2 observado em B. amazonicus pode refletir o hábito e o habitat dessa 

espécie, sugerindo uma menor capacidade em manter a 2OV  em ambientes com 

baixas tensões de O2. A partir da PcO2 a espécie deixa de se comportar como oxi-

reguladora e passa a se comportar como oxi-conformista e a 2OV é reduzida 

progressivamente com a PO2 ambiental (ULTSCH et al., 1978).  

A hipóxia gradual teve efeito significativo sobre os valores da 2OV de B. 

amazonicus apenas na redução da PinO2 de 40 a 20 mmHg. Durante esse período 

houve redução significativa dos valores da 2OV dos grupos experimentais (Controle e 

Mcis) indicando que nessa faixa (40 a 20 mmHg) é onde se encontra a PcO2 para 

esses grupos, dado que há variação da 2OV em relação à PO2 ambiental (ULTSCH et 

al., 1978). Os valores de PcO2 encontrados para os grupos experimentais foram de 38 

mmHg para o Controle e 42,5 mmHg para o grupo Mcis, caracterizando um aumento 

de 12 % entre os grupos.  

Aumentos nos valores da PcO2, como resposta fisiológica à exposição à 

poluentes, vêm sendo demonstrados em diversos experimentos utilizando teleósteos 

de água doce (ANELLI, 2010; MARTINS et al, 2011; MONTEIRO, 2011; OLLE, 2007; 

THOMAZ, 2008). Olle (2007), reportou que a exposição ao organofosforado 

metilparation induziu aumentos de 50% na PcO2 de Brycon amazonicus; Thomaz 

(2008), observou 70% de aumento nos valores de PcO2 de O. niloticus expostos ao 

organofosforado triclorfon, ao passo que Monteiro (2011) indicou aumentos de 110% 

nesse parâmetro em exemplares de Brycon amazonicus expostos a mercúrio 

inorgânico.  

Em relação à exposição à microcistina, Martins et al. 2011, observaram 

aumentos da ordem de 260% na PcO2 de O. niloticus expostas à injeções i.p de MC-LR 

na concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea, a mesma do presente estudo. No 

presente trabalho, a PcO2 do grupo Mcis foi cerca de 12% maior do que a encontrada 

para o grupo Controle, valor esse que é muito inferior ao encontrado por Martins et al. 
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2011. Essa diferença de magnitude de resposta pode ser resultado da forma de 

exposição à MC-LR empregada por Martins e colaboradores, que utilizaram a forma 

purificada da MC-LR, ao passo que no presente estudo utilizou-se extrato liofilizado 

contendo MC-LR. Dessa maneira, possivelmente a toxina em sua forma purificada 

apresenta maior toxicidade em comparação ao extrato liofilizado. Ademais, essa 

discrepância entre o efeito sobre a PcO2 pode ser ocasionada por susceptibilidade 

espécie-específica à ação da MC-LR o que, em linhas gerais, significa que Brycon 

amazonicus possa ser menos susceptível ao efeito deletério da MC-LR em 

comparação à Oreochromis niloticus. 

Como citado anteriormente, de acordo com Fernandes & Rantin (1989), as 

espécies de ambientes tropicais, como B. amazonicus, estão mais frequentemente 

sujeitas à hipóxia ambiental e os baixos valores de PcO2 podem representar uma 

vantagem adaptativa, pois permitem uma maior capacidade de regular a tomada de O2 

do meio. Dessa maneira, aumentos nos valores de PcO2 podem diminuir as chances 

de sobrevivência desses animais em ambientes hipóxicos, uma vez que sua 2OV

passa a ser dependente da PO2 da água em tensões de O2 mais elevadas (OLLE, 

2007). No presente estudo, a exposição à MC-LR ocasionou a morte de quatro 

animais durante a PinO2 de 20 mmHg, tal fato pode estar associado à alteração da 

PcO2 nesse grupo, indicando que uma menor capacidade de tolerância a ambientes 

hipóxicos. 

A exposição à MC-LR alterou significativamente a 2OV de B. amazonicus do 

grupo Mcis em relação ao grupo Controle. O grupo Mcis exibiu aumento significativo 

(5.07 U) dos valores da 2OV  em relação ao Controle. De acordo com Fernandes & 

Rantin, 1989, para que a homeostase respiratória se mantenha, com propósito de 

preservar o gradiente de O2 entre a água e o sangue tão alto quanto possível, torna-se 

necessário a mobilização de mecanismos compensatórios, como o aumento da GV  

assegurando, desta maneira, a eficiência respiratória nas trocas gasosas. Como será 

discutido posteriormente, o grupo Mcis exibiu aumento significativo nos seus valores 

de GV em relação ao grupo Controle, de maneira que esse aumento da ventilação 

branquial ( GV ) em adição a uma frequência respiratória aumentada também 

observada para o grupo Mcis. requerem gasto de energia para serem realizados. 

Dessa maneira é possível que o aumento no consumo de oxigênio observado no 

grupo Mcis, seja decorrente da necessidade adicional de energia para manter essas 

respostas respiratórias aumentadas. Adicionalmente, como será discutido adiante, a 

exposição à MC-LR aumentou a atividade de algumas enzimas do sistema 
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antioxidante em B. amazonicus no presente estudo. Dentre os efeitos subletais de 

intoxicação mais comumente observados em peixes se encontra o aumento da demanda 

energética para suportar os processos de desintoxicação e reparos (RAO & RAO, 1981; 

HEATH, 1995). Dessa forma, não podemos descartar a possibilidade do aumento da 

2OV  em matrinxãs no presente estudo ser resultante, pelo menos em parte, dessa 

maior demanda energética por parte do sistema de defesa antioxidante. 

 

4.1.2. Ventilação Branquial ( GV ), Frequência Respiratória (fR) e Volume 

Ventilatório (VT). 

Os valores de GV  de Brycon amazonicus em normóxia, observados no presente 

estudo (651,4 mlH2O.kg-1.min-1), foram semelhantes aos descritos por Monteiro (2011), 

(746 mlH2O.kg-1.min-1), entretanto foram superiores aos de Olle (2007), 471 mlH2O.kg-

1.min-1 e Anelli, Jr. (2010), de 475 mlH2O.kg-1.min-1. Comparativamente, a GV  de 

Brycon amazonicus foi inferior à encontrada para outras espécies estudadas nas 

mesmas condições, como cascudo H. regani (913 mlH2O.kg-1.min-1; MATTIAS et al., 

1998) e o dourado, S. maxillosus (914 mlH2O.kg-1.min-1; SOUZA et al., 2001), espécies 

que habitam águas rápidas e bem oxigenadas. 

De acordo com Fernandes & Rantin (1989), para que a homeostase respiratória 

se mantenha, com propósito de preservar o gradiente de O2 entre a água e o sangue 

tão alto quanto possível, torna-se necessária a mobilização de mecanismos 

compensatórios, como o aumento da GV , assegurando deste modo a eficiência 

respiratória nas trocas gasosas. Aumentos na ventilação branquial ( GV ), como 

resposta primária à hipóxia ambiental, foram observados em várias espécies de 

peixes, como pacu, Piaractus mesopotamicus (KALININ et al., 2000), traíra, Hoplias 

malabaricus, trairão, Hoplias lacerdae (RANTIN et al., 1992), carpa comum, Cyprinus 

carpio (SAUNDERS, 1962; LOMHOLT & JOHANSEN, 1979), Oreochromis niloticus 

(MARTINS et al, 2011; THOMAZ, 2008) e o próprio Brycon amazonicus (OLLE, 2007; 

MONTEIRO, 2011). 

A análise da equação fundamental da fisiologia respiratória, descrita por 

Dejours (1981): 

( GV / 2OV ).EO2. PinO2 = 1, 

mostra que a manutenção taxa metabólica constante quando a concentração de O2 do 

meio declina só é possível se ocorrer um aumento na ventilação branquial e/ou na 

extração de O2 da corrente ventilatória (EO2). Como a capacidade de aumento na EO2 
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é muito limitada em peixes, o aumento na GV  é necessário para a manutenção da 

2OV  (KALININ, 1996). 

No presente estudo, o grupo Controle exibiu aumentos da ordem de 3,0 vezes na 

GV  durante a PinO2 de 40 mmhg em relação à normóxia. Resultados semelhantes 

foram registrados por Olle (2007), e Anelli Jr (2010), com aumentos na ordem de 5,5 e 

5,7 vezes respectivamente. Aumentos na GV  durante o desenvolvimento da hipóxia 

gradual também foram observados para outras espécies de peixes tropicais ativos. P. 

scrofa, exibiu aumento de cerca de 12 vezes (FERNANDES et al., 1995) C. 

macropomum foi capaz de aumentar a GV  em 10,9 vezes (CORRÊA, 1996), Hoplias 

lacerdae, 8,5 vezes (KALININ et al., 1996) e O. niloticus, 13 vezes (MARTINS, 2010). 

A comparação destes resultados com os obtidos no presente estudo sugere que B. 

amazonicus tem uma reduzida capacidade de elevação da GV , ao contrário das 

espécies consideradas mais resistentes à hipóxia, que apresentam maior capacidade 

de aumento da GV . Entretanto, em seu habitat natural, B. amazonicus pode utilizar de 

uma estratégia respiratória conhecida por ram ventilation. Essa estratégia consiste da 

passagem forçada de água pelas brânquias quando o animal se posiciona contra a 

corrente, ou nada com a boca parcialmente aberta, o que melhoraria a eficiência da 

ventilação a um menor custo energético (RANDALL, 1982). É possível que os 

exemplares de B. amazonicus utilizados no presente estudo tenham lançado mão de 

tal estratégia, uma vez que a boca é colocada na direção do fluxo de água através do 

respirômetro, o que poderia explicar os menores valores de VG obtidos. Os animais do 

grupo Mcis exibiram aumentos da ordem 1,8 vezes nos valores de GV , na PinO2 de 40 

mmhg em relação à normóxia. Comparativamente, esse aumento foi inferior ao 

encontrado para o grupo Controle (3,5 vezes). Entretanto, os valores de GV do grupo 

Mcis foram significativamente superiores aos do grupo Controle (1142,11 U) 

independente da PinO2 analisada. Se levarmos em consideração, a equação proposta 

por Dejours (1981), ( GV / 2OV ).EO2. PinO2 = 1, podemos inferir que esse aumento nos 

valores da GV  do grupo Mcis em relação ao grupo Controle, foi a estratégia fisiológica 

utilizada para que esses animais pudessem manter sua 2OV constante, dado que os 

valores de EO2 do grupo Mcis (como veremos adiante) foram significativamente 

inferiores (16,3 U) em relação ao Controle. Dessa maneira, os maiores valores de GV  

observados para o grupo Mcis, possibilitaram a manutenção da homeostase 
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respiratória em B. amazonicus, compensando a diminuição na extração de O2 

observada para esse grupo. 

Analisando-se os gráficos de GV , fR e VT de Brycon amazonicus, pode-se notar 

que a exposição à hipóxia não alterou de maneira significativa os valores de VT, porém 

alterou significativamente (24,71 U) os valores de fR durante a redução das tensões de 

O2 da água no intervalo de 60 a 40 mmHg. Tal fato indica que no presente estudo, o 

aumento da GV ocorreu principalmente devido a aumentos nos valores de fR, do que 

elevações do VT. Esse tipo de resposta ventilatória, apesar de não ser a mais comum 

já foi observada em outros teleósteos como a carpa, Cyprinus carpio e em Lepomis 

macrochirus (MARVIN & HEAT, 1968; LOMHOLT & JOHANSEN, 1979).  

Segundo Di Giulio & Hinton (2008), a ventilação branquial é realizada utilizando-

se um sistema de duas bombas. A primeira envolve a sucção gerada pela abertura 

opercular que faz com que a água entre na cavidade bucal. A segunda utiliza a 

pressão gerada pelos músculos que envolvem a cavidade bucal para forçar a água 

pelas brânquias. Os matrinxãs possuem pequenas cavidades bucal e operculares, o 

que limita grandes aumentos no VT (MONTEIRO, 2011). Nesse contexto, o maior 

aumento na fR para ajustar a GV é uma estratégia viável em B. amazonicus. 

A resposta à hipóxia mais frequentemente observada em teleósteos baseia-se na 

hiperventilação através de um maior aumento do VT do que da fR. Esse padrão de 

resposta está relacionado à vantagem representada pelo menor custo energético da 

elevação da GV  através de um maior aumento do VT do que na fR. De acordo com 

RANTIN et al. (1992), a utilização desta estratégia respiratória baseia-se no baixo 

custo para a manutenção da velocidade e constância da contração muscular, 

enquanto que uma alta frequência de contração é limitada pelo trabalho muscular 

contra uma alta viscosidade da água ventilada. Nesse contexto, o gasto adicional de 

energia no grupo Mcis, devido ao aumento significativo na frequência respiratória (31,7 

U) para alcançar maiores valores de GV , poderia explicar o maior valor de 2OV  

observado em relação ao Controle. 

 

4.1.3. Extração de O2 da Corrente Ventilatória (EO2). 

 

No presente estudo, foram observados valores de EO2 em normóxia para B. 

amazonicus da ordem de ~36%. Esses valores estão de acordo com os apresentados 

por Thomaz (2011), de cerca de 43%, entretanto diferem dos obtidos por Monteiro 

(2011) que observou valores próximos a 55%. Esses valores de EO2 são relativamente 
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baixos quando comparadas a outras espécies de peixes, como a tilápia, O. niloticus, o 

tambaqui, C. macropomum, o pacu, P. mesopotamicus, o curimbatá, P. scrofa, a 

traíra, H. malabaricus e carpas, todas apresentando uma EO2 em normóxia maior que 

70 % (MARTINS, 2010; KALININ, 1996; CORRÊA, 1996; GUERRA, 1992; 

FERNANDES et al., 1995; MATTIAS et al., 1996; SAUNDERS, 1962).  

A exposição à hipóxia teve efeito significativo nos valores da extração de O2 de 

B. amazonicus somente no intervalo de 60 a 40 mmHg. Nessa tensão de O2, ocorreu 

uma redução significativa (3,24U) na EO2 para ambos os grupos experimentais. 

Entretanto, no grupo Mcis, durante esse mesmo intervalo (60 a 40 mmHg) ocorreu um 

aumento significativo (12,0 U) nos valores de EO2. A análise desses valores nos 

permite concluir que houve interação entre essas variáveis, ou seja, quando há a 

hipóxia (60 a 40 mmHg) ambos os grupos apresentam uma redução significativa (3,24 

U) em seus valores de EO2. Porém, na presença da MC-LR (Mcis) esses valores 

também exibem um aumento significativo (12,0 U), evidenciando essa interação entre 

hipóxia e MC-LR.  

De acordo com Steffensen et al. (1982), o aumento na GV enquanto a EO2 se 

mantém relativamente alta e constante constitui uma das mais importantes 

compensações respiratórias durante reduções na PO2 ambiental.  

Em comparação com o controle, o grupo Mcis exibiu valores significativamente 

inferiores (16,3 U) independente da PinO2 analisada. Esses menores valores na EO2 do 

grupo Mcis podem ser resultado de efeitos deletérios da MC-LR sobre as brânquias de 

B. amazonicus. Carbis et al. (1997), por exemplo, verificaram necrose e alterações 

epiteliais em células de brânquias de Cyprinus carpio expostas a florações de 

cianobactérias produtoras de microcistina. Prieto et al. (2006) e Prieto et al. (2007) 

mostraram que a exposição de O. niloticus à microcistina em doses sub-letais (500 

µg.Kg-1 de massa corpórea) causa estresse oxidativo com subsequente destruição 

celular (lipoperoxidação) em vários órgãos, inclusive em brânquias. No presente 

estudo verificou-se que a injeção i.p do extrato liofilizado contendo MC-LR na 

concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea induziu aumentos expressivos 

(317%) nos níveis de oxidação proteica do tecido branquial, o que pode conduzir à 

lesão tecidual de B. amazonicus. Dessa maneira, a perda de superfície funcional das 

brânquias pode ser a causa da diminuição nos valores de EO2 exibida pelo grupo Mcis 

em comparação ao grupo Controle. 

Entretanto, como dito anteriormente, no intervalo de 60 a 40 mmHg, a hipóxia 

interagiu com a MC-LR, modificando o padrão de resposta da EO2 no grupo Mcis. 

Dessa maneira, além da redução causada pela hipóxia, houve também um aumento 
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derivado do efeito da MC-LR. Esse aumento pode ter sido ocasionado pelo estresse 

causado em decorrência da ação somatória dos efeitos da MC-LR juntamente com a 

hipóxia. 

Variação na concentração de O2 dissolvido e presença de poluentes orgânicos 

e inorgânicos são exemplos de agentes desencadeadores do estresse (estressores) 

em peixes (COSTA et al., 2004; JORGENSEN et al., 2002; CARVALHO & 

FERNANDES, 2006). Quando o peixe é exposto a um agente estressor, ocorre a 

ativação do eixo hipotálamo-sistema nervoso simpático–células cromafins (HSC), que 

resulta na liberação de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), como produtos 

finais (OBA et al, 2009). 

Segundo Satchell (1991), dentre os mecanismos fisiológicos e bioquímicos 

adotados pelos teleósteos durante a hipóxia ambiental, para maximizar a tomada de 

O2 e minimizar seu gasto, destacam-se as respostas desencadeadas pela ativação, 

via estresse hipóxico, dos centros autonômicos que regulam a liberação de 

catecolaminas no sangue pelos tecidos cromafins. As catecolaminas, por sua vez, 

podem evocar respostas tais como mudanças adicionais no padrão do fluxo de sangue 

nas brânquias e na condutância difusiva de O2, regulação da tomada de O2 pelos 

eritrócitos, dentre outros. As catecolaminas são mobilizadas para a circulação dos 

peixes durante uma grande variedade de situações geradoras de estresse (RANDALL 

& PERRY, 1992), que de maneira geral, requerem modulações cardiorrespiratórias ou 

mobilização de reservas energéticas. A magnitude da elevação plasmática dos níveis 

de catecolaminas pode variar de acordo com o tipo de estresse imposto, sua 

severidade e as espécies que estão sob o efeito estressor (REID et al., 1998). 

Perry & Reid (1992) estudando trutas arco–íris e enguias, conduziram 

experimentos onde os animais foram submetidos a vários níveis de hipóxia aguda, a 

fim de se elucidar qual era o principal estímulo para a liberação de catecolaminas 

durante hipóxia: os níveis de O2 no sangue ou na água. Esses autores verificaram que 

os níveis de oxigênio no sangue são preponderantes em relação aos níveis de O2 da 

água para a liberação das catecolaminas durante hipóxia. Sendo assim, a hipoxemia é 

o estímulo imediato para a liberação de catecolaminas durante episódios de hipóxia 

ambiental nessas espécies. 

No presente estudo, pode ser que a lesão tecidual nas brânquias, causada pela 

oxidação proteica observada no grupo Mcis, tenha sido a responsável pelos menores 

valores de EO2 observados para esse grupo em relação ao Controle. Essa redução na 

extração de oxigênio do grupo Mcis pode ter gerado um quadro de hipoxemia, criando 

o estímulo para que ocorresse a liberação de catecolaminas no sangue que, por sua 

vez, foram responsáveis pelo aumento dos valores de EO2 observados no grupo Mcis 
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durante a hipóxia (60 a 40 mmHg). Vale ressaltar ainda que durante os experimentos, 

alguns animais do grupo Mcis morreram. É possível que esse quadro de hipoxemia 

seja o responsável por essas mortes. Dessa maneira, possivelmente o efeito derivado 

da presença da MC-LR juntamente com o estresse hipóxico causado pela exposição 

às tensões de O2 abaixo de 60 mmhg, tenham elicitado respostas fisiológicas via 

sistema endócrino capazes de aumentar a EO2 nesses animais durante hipóxia 

acentuada.  

 

4.1.4. Frequência cardíaca de Brycon amazonicus submetido à hipóxia gradual. 

 

Os valores médios para a fH de Brycon amazonicus em normóxia foram de 67 

bpm, e estão em conformidade com os observados por Olle (2007) e Monteiro (2011) 

(63 e 65 bpm respectivamente). Comparativamente, esses valores são maiores do que 

aqueles verificados para espécies de peixes tropicais como o pacu, Piaractus 

mesopotamicus (50 bpm; RANTIN et al., 1998) e o tambaqui, Colossoma 

macropomum (48 bpm; RANTIN & KALININ, 1996) e abaixo da fH média de espécies 

ativas como o dourado, Salminus maxillosus (97 bpm; SOUZA et al., 2001), e os atuns 

Katsuwonus pelamis e Thunnus albacares (BUSHNELL & BRILL, 1992; KORSMEYER 

et al., 1993). 

Durante a hipóxia, a resposta cardíaca usual corresponde a uma bradicardia 

acompanhada de um aumento do volume sistólico (ALTIMIRAS et al., 1995). Segundo 

Farrell (1984), o reflexo bradicárdico produzido pela hipóxia pode ser valioso para 

assegurar o desempenho do coração durante a hipóxia do miocárdio. Entretanto, 

Glass et al. (1991) questionam até que ponto a bradicardia hipóxica é apenas um 

reflexo compensatório e não uma consequência do sofrimento miocárdico imposto 

pelas baixas tensões de O2, uma vez que abaixo da PcO2 é normalmente 

acompanhada de alterações eletrocardiográficas indicativas de isquemia miocárdica. 

Todavia, dado que o débito cardíaco é mantido, a resposta bradicárdica à hipóxia 

pode ser analisada como uma maneira de aumentar o tempo de residência do sangue 

tanto nas lamelas secundárias (possibilitando maior captação de O2 da corrente 

ventilatória) quanto no miocárdio (possibilitando um maior tempo para tomada de O2 

pelo mesmo). Tal fato é possibilitado por dois efeitos: (a) aumento do recrutamento 

lamelar, causado por hipertensão acompanhada de bradicardia e (b) adequada 

relação ventilação/perfusão (SATCHELL, 1991; ALTIMIRAS et al., 1995).  

A exposição ao ambiente hipóxico reduziu significativamente (17,6 U) os valores 

de fH em B. amazonicus durante a redução da PinO2 de 60 a 40 mmhg, caracterizando 
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o efeito bradicárdico comumente observado em teleósteos em situação de hipóxia. 

Comparando-se os grupos observou-se que a MC-LR não teve efeito significativo 

sobre os valores de fH durante as tensões de O2 analisadas. Alguns autores 

observaram efeitos da MC-LR em tecidos cardíacos. Atencio et al. (2008) submeteram 

exemplares de O. niloticus a injeções intraperitoneais de MC-LR (500 µg.Kg-1 de 

massa corpórea) e, além de danos a órgãos como fígado e rins, verificaram a 

ocorrência de histopatologias nos miócitos cardíacos. Entretanto, em nosso estudo 

não foi verificada nenhuma ação da MC-LR no coração de B. amazonicus. 

Possivelmente a dose utilizada em nosso trabalho (100 µg.Kg-1 de massa corpórea) 

não seja suficiente para causar danos ao tecido cardíaco, dado que embora outros 

órgãos como rins, brânquias e coração exibam efeitos da toxina (RABERGH et al., 

1991; CARBIS et al., 1997, ZHANG et al., 2007), o principal órgão de atuação da MC-

LR é o fígado (JOS et al., 2005; FISCHER & DIETRICH, 2000; PRIETO et al., 2007). 

 

4.1.5. Necessidade Ventilatória ( GV / 2OV ). 

A eficiência das brânquias como órgão trocador de O2 pode ser avaliada por 

meio da necessidade ventilatória (“water convection requirement” - GV / 2OV ), também 

chamada de requerimento branquial de convecção de água (DEJOURS, 1981). 

Segundo Kalinin (1996), aumentos na GV / 2OV  em função da redução na 

disponibilidade de O2 do meio são indicativos da redução na eficiência de extração de 

O2 da corrente ventilatória, ou seja, uma maior quantidade de água deve passar pela 

superfície funcional respiratória para que a mesma quantidade de O2 seja obtida. 

No presente estudo, a GV / 2OV de Brycon amazonicus só foi alterada pelo efeito 

da hipóxia (aumento significativo de 5,0 U) durante o intervalo que compreende as 

PinO2 de 100 a 80mmHg. Tal padrão de resposta provavelmente deve-se ao fato de 

que durante as tensões de O2 de 60 a 40 mmHg houve um aumento significativo nos 

valores da EO2 dos animais do grupo Mcis. A equação ( GV / 2OV ).EO2. PinO2 = 1, 

proposta por Dejours (1981), mostra que elevados valores EO2 resultam em uma 

menor GV / 2OV (KERSTENS et al.,1979). Assim, o aumento exibido na EO2 durante as 

tensões de 60 a 40 mmHg, pode ter prevenido aumentos significativos nos valores de 

GV / 2OV  frente à hipóxia.  

A despeito do efeito da hipóxia, observou-se que a exposição à MC-LR 

aumentou significativamente (7,36 U) os valores de GV / 2OV  em relação ao Controle. 

Como citado anteriormente, segundo Kalinin (1996), aumentos na GV / 2OV  em função 
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da hipóxia ambiental, são indicativos da redução na eficiência de extração de O2 da 

corrente ventilatória. Essa afirmação corrobora os resultados do presente estudo, na 

medida em que foram observadas reduções significativas (16,3 U) nos valores da 

extração de O2 do grupo Mcis em relação ao Controle. Sendo assim, os maiores 

valores de GV / 2OV  do grupo Mcis são justificáveis, uma vez que é necessário que 

uma maior quantidade de água passe pelas brânquias dos animais desse grupo para 

que a mesma quantidade de oxigênio seja extraída. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

A exposição por 48 horas à MC-LR via injeção intraperitoneal de extrato 

liofilizado contendo a toxina na concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea, foi 

capaz de promover elevação do consumo de oxigênio para suprir o aumento da 

demanda energética resultante da hiperventilação observada e/ou da desintoxicação 

dos animais expostos. 

A presença da toxina causou a morte de 1/3 dos matrinxãs durante o 

desenvolvimento da hipóxia severa, devido à redução na capacidade de compensação 

de Brycon amazonicus aos efeitos da hipóxia, diminuindo sua capacidade de 

sobreviver em ambientes com pouco oxigênio.  

Esses efeitos observados durante repouso em condições laboratoriais podem 

ser ainda mais prejudiciais no ambiente natural, onde esses animais exibem elevadas 

taxas de natação e estão expostos a variações diárias nos níveis de oxigênio. 
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CAPÍTULO III       

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DA MICROCISTINA-LR SOBRE PARÂMETROS 

CARDIORRESPIRATÓRIOS DE TRAÍRA, Hoplias malabaricus 

(BLOCH, 1794) 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As microcistinas (MCs) apresentam diversas formas de gerar efeitos lesivos 

sobre os tecidos dos organismos. Dentre os principais mecanismos de toxicidade das 

MCs destacam-se a desintegração da estrutura dos hepatócitos, a perda da 

arquitetura hepática e sinusoidal (CARMICHAEL, 1994), alterações nos sistemas de 

reparo de DNA e expressão de genes (DOUGLAS et al, 2001; ARIZA et al, 1996), 

além de interação com as mitocôndrias de tecidos animais com consequente geração 

de estresse oxidativo e apoptose celular (PRIETO et al., 2009; ZHANG et al., 2008). 

Como descrito no Cap.I do presente estudo, existem evidências que relacionam o 

aparecimento das microcistinas na água com a hipóxia ambiental (ZHANG et al., 

2011), fato que pode levar a um efeito combinado desses fatores (hipóxia e 

microcistina) no desenvolvimento de toxicidade celular com alterações que levam ao 

estresse oxidativo entre outros efeitos. 

A traíra, Hoplias malabaricus, é um peixe adaptado a ambientes lênticos, de 

pouca correnteza ou mesmo águas paradas, as quais normalmente apresentam 

drásticas mudanças de O2 (KALININ, 1991) e que vêm sofrendo aumento no 

aparecimento de florações de cianobactérias produtoras de microcistina (TOLEDO Jr. 

et al., 1983; LAMPARELLI, 2004; GOMES et al., 2010; ALVES et al., 2012; SILVA et 

al., 2010). Essa espécie é conhecida por apresentar adaptações como reduzido 

metabolismo aeróbico, alta afinidade hemoglobina-oxigênio e extensa área de 

superfície respiratória (DRIEDZIC et al., 1978; FERNANDES et al., 1994) que lhe 

conferem uma elevada capacidade de resistência a hipóxia.  

Apesar de sua elevada tolerância a hipóxia ser bem conhecida e documentada, 

não há conhecimento sobre o efeito da microcistina sobre as respostas 

cardiorrespiratórias dessa espécie sob condições de hipóxia ambiental. Nesse 

contexto, o objetivo do presente trabalho é analisar os efeitos da injeção 

intraperitoneal de extrato liofilizado contendo MC-LR na concentração de 100 µg.Kg-1 

de massa corpórea durante 48 horas nas variáveis respiratórias (taxa metabólica; 

tensão crítica de O2; ventilação branquial; necessidade ventilatória; extração de O2; 

frequência respiratória; volume ventilatório e ventilação total) e na frequência cardíaca 

de matrinxã, H. malabaricus, tanto em normóxia (tensão de O2 de 140 mmHg) quanto 

em hipóxia gradual (tensões de O2 de 120, 100, 80, 60, 40 e 20 mmHg). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Animais utilizados 

 

Exemplares juvenis e de ambos os sexos de traíra, Hoplias malabaricus, foram 

adquiridos na piscicultura Santa Cândida, Santa Cruz da Conceição, SP. Após a 

coleta, os peixes foram transportados para o Laboratório de Zoofisiologia e Bioquímica 

Comparativa do Departamento de Ciências Fisiológicas da UFSCar, onde foram 

mantidos em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de recirculação de água 

aerada e termostatizada (25 ± 1°C), por um período mínimo de 30 dias para 

aclimatação às condições laboratoriais. Durante esse período foram alimentados com 

carne de peixe (tilápia) uma a duas vezes por semana. 

 

2.2. Delineamento experimental 

 

Após o período de aclimatação, os exemplares de Hoplias malabaricus foram 

pesados (WT =146,1 ± 19,2 g) divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: 

o grupo controle (Controle, n = 12) e o grupo exposto à toxina (Mcis n = 12). Os peixes 

do grupo Mcis receberam uma injeção intraperitoneal (0,5 mL de salina 0,9%) do 

extrato liofilizado da cepa RST9501 de M.aeruginosa, contendo a toxina MC-LR na 

concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea. Após a injeção esperou-se durante 

um período de 48h até serem realizadas as medidas dos parâmetros respiratórios e 

cardíacos. O extrato liofilizado da cepa RST9501 de M.aeruginosa foi cedido pelo 

Prof° Dr João Sarkis Yunes do Laboratório de Oceanografia Química, Física e 

Geológica da FURG/RS. 

A concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea foi baseada no trabalho de 

Martins et al. (2011), que estudaram o efeito de injeções intraperitoniais de MC-LR 

sobre as respostas cardiorrespiratórias de tilápia-do-Nilo durante a hipóxia gradual. De 

acordo com estes autores, esta dose (100 µg.Kg-1), quando injetada 

intraperitonialmente, foi suficiente para produzir efeitos tóxicos agudos em tilápia-do-

Nilo. 

O grupo controle (Ctrl) recebeu o mesmo tratamento, porém só foi inoculado 

com 0,5 mL de salina 0,9%. 

 

2.3. Procedimentos experimentais 

 

As preparações empregadas para a obtenção dos parâmetros respiratórios e 

dos eletrocardiogramas (ECG) para análise da frequência cardíaca (fH) foram 
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baseadas na metodologia utilizada por Glass et al. (1991) e adaptada por Rantin et al. 

(1993). Todos os procedimentos experimentais bem como todos os parâmetros 

analisados foram descritos com maiores detalhes no capítulo anterior (ver Capítulo II, 

item 2.3).  

Em resumo, após a anestesia em benzocaína 0,01%, os peixes foram 

submetidos a uma cirurgia de implantação de cateteres de polietileno na cavidade 

bucal e nos opérculos e de eletrodos na região ventral do corpo para o registro do 

ECG (Fig. 1). Para H. malabaricus, o melhor sinal elétrico para o registro do ECG foi 

obtido posicionando-se o eletrodo positivo na região ventral exatamente onde as 

margens inferiores dos opérculos se unem. Após a cirurgia, os peixes foram 

introduzidos no respirômetro de fluxo constante e imediatamente transferidos para a 

câmara experimental, mantida a 25ºC, onde permaneceram, por um período de 12 

horas, para a recuperação (Fig. 2). 
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Figura 1 - Fotos mostrando em A: a posição de inserção dos cateteres de polietileno da boca e 

dos opérculos e, em B: os eletrodos de ECG positivo e negativo em traíra, Hoplias 

malabaricus. (Adaptado de MONTEIRO, 2011). 

 

 

As tensões de O2 (mmHg) da água de entrada (PinO2) e de saída (PoutO2) do 

respirômetro, bem como das tensões de O2 da água inspirada (PiO2) e expirada (PeO2) 

pelos peixes foram continuamente monitoradas conectando-se os catéteres de 

polietileno a um sistema de torneiras de 3 vias acopladas a eletrodos de analisadores 

de O2. 

Para analisar a resposta do animal frente à hipóxia, a temperatura experimental 

foi mantida constante (25  1,0 ºC) por meio de um termostato localizado no interior da 

câmara experimental e os experimentos foram conduzidos em normóxia (PinO2 = 140 
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mmHg) e nas seguintes tensões de O2 hipóxicas: 120, 100, 80, 60, 40 e 20 mmHg, 

obtidas borbulhando-se, por meio de um dispersor (pedra de aeração), quantidades 

controladas de N2 e ar comprimido no interior da câmara experimental. 

 

 
 

Figura 2 - Esquema do sistema utilizado na obtenção das respostas cardiorrespiratórias de 

Hoplias malabaricus. A: respirômetro; B, C: cateteres de polietileno para tomada da água que 

entra (PinO2) e que sai (PoutO2) do respirômetro, respectivamente; D, E: cateteres de polietileno 

para tomada da água inspirada (PiO2) e expirada (PeO2), respectivamente; F, G: eletrodos 

cardíacos positivo e negativo; H: torneiras de 3 vias; I: transdutor de pressão MLT0380/D; 

J:cuvetas termostatizadas com eletrodos de O2 FAC-001; K: analisadores de O2 FAC-204A; 

L:amplificador de pressão ML224; M: amplificador de ECG ML136; N: sistema de aquisição de 

dados Powerlab 8/30; O: computador para o registro de dados; P: frasco de ajuste de fluxo de 

água através do respirômetro; Q: bomba para circulação de água; R: balde para circulação de 

água; S: termostato para manutenção da temperatura; T: entrada de quantidades controladas 

de N2 ou ar comprimido. As setas indicam a direção do fluxo de água no sistema. (adaptado de 

MONTEIRO, 2011). 

 

Após a estabilização, cada tensão de O2 foi mantida por um período mínimo de 

30 minutos antes de serem efetuadas as medidas e registros dos parâmetros acima 
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citados. Os procedimentos de tomada de medidas e registros foram efetuados, em 

média, dentro de 5 minutos. 

 

2.4. Variáveis ventilatórias e frequência cardíaca. 

 

A taxa metabólica ( 2OV ), ventilação branquial ( GV ), frequência respiratória 

(fR), o volume ventilatório (VT), extração de O2 da corrente ventilatória (EO2) e a 

frequência cardíaca (fH), em cada uma das tensões de O2 experimentais foi 

determinada utilizando-se o sistema de respirometria de fluxo constante, pelo 

monitoramento das tensões de O2 da água de entrada (PinO2) e de saída (PoutO2) do 

respirômetro conforme detalhado no capítulo anterior (vide Capítulo II; item 2.4) 

 

2.5. Tratamento estatístico dos dados 

 

Os valores estão apresentados como média ± E.P.M. Foram consideradas 

diferenças estatísticas ao nível de 5% de significância. Os seguintes procedimentos 

estatísticos foram adotados no presente estudo. 

Para as variáveis 2OV , EO2, fR e fH  foram utilizadas equações de estimação 

generalizada, através do método da Quase-Verossimilhança.  

Para as variáveis GV , VT e GV / 2OV , foram utilizados modelos lineares 

generalizados com distribuição Gama. 

Foi utilizada uma estrutura de correlação constante estimada a partir dos 

dados. Dessa forma foi gerada uma unidade de medida (U) que foi utilizada para 

designar as diferenças significativas entre os valores analisados.  

Para a realização dos testes estatísticos acima mencionados foi utilizado o 

software R (Software R versão 3.0.1). 

Todo o tratamento estatístico dos dados do presente estudo foi realizado pela 

estudante do curso de estatística da UFSCar Camila Barbosa Moraes Rodrigues, 

como seu projeto de conclusão de curso sob orientação da Profª Dra Maria Silvia de 

Assis Moura. 

Para o relatório completo sobre os procedimentos estatísticos adotados, bem 

como todos os comandos utilizados no software R, vide anexo. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Respostas cardiorrespiratórias de Hoplias malabaricus à hipóxia gradual. 

 

3.1.1. Taxa metabólica ( 2OV ) e tensão crítica de oxigênio (PcO2). 

Nenhum animal de ambos os grupos morreu durante a realização dos 

experimentos, bem como não foi notada nenhuma diferença acentuada no 

comportamento dos dois grupos analisados. 

A figura 3 mostra os valores médios da 2OV dos grupos Controle e Mcis de 

Hoplias malabaricus, frente às diferentes tensões de O2 da água de entrada do 

respirômetro (PinO2). 

Os maiores valores encontrados para a taxa metabólica foram observados 

durante a normóxia (140mmHg) em ambos os grupos, com valores médios de 81,8   

6,3 mlO2.kg-1.h-1 para o grupo Controle, e 81,3  3,8 mlO2.kg-1.h-1 para o grupo Mcis. A 

2OV observada para os animais dos grupos experimentais sofreu alterações 

significativas em resposta à diminuição das pressões parciais de oxigênio em duas 

situações, nas PinO2 de 140 a 120 mmHg, onde essa redução nas tensões de O2 

provocou diminuição significativa (23,03 U) na 2OV dos grupos Controle e Mcis, e 

também durante o intervalo de 40 a 20 mmHg onde a taxa metabólica ( 2OV ) 

apresentou queda significativa de 29,06 U. Dessa maneira entende-se que a redução 

nas tensões de O2 analisadas (hipóxia gradual) só interfere nos valores da 2OV  de 

Hoplias malabaricus quando esta se dá de 140 a 120 mmHg e de 40 a 20 mmHg, nas 

demais PinO2 analisadas a hipóxia não interfere significativamente nos valores 

apresentados. Ademais, foi observado que a exposição à MC-LR (grupo Mcis) 

aumentou significativamente (7,23 U) os valores de 2OV  em relação ao Controle, 

independente da redução nas tensões de oxigênio. 

A tensão crítica de O2 (PcO2 ) representa a tensão de O2 abaixo da qual o peixe 

não consegue mais manter de maneira eficiente seus mecanismos de compensação à 

hipóxia e, dessa maneira sustentar seu consumo de O2 constante. Como descrito 

anteriormente, esse parâmetro é calculado pela intersecção das retas de regressão 

linear obtida pelo método descrito por Rantin et al. (1992). O valor de PcO2 calculada 

para o grupo Controle foi de 31 mmhg (Fig 4), e para o grupo Mcis foi de 43 mmhg (Fig 

5) caracterizando um aumento de aproximadamente 38 % entre os grupos. 
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FIGURA 3.   Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água de entrada do 

respirômetro (PinO2 – mmHg) sobre o consumo de oxigênio ( 2OV – mlO2.kg
-1

.h
-1

) 

dos grupos controle, Controle (n = 12) e exposto à microcistina, Mcis (n = 12) de 

Hoplias malabaricus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença significativa entre os 

grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças significativas 

decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p < 0,05). 

 

 

 

FIGURA 4.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água de entrada do 

respirômetro (PinO2 – mmHg) sobre o consumo de oxigênio ( 2OV – mlO2.kg
-1

.h
-1

) 

do grupo controle (n = 12) de Hoplias malabaricus. A seta representa a PcO2. 
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FIGURA 5. Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água de entrada do 

respirômetro (PinO2 – mmHg) sobre o consumo de oxigênio ( 2OV – mlO2.kg
-1

.h
-1

) 

do grupo exposto à microcistina (n = 12) de Hoplias malabaricus. A seta 

representa a PcO2 

 

3.1.2. Ventilação branquial ( GV ), Frequência respiratória (fR) e Volume 

ventilatório (VT). 

 

A representação gráfica dos valores médios da ventilação branquial ( GV – 

mlH2O.kg-1.min-1), da frequência respiratória (fR- ciclos respiratórios.min-1) e do volume 

ventilatório, (VT– mlH2O.kg-1.ciclo respiratório-1) dos exemplares de H. malabaricus do 

grupo Controle e do grupo exposto à microcistina (Mcis), submetidos à hipóxia 

gradual, pode ser observada nas figuras 6 a 8. 

A redução nas tensões de O2 no intervalo compreendido entre 140 e 100 mmHg 

e de 40 a 20 mmHg não resultou em alterações significativas nos valores de GV  dos 

grupos Controle e Mcis. Durante o período de 140 a 100 mmHg os valores médios 

observados foram de 528,4  111,6 mlH2O.kg-1.min-1 para o Controle e de 709,4  

103,4 mlH2O.kg-1.min-1 para o grupo Mcis, enquanto que na faixa entre 40 e 20 mmHg 

os valores da GV foram de 1225,0  141,1 mlH2O.kg-1.min-1 para o Controle e 1908,7  

153,4 mlH2O.kg-1.min-1 para o Mcis. 

Alterações significativas nos valores da ventilação branquial em resposta à 

hipóxia gradual foram observadas nas PinO2 compreendidas entre 80 e 40 mmHg. Na 

redução das tensões de oxigênio de 80 a 60 mmHg houve um aumento de 393,6 U 

nos valores de desse parâmetro, enquanto que durante a redução de 60 a 40 mmHg 
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esse aumento foi de 501,2 U. Comparando-se os valores da GV entre os grupos foi 

visto que o grupo Mcis exibiu aumento significativo (296,8 U) em relação ao Controle, 

independente da redução nas PinO2. 

 

 
 

 

FIGURA 6.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre 

a ventilação branquial ( GV  - mlH2O.kg
-1

.min
-1

) dos grupos Controle (n = 12) e Mcis 

(n = 12) de H. malabaricus .Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença significativa 

entre os grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças 

significativas decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p 

< 0,05). 

 

 Os valores da frequência respiratória (fR) de H. malabaricus não apresentaram 

mudanças significativas decorrentes da redução das tensões de O2 (hipóxia gradual) 

em nenhum dos níveis hipóxicos a que os animais foram submetidos, ou seja, a 

exposição à hipóxia gradual não interferiu na frequência respiratória desses animais. Os 

valores médios do grupo Controle e Mcis foram 94,2  4,8 e 88,4  3,4 ciclos 

respiratórios.min-1 respectivamente. Em relação à exposição à MC-LR, foi observado 

que o grupo Mcis apresentou diminuição significativa (5,3 U) em seus valores de fR 

quando comparado ao grupo Controle. 
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FIGURA 7.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre a 

frequência respiratória (fR – ciclos respiratórios.min
-1

) dos grupos Controle (n = 12) 

e Mcis (n = 12) de H. malabaricus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença 

significativa entre os grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças 

significativas decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p 

< 0,05). 

 

A redução nas tensões de O2 não provocou alterações significativas nos valores 

do volume ventilatório (VT) no intervalo de 140 a 100 mmHg e 40 a 20 mmHg. Os 

valores médios durante as tensões de O2 de 140 a 100 mmHg foram de 6,2  1,5 

mlH2O.kg-1.ciclo respiratório-1 para o Controle e 8,7  1,2 mlH2O.kg-1.ciclo respiratório-1 

para Mcis, enquanto que durante o intervalo de 40 a 20 mmHg os valores médios 

obtidos foram de 12,3  4,3 mlH2O.kg-1.ciclo respiratório-1 para o grupo Controle e 20,3 

 1,8 mlH2O.kg-1.ciclo respiratório-1 para o grupo Mcis. Mudanças significativas 

relativas ao efeito da hipóxia sobre os valores do volume ventilatório ocorreram nas 

PinO2 compreendidas entre 80 e 40 mmHg. A redução na tensão de O2 de 80 a 60 

mmHg resultou em um aumento de 3,6 U nos valores do VT, enquanto que de 60 a 40 

mmHg o aumento foi de 5,0 U. Em comparação ao Controle, a exposição à MC-LR 

aumentou significativamente (4,0 U) os valores do volume ventilatório do grupo Mcis. 
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FIGURA 8.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre o 

volume ventilatório (VT - mlH2O.kg
-1

.ciclo respiratório
-1

) dos grupos Controle e (n = 

12) e Mcis (n = 12) de H.malabaricus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença 

significativa entre os grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças 

significativas decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p 

< 0,05). 

 

3.1.3. Extração de oxigênio da corrente ventilatória (EO2). 

Os valores médios da extração de O2 da corrente ventilatória (EO2) dos grupos 

Controle e exposto à microcistina (Mcis) em resposta à diminuição da tensão de O2 da 

água de entrada do respirômetro, são representados graficamente na figura 9. 

Como podemos ver na figura 9, os valores da extração de O2 de H. malabaricus 

não apresentaram alterações significativas em resposta à hipóxia gradual em 

nenhuma das PinO2 analisadas. Os valores médios da EO2 durante o intervalo de 140 a 

20 mmHg foram de 59,9  6,2 % para o Controle e 46,6  5,0 % para o grupo exposto 

à MC-LR. Os valores de EO2 apresentaram diferenças significativas na comparação 

entre os grupos experimentais, de modo que a exposição à MC-LR (Mcis) reduziu 

significativamente (11,8 U) a extração de oxigênio no grupo Mcis em comparação aos 

valores do Controle, independente da tensão de O2 analisada. 
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FIGURA 9.  Efeito da redução gradual das tensões de oxigênio da água (PinO2 – mmHg) sobre 

a extração de O2 (EO2 - %) dos grupos Controle (n = 12) e Mcis (n = 12) de H. 

malabaricus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença significativa entre os grupos 

experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças significativas decorrentes 

da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p < 0,05). 

 

3.1.4. Frequência cardíaca de Hoplias malabaricus submetido à hipóxia gradual 

 

A figura 10 mostra a representação gráfica dos valores médios da frequência 

cardíaca (fH - bpm) dos grupos Controle e Mcis de Hoplias malabaricus, frente às 

diferentes tensões de O2 da água de entrada do respirômetro (PinO2). 

A redução gradual nas tensões de O2, alterou significativamente os valores da fH 

dos grupos experimentais durante dois momentos distintos, o primeiro durante o 

intervalo inicial de 140 a 100 mmHg e posteriormente de 40 a 20 mmHg. No período 

que compreende as PinO2 de 140 a 120 mmHg, essa redução no oxigênio disponível 

fez com que os valores de fH tivessem uma redução significativa de 4,3 U. Durante o 

intervalo que corresponde a redução de 40 a 20 mmHg, a diminuição dos valores da 

frequência cardíaca (bradicardia) foi de 12,3 U. 

Em uma análise comparativa, ainda pode-se observar que o grupo exposto à 

MC-LR (Mcis) apresentou valores significativamente maiores (3,9 U) em relação ao 

grupo Controle, independente do nível de hipóxia ao qual os animais estavam 

submetidos. 
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Figura 10-  Efeito da diminuição da tensão de O2 da água no desenvolvimento de frequência 

cardíaca (fH – bpm) de espécimes de H.malabaricus, dos grupos Controle (n = 12) 

e Mcis (n = 12). Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença significativa entre os 

grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças significativas 

decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p < 0,05). 

 

3.1.5. Necessidade ventilatória ( GV / 2OV ). 

Os valores médios da necessidade ventilatória ( GV / 2OV ) dos grupos Controle e 

exposto à microcistina (Mcis) de Hoplias malabaricus (traíra), em resposta à 

diminuição da tensão de O2 da água de entrada do respirômetro, estão representados 

na figura 11 A redução nas tensões de oxigênio da água alterou de forma significativa 

os valores de GV / 2OV de todas as PinO2 analisadas, com exceção do intervalo inicial, 

de 140 a 120 mmHg (valor médio de 7,7 ± 1,6 mlH2O.mlO2
-1para o Controle e 8,9 ± 1,1 

mlH2O.mlO2
-1para o grupo Mcis). Nas demais PinO2, a exposição à hipóxia aumentou 

de maneira significativa e gradual, os valores da necessidade ventilatória em Hoplias 

malabaricus. O aumento significativo nos valores da GV / 2OV  durante a redução 

gradual nas PinO2 analisadas foi de 3,0 U (120 a 100mmHg); 3,9 U (100 a 80 mmHg); 

4,9 U (80 a 60mmHg); 11,6 U (60 a 40 mmHg) e 31,2 U (40 a 20 mmHg). Em relação à 

exposição à MC-LR, foi observado que a presença da toxina no grupo Mcis aumentou 

significativamente (2,3 U) os valores da GV / 2OV nesse grupo quando comparado ao 

Controle. 
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Figura 11-   Efeito da diminuição da tensão de O2 da água na necessidade ventilatória ( GV /

2OV -mlH2O.mlO2
-1) de espécimes de H. malabaricus, dos grupos Controle (n = 8) 

e Mcis (n = 8). Valores médios ± 1 E.P.M. Valores médios ± 1 E.P.M. *: diferença 

significativa entre os grupos experimentais. Os símbolos vazios indicam diferenças 

significativas decorrentes da redução gradual das tensões de oxigênio da água (p 

< 0,05). 

 

4. DISCUSSÃO. 

 

4.1. Respostas cardiorrespiratórias de Hoplias malabaricus submetido à hipóxia 

gradual. 

4.1.1 Consumo de oxigênio ( 2OV ) e tensão crítica de O2 (PcO2). 

O consumo de O2 resume o intervalo metabólico e outras atividades do animal 

e em que extensão são afetados pela disponibilidade de O2 do ambiente (HUGHES et 

al., 1983). Estudos fisiológicos utilizam frequentemente o consumo de oxigênio como 

um indicador biológico, dado que esse parâmetro reflete a atividade metabólica global 

de um animal em resposta a fatores ambientais específicos, refletindo seu gasto 

energético (MEHRLE & MAYER, 1984). 

O valor médio da 2OV observada para o grupo Controle nesse estudo (81,8  

6,3 mlO2.kg-1.h-1) durante normóxia foi superior ao descrito por Monteiro (2011) (64 

mlO2.kg-1.h-1) e Kalinin (1991) (36,8  2,1 mlO2.kg-1.h-1). Esses valores aumentados na 

2OV  do presente trabalho podem ser decorrentes de diferenças entre as massas dos 
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animais utilizados nesses estudos distintos. Kalinin (1991) observou que o consumo 

de oxigênio exibe uma correlação com a massa corpórea em H. malabaricus. A autora 

mediu o consumo de O2 em 2 grupos de animais com massa corpórea diferente, um 

grupo (grupo I) com média de massa de 39,3 g e outro (grupo II) com massa média de 

364,7 g. Os animais do grupo I exibiram valores de consumo de O2 de 110, 5  16,7 

mlO2.kg-1.h-1, enquanto que o grupo II teve seus valores de 2OV  próximos a 36,8  2,1 

mlO2.kg-1.h-1. Outros estudos utilizando H. malabaricus tiveram respostas semelhantes 

(RANTIN & JOHANSEN, 1984), evidenciando que existe uma possível correlação 

entre a 2OV  e a massa corpórea dos animais, sendo que quanto maior a massa do 

animal menor seu consumo de oxigênio. Nesse contexto a diferença entra as massas 

dos animais utilizados nos estudos de Kalinin (1991) (39,3 g grupo I e 364,7 g grupo 

II), Monteiro (2011) (WT = 313,72 ± 15,64 g) e os utilizados no presente trabalho (WT = 

146,1 ± 19,2 g) possivelmente expliquem essa diferença nos valores da 2OV em 

normóxia.  

Vários trabalhos demonstraram que Hoplias malabaricus é uma espécie que 

apresenta comportamento oxi-regulador no que tange a sua capacidade de manter 

sua 2OV  constante independente da pressão parcial de O2 no meio (KALININ, 1991; 

RANTIN & JOHANSEN, 1984; MONTEIRO, 2011; RANTIN et al., 1993). No presente 

estudo, H. malabaricus apresentou um comportamento distinto durante normóxia.  

A 2OV dos grupos Controle e Mcis sofreu efeito significativo da hipóxia em dois 

momentos distintos, durante a redução da PinO2 de 140 a 120 mmHg (diminuição de 

23,03 U) e durante a redução nas tensões de O2 de 40 a 20 mmHg (diminuição de 

29,06 U). Durante as PinO2 compreendidas entre 120 e 40 mmHg, os valores da 2OV

mostraram-se independentes da concentração de O2 no meio, corroborando com o 

comportamento característico de uma espécie oxi-reguladora. De acordo com Rantin 

et al. (1984), espécies oxi-reguladoras mantêm o consumo de O2 em reposta a hipóxia 

gradual até a tensão crítica de O2 (PcO2) ser atingida. Em tensões de O2 acima da 

PcO2, a taxa metabólica ( 2OV ) permanece relativamente constante, independente das 

alterações das tensões de O2 do ambiente. Como discutiremos adiante, a redução 

significativa dos valores de 2OV  em H. malabaricus durante as PinO2 de 40 a 20 

mmHg está de acordo com a PcO2 calculada para essa espécie no presente trabalho. 

Dessa maneira o comportamento da espécie estudada, durante as PinO2 de 120 a 20 

mmHg, assemelha-se ao de uma espécie oxi-reguladora, como descrito anteriormente 

por diversos estudos (KALININ, 1991; RANTIN & JOHANSEN, 1984; MONTEIRO, 
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2011; RANTIN et al., 1993). Entretanto, como já citado, durante a diminuição das 

tensões de O2 de 140 a 120 mmHg houve uma redução significativa na 2OV  de 

Hoplias malabaricus, o que de certa maneira contraria os resultados prévios 

disponíveis na literatura.  

Essa redução na 2OV  pode ter sido uma resposta imediata à hipóxia. No 

período precedente à realização da hipóxia gradual, os animais ficam aclimatados à 

tensão de O2 de 140 mmHg por um período de aproximadamente 12 horas. Durante o 

desenvolvimento da primeira redução na PinO2 (140 a 120 mmHg) pode ser que essa 

diminuição inicial na pressão parcial de O2 (20 mmHg) seja percebida pelos 

quimiorreceptores de oxigênio localizados nas brânquias (SUNDIN et al., 1999) e leve 

a uma resposta imediata, a redução nos valores de 2OV , que apesar de incomum, 

pode ter ocorrido. Como será discutido adiante, resposta semelhante foi observada 

para os valores da frequência cardíaca no presente estudo. 

É sabido que Hoplias malabaricus é uma espécie adaptada a ambientes 

lênticos, de pouca correnteza ou de águas paradas, comumente encontrada em 

fundos lodosos de pequenos corpos d’águas, também alguns rios e lagoas marginais 

(PAIVA, 1972; GODOY, 1975). Trata-se de um animal extremamente resistente a 

hipóxia, podendo ser encontrado em fundos lodosos de ambientes aquáticos secos, 

sendo a única espécie a sobreviver nessas condições (GODOY, 1975). Existem 

evidências bioquímicas que sugerem uma grande capacidade anaeróbia que 

possibilita a sobrevivência desta espécie em condições de hipóxia (KALININ, 1991). 

O baixo valor de 2OV pode indicar uma necessidade de energia relativamente 

baixa para manter o metabolismo em traíras (MONTEIRO, 2011). Yang & Somero 

(1993) sugerem que a baixa taxa metabólica é uma adaptação exibida por algumas 

espécies às condições ambientais em que vivem, caracterizadas pela baixa 

disponibilidade de O2 e de alimento. As diferenças observadas nos valores da  2OV e 

da PCO2 para traíra pode ser devido ao fato de que os peixes utilizados nos diferentes 

trabalhos foram coletados em regiões distintas. Segundo Monteiro (2011), embora H. 

malabaricus seja considerada uma única espécie nominal, encontram-se padrões 

cariotípicos diversos entre populações isoladas nas diferentes bacias hidrográficas, ou 

até mesmo entre populações habitantes da mesma localidade. Estudos citogenéticos 

nesse complexo de espécies vêm demonstrando vasta diversidade cromossômica, 

com variações no número de cromossomos (2n=39 a 2n=42), na estrutura e na 

existência de diferentes sistemas de cromossomos sexuais, o que permitiu a 

identificação de sete citótipos distintos (BERTOLLO et al., 2000). 
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A PcO2 representa o limite da capacidade da espécie em manter constante sua 

2OV  em resposta à redução do O2 ambiental (RANTIN et al., 1984). O valor calculado 

para esse parâmetro nos animais Controle foi de 31 mmHg, e está de acordo com 

valores observados por Rantin et al. (1984), de 35 mmHg. Entretanto esses valores 

diferem dos encontrados por Monteiro (2011), que em seu estudo calculou a PcO2 em 

H. malabaricus com valores em torno de 20,8 mmHg. Kalinin (1991) aponta para uma 

possível relação entre massa corpórea e PcO2, de maneira que animais com maior 

massa corpórea possuem menores valores de PcO2, indicando uma provável menor 

capacidade de regulação da tomada de O2 por animais de menor massa corpórea. Os 

resultados do presente trabalho corroboram essa hipótese, ao passo que os animais 

utilizados por Monteiro (2011) cuja PcO2 foi de 20,8 mmHg, eram significativamente 

maiores (313,72 ± 15,64 g) do que os utilizados em nosso estudo (146,1 ± 19,2 g) cuja 

PcO2 foi de 31 mmHg. 

Os teleósteos mostram uma considerável variação nas PcO2, mas na maioria 

dos oxi-reguladores os valores da PcO2 estão entre 40 e 20 mmHg (RANTIN & 

JOHANSEN, 1984). Fernandes & Rantin (1989), afirmam que as espécies de 

ambientes tropicais estão mais frequentemente sujeitas à hipóxia ambiental e os 

baixos valores de PcO2 podem representar uma vantagem adaptativa, pois permitem 

uma maior capacidade de regular a tomada de O2 do meio. Dessa forma, aumentos 

nos valores de PcO2 tendem a dificultar a sobrevivência desses animais em ambientes 

hipóxicos.  

A exposição à MC-LR aumentou a PcO2 de Hoplias malabaricus em 38% (de 31 

mmHg Controle para 43 mmHg no Mcis). Efeitos semelhantes sobre os valores da 

PcO2 de teleósteos de água doce vêm sendo observados em várias classes de 

poluentes aquáticos, tais como organofosforados (OLLE, 2007; THOMAZ, 2008), 

glicinas (ANELLI, 2010), metais pesados (MONTEIRO, 2011) e cianotoxinas 

(MARTINS et al, 2011). No que concerne às cianotoxinas, é muito escassa na 

literatura a descrição de seus efeitos sobre parâmetros in vivo, quanto mais sobre 

efeitos cardiorrespiratórios em peixes. No presente estudo observamos aumento de 12 

% nos valores de PcO2 de B. amazonicus no grupo exposto à MC-LR. 

Comparativamente, o aumento exibido na PcO2 de Hoplias malabaricus exposto à 

microcistina foi maior, com cerca de 38% em relação ao Controle. Apesar desse valor 

indicar talvez uma maior susceptibilidade de H malabaricus ao efeito da MC-LR, não 

ocorreram mortes durante os experimentos realizados em ambos os grupos de traíras, 

diferente do que foi observado em matrinxã. Tal fato pode indicar que mesmo com 

alterações proporcionalmente maiores em sua tensão crítica de oxigênio, H 
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malabaricus conseguiu compensar os efeitos da MC-LR durante hipóxia, 

provavelmente por exibir adaptações como alta afinidade hemoglobina–oxigênio 

(JOHANSEN et al., 1978), alta capacidade anaeróbica (DRIEDZIC et al., 1978; 

HOCHACHKA et al., 1978) e extensa área de superfície respiratória (FERNANDES & 

RANTIN, 1985) que lhe conferem sua já atestada capacidade de sobrevivência em 

ambientes com pouca quantidade de oxigênio.  

A exposição à MC-LR aumentou significativamente (7,23 U) a 2OV de H 

malabaricus do grupo Mcis em relação ao grupo Controle. De acordo com Fernandes 

& Rantin, 1989, para que a homeostase respiratória se mantenha, torna-se necessário 

a mobilização de mecanismos compensatórios como o aumento da GV  assegurando, 

desta maneira, a eficiência respiratória nas trocas gasosas. Assim como observado 

nos matrinxãs do presente estudo, o grupo Mcis de traíra exibiu aumento significativo 

nos seus valores de GV em relação ao grupo Controle. Sabe-se que aumentos na 

ventilação branquial ( GV ) requerem gasto de energia para serem realizados 

(HOCHACHKA, 1980), sendo assim, é possível que o aumento no consumo de 

oxigênio observado no grupo Mcis, seja decorrente da necessidade adicional de 

energia para o desenvolvimento da hiperventilação exibida por esse grupo. Como já 

indicado em matrinxãs no presente estudo, a exposição à MC-LR induziu aumentos na 

atividade de algumas enzimas do sistema de defesa antioxidante em H. malabaricus. 

Segundo autores como Rao & Rao (1981) e Heat (1995), é comumente observado como 

um efeito subletal da intoxicação em peixes, um aumento da demanda energética para 

suportar os processos de desintoxicação e reparo. Nesse cenário é possível que parte do 

aumento exibido na 2OV  em traíras do grupo Mcis, possa advir da maior necessidade 

energética por parte do sistema de defesa antioxidante. 

 

 

4.1.2. Ventilação Branquial ( GV ), Frequência Respiratória (fR) e Volume 

Ventilatório (VT). 

Os valores de GV  encontrados para Hoplias malabaricus em normóxia, 

observados no presente estudo (561,9 mlH2O.kg-1.min-1), foram superiores aos 

descritos por Monteiro (2011), Rantin et al. (1992) e Kalinin et al. (1993; 1996) para a 

mesma espécie. Entretanto esses valores de GV  são equivalentes aos encontrados 

para espécies que habitam águas rápidas e bem oxigenadas como pacu, P. 

mesopotamicus (546 mlH2O.kg-1.min-1; GUERRA, 1992), curimbatá, P. scrofa (451 
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mlH2O.kg-1.min-1; FERNANDES et al., 1995), dourado, S. maxillosus (914 mlH2O.kg-

1.min-1; SOUZA et al., 2001) e matrinxã (746 mlH2O.kg-1.min-1; MONTEIRO,2011). Os 

resultados do presente trabalho destoam da maioria dos dados acerca da GV  de H. 

malabaricus disponíveis na literatura. Como descrito anteriormente, a traíra é uma 

espécie sedentária que habita geralmente águas paradas e com pouco oxigênio. Seus 

valores de GV em normóxia no presente trabalho se assemelharam mais com espécies 

de hábito ativo e habitats de aguas rápidas e oxigenadas.  

Alguns autores realizaram estudos morfológicos e morfométricos das brânquias 

de muitos peixes, demonstrando possíveis adaptações dessas estruturas básicas ao 

modo de vida do animal (HUGHES & SHELTON, 1962; HUGHES, 1966; 1984). De 

acordo com esses autores, peixes ativos possuem maior área branquial por unidade 

de massa corpórea do que peixes mais lentos e de fundo. Ainda segundo os autores, 

peixes ativos têm filamentos branquiais mais longos, bem como maior número de 

lamelas secundárias, resultando em grande superfície funcional respiratória que 

satisfaria sua maior necessidade de oxigênio em função de seu maior consumo. Em 

contrapartida, peixes sedentários teriam menor superfície respiratória funcional 

(menores filamentos branquiais com lamelas menos numerosas e mais espaçadas) 

devido a menor exigência no consumo de O2. Entretanto, Fernandes & Rantin (1985), 

estudando a morfometria branquial de traíras em relação ao tamanho corpóreo 

observaram que Hoplias malabaricus contradiz essa hipótese de que peixes ativos 

possuem uma maior área para a respiração em relação aos peixes lentos. 

Comparativamente os autores constataram que H. malabaricus possui área média das 

lamelas secundárias similar à de peixes ativos como a cavala (Scomber scombrus) e 

cerca de 1,6 a 2,8 vezes superior a de peixes ativos de água doce como a perca 

(Stizostedion vitreum vitreum) e a truta, (Salmo gairdneri). Nesse cenário, pode ser 

que ao ser exposta à tensão de O2 de 140mmHg durante a aclimatação (cerca de 12 

horas) as traíras do presente estudo tenham apresentado um comportamento 

ventilatório semelhante aos de peixes ativos que habitam esse tipo de ambiente com 

água bem oxigenada, exibindo assim maiores valores de ventilação branquial, 

acompanhados de menor EO2 em normóxia. Tal comportamento é possível para a 

referida espécie pois, como descrito por Fernandes & Rantin (1985), H. malabaricus 

não possui as limitações morfológicas que parte dos peixes de habito sedentário e de 

ambiente lêntico possuem, pelo contrário, Hoplias malabaricus tem potencial 

ventilatório maior do que algumas espécies ativas. 

Diversos estudos têm descrito aumentos na ventilação branquial ( GV ) como 

resposta primária à hipóxia ambiental, em várias espécies de peixes, como pacu, 
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Piaractus mesopotamicus (KALININ et al., 2000), traíra, Hoplias malabaricus, trairão, 

Hoplias lacerdae (RANTIN et al., 1992; MONTEIRO, 2011), carpa comum, Cyprinus 

carpio (SAUNDERS, 1962; LOMHOLT & JOHANSEN, 1979), Oreochromis niloticus 

(MARTINS et al., 2011; THOMAZ, 2008) Brycon amazonicus (OLLE, 2007; 

MONTEIRO, 2011). 

De acordo com o que descreve Dejours (1981), na equação fundamental da 

fisiologia respiratória (referida acima), a manutenção de uma taxa metabólica 

constante frente à hipóxia ambiental, só é possível, se ocorrer um aumento na 

ventilação branquial e/ou na extração de O2 da corrente ventilatória (EO2). Como a 

capacidade de aumento na EO2 é muito limitada em peixes, o aumento na GV  é 

necessário para a manutenção da 2OV e constitui a mais efetiva compensação 

durante reduzidas disponibilidades de O2 na água (KALININ, 1996). 

No presente estudo, ambos os grupos exibiram aumentos na GV  na tensão de 

O2 de 40 mmHg em relação à normoxia (aumentos de 2,0 vezes no grupo Controle e 

de 2,6 vezes no grupo Mcis). Tais aumentos foram inferiores aos descritos por 

Monteiro (2011) e Kalinin (1991), de 7,3 e 5,7 vezes respectivamente. Essa diferença 

na magnitude dos aumentos da GV  observada no presente estudo em relação a esses 

autores é provavelmente derivada dos altos valores normóxicos observados para esse 

parâmetro em nosso estudo. Foram observados aumentos na ventilação branquial 

para outras espécies de peixes tropicais em resposta á hipóxia, tais como P. scrofa, 

(12 vezes), C. macropomum  (10,9 vezes), Hoplias lacerdae, (8,5 vezes), O. niloticus, 

com 13 vezes de aumento (FERNANDES et al., 1995; CORRÊA, 1996; KALININ et al., 

1996; MARTINS, 2010). As respostas ventilatórias desempenham um papel 

fundamental na permanência de peixes em águas pobres em O2, pois são respostas 

imediatas enquanto que vários dias podem ser necessários para o completo ajuste da 

capacidade de transporte de O2 do sangue (WEBER, 1982).  

Os valores de GV do grupo exposto à MC-LR (Mcis) foram significativamente 

superiores aos animais do grupo Controle (296,8 U) independente da PinO2 analisada 

no experimento. De maneira análoga a que foi vista anteriormente em Brycon 

amazonicus, na aplicação da equação proposta por Dejours (1981), podemos 

constatar que o aumento nos valores da GV do grupo Mcis em relação ao grupo 

Controle foi a estratégia fisiológica utilizada para que esses animais pudessem manter 

sua 2OV constante, dado que os valores de EO2 do grupo Mcis foram 

significativamente inferiores (11,8 U) em comparação ao Controle. Possivelmente, a 

hiperventilação observada para o grupo Mcis permitiu que os animais desse grupo 
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mantivessem a homeostase respiratória sendo capazes de compensar a redução na 

extração de O2 exibida por esse grupo. 

Diversas espécies de teleósteos utilizam diferentes estratégias para o 

desenvolvimento da hiperventilação em resposta à hipóxia. Em animais como a carpa, 

Cyprinus carpio e em Lepomis macrochirus, o aumento da GV é devido à maior 

elevação da fR do que no VT (MARVIN & HEAT, 1968; LOMHOLT & JOHANSEN, 

1979), enquanto que em tilápia, Oreochromis niloticus, o aumento da GV  ocorre com a 

elevação simultânea da fR e do VT (FERNANDES & RANTIN, 1989). Entretanto, a 

resposta à hipóxia mais frequentemente observada em teleósteos baseia-se na 

hiperventilação através de um maior aumento do VT do que da fR. Esse padrão de 

resposta está relacionado à vantagem representada pelo menor custo energético da 

elevação da GV  através de um maior aumento do VT do que na fR (KALININ, 1991). 

De acordo com RANTIN et al. (1992), a utilização desta estratégia respiratória baseia-

se no baixo custo para a manutenção da velocidade e constância da contração 

muscular, enquanto que uma alta frequência de contração é limitada pelo trabalho 

muscular contra uma alta viscosidade da água ventilada.  

De acordo com os as respostas observadas para os parâmetros GV , fR e VT, 

nota-se que os valores da frequência respiratória não apresentaram alterações em 

relação à hipóxia, enquanto que os valores do VT foram significativamente alterados 

durante as PinO2 de 80 a 60 mmHg (aumento de 3,6 U) e 60 a 40 mmHg (aumento de 

5,0 U). Dessa forma, pode-se concluir que a estratégia respiratória utilizada por 

Hoplias malabaricus em resposta á hipóxia ambiental no presente estudo é a de uma 

hiperventilação decorrente de maiores elevações no VT do que na fR, semelhante ao 

que ocorre com outras espécies como tilápia-do-Nilo, Oreochromis niloticus 

(FERNANDES & RANTIN, 1989), curimbatá, Prochilodus scrofa (FERNANDES et 

al.,1995) e o cascudo, Hypostomus regani (MATTIAS et al., 1998). 

A exposição à MC-LR diminuiu significativamente a fR do grupo Mcis (5,3 U), 

porém os valores do VT exibiram aumento significativo em resposta à exposição à MC-

LR (4,0 U). Apesar da diminuição na fR observada no grupo Mcis, seus valores de GV

foram mais elevados em comparação ao grupo Controle, devido principalmente aos 

aumentos exibidos pelo VT frente à exposição à microcistina, o que corrobora que a 

estratégia respiratória utilizada por Hoplias malabaricus no presente estudo foi maior 

aumento no VT do que na fR.  
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4.1.3. Extração de O2 da Corrente Ventilatória (EO2). 

Os valores de EO2 observados em normóxia para Hoplias malabaricus no 

presente estudo ficaram em torno de 62%. Apesar desses valores representarem uma 

boa extração de oxigênio, estão bem abaixo do que geralmente é exibido por essa 

espécie. Como exemplo podemos citar estudos como o de Kalinin (1991) e Monteiro 

(2011) que encontraram valores significativamente superiores (83 e 85 % 

respectivamente) para esse parâmetro em traíras. Tais discrepâncias podem ser 

resultado de diferenças metodológicas como a posição dos cateteres inseridos no 

opérculo (STEFFENSEN, 1989). 

O aumento da ventilação é frequentemente acompanhado por uma diminuição 

na EO2 da corrente ventilatória. Essa reduzida eficiência na troca de gases pode ter 

várias causas inter-relacionadas, como, por exemplo, a aumentada velocidade da 

água reduz o tempo de difusão e provavelmente altera a geometria das brânquias ou 

pode ocorrer equiparação abaixo do ótimo entre a ventilação e a perfusão de sangue 

nas lamelas secundárias (KALININ, 1991; STEFFENSEN et al., 1982). 

Como descrito anteriormente, no presente estudo H. malabaricus exibiu altos 

valores de GV  em normóxia, talvez esse aumento na ventilação possa ter colaborado 

para a menor EO2 em relação aos valores comumente observados para a espécie em 

questão. Comparativamente, os valores de EO2 encontrados para traíra no presente 

trabalho, são semelhantes aos observados para espécies ativas como o pacu, P. 

mesopotamicus com uma EO2 de 61% (GUERRA, 1992), o curimbatá, P. scrofa de 

63% (FERNANDES et al., 1995), a carpa, C. carpio de 72% (SAUNDERS, 1962) e o 

matrinxã, B. amazonicus de 55% (MONTEIRO, 2011). 

A exposição à hipóxia gradual não teve efeito significativo nos valores da 

extração de O2 de Hoplias malabaricus em nenhuma das PinO2 analisadas no presente 

trabalho, ou seja, os valores da EO2 de traíras não sofreram influencia significativa da 

hipóxia, mantendo-se praticamente constantes durante todos os níveis hipóxicos 

contemplados nesse estudo. Autores como Steffensen et al, (1982), descrevem a 

importância desse tipo de resposta, como uma estratégia ventilatória à hipóxia em que 

o aumento na GV enquanto a EO2 se mantém relativamente alta e constante constitui 

uma das mais importantes compensações respiratórias durante reduções na PO2 

ambiental.  

A exposição à MC-LR reduziu significativamente (11,8 U) os valores da EO2 de 

Hoplias malabaricus em relação ao Controle, independente do nível de hipóxia 

analisado. Essa redução na extração de oxigênio exibida pelo grupo Mcis pode estar 
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relacionada à perdas na superfície respiratória funcional, ocasionadas por lesões 

branquiais decorrentes dos efeitos da microcistina nesse tecido. Como já descrito 

anteriormente, alguns autores apontam para a ocorrência de alterações no tecido 

branquial de teleósteos expostos à microcistinas, tais como necrose e alterações 

epiteliais (CARBIS et al., 1997), estresse oxidativo com subsequente destruição celular 

por lipoperoxidação (PRIETO et al., 2006; PRIETO et al., 2007). Adicionalmente aos 

resultados obtidos na literatura, em nosso estudo analisamos o efeito da MC-LR 

(extrato liofilizado contendo MC-LR na concentração de 100 µg.Kg-1 de massa 

corpórea) sobre alguns parâmetros bioquímicos de Hoplias malabaricus. Observamos 

que a exposição à microcistina induziu aumentos da ordem de 53% nos níveis de 

peroxidação lipídica nas brânquias do grupo Mcis em relação ao Controle. Esse 

aumento na peroxidação lipídica pode levar à lesão tecidual e consequente perda de 

superfície funcional, que como descrito anteriormente é a possível causa da redução 

nos valores de EO2 observados no grupo Mcis quando comparado ao Controle. 

 

 

4.1.4. Frequência cardíaca de Hoplias malabaricus submetido à hipóxia gradual. 

A fH média observada em Hoplias malabaricus durante normóxia foi de 47 bpm, 

esse valor ficou abaixo dos verificados por Rantin et al. (1993; 1995) e Monteiro (2011) 

para a mesma espécie. Como citado anteriormente, pode ser que as diferenças entre 

os valores de fH observados no presente trabalho sejam decorrentes de linhagens 

variantes de traíras (BERTOLLO, 2010), dado que os animais utilizados nos estudos 

citados tiveram procedências geográficas distintas. Entretanto, a fH exibida está 

próxima à verificada para espécies de peixes tropicais como o pacu, Piaractus 

mesopotamicus (50 bpm; RANTIN et al., 1998) e o tambaqui, Colossoma 

macropomum (48 bpm; RANTIN & KALININ, 1996) e abaixo da fH média de espécies 

ativas como o dourado, Salminus maxillosus (97 bpm; SOUZA et al., 2001), e os atuns 

Katsuwonus pelamis e Thunnus albacares (BUSHNELL & BRILL, 1992; KORSMEYER 

et al., 1993).  

Durante a hipóxia, a resposta cardíaca usual corresponde a uma bradicardia 

acompanhada de um aumento do volume sistólico (ALTIMIRAS et al., 1995). Esse 

reflexo bradicárdico produzido pela hipóxia pode ser valioso para assegurar o 

desempenho do coração durante a hipóxia do miocárdio (FARREL, 1984). A fH dos 

grupos Controle e Mcis sofreu efeito significativo da hipóxia (bradicardia) em dois 

momentos distintos, durante a redução da PinO2 de 140 a 120 mmHg (4,3 U) e durante 

a redução nas tensões de O2 de 40 a 20 mmHg (12,3 U).  
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A frequência cardíaca em teleósteos é determinada pelo ritmo intrínseco do 

marca-passo sinoatrial, estando envolvidos nesta regulação as próprias células marca-

passo, hormônios e fibras nervosas colinérgicas e adrenérgicas (FARRELL & JONES, 

1992). Apesar da existência de participação adrenérgica, o controle colinérgico vagal 

tem um papel inibitório fundamental, sendo que a modulação do tônus vagal é 

apontada como o principal mecanismo de controle da fH (LAURENT et al., 1983), 

ademais a bradicardia reflexa a hipóxia é controlada por receptores branquiais 

sensíveis a mudanças de O2 e mediada por fibras do vago (FARREL, 2007). Nesse 

contexto, a resposta bradicárdica observada durante a redução na tensão de O2 de 

140 a 120 mmHg pode estar relacionada à uma resposta reflexa na modulação da 

frequência cardíaca via sistema nervoso. Após o animal ter sido aclimatado durante 

um período de 12 horas aproximadamente a altos níveis de oxigênio (140 mmHg), 

ocorre a primeira redução na tensão de oxigênio (140 a 120 mmHg). É possível que 

essa pequena diferença (20mmHg) nos níveis de oxigênio, tenha sido percebida pelos 

quimiorreceptores branquiais, o que elevou o tônus vagal levando consequentemente 

à bradicardia observada, sendo que após essa resposta inicial, se restabelece o tônus 

vagal, o qual se manteve estável até os valores próximos à PcO2. O segundo episódio 

de bradicardia reflexa à hipóxia ocorreu durante a redução das PinO2 de 40 a 20 

mmHg, onde houve diminuição significativa (12,3 U) da fH de H. malabaricus 

caracterizando dessa forma o efeito bradicárdico usualmente observado em teleósteos 

em situação de hipóxia.  

Existem poucos trabalhos na literatura, acerca dos efeitos das microcistinas 

sobre a função cardíaca de peixes. Destacam-se os trabalhos de Martins et al. (2011) 

observaram redução na frequência cardíaca de O. niloticus expostos à injeções 

intraperitoneais de MC-LR purificada e Atencio et al. (2008) que verificaram a 

ocorrência de histopatologias nos miócitos cardíacos de O. niloticus submetidos à 

injeções i.p de MC-LR (500 µg.Kg-1 de massa corpórea).  

Em nosso estudo, a exposição à MC-LR aumentou significativamente os 

valores de fH do grupo Mcis (3,9 U) em relação ao grupo Controle, independente do 

nível hipóxico analisado. Best et al. (2001) expuseram alevinos de Salmo trutta à 

extratos de cianobactérias contendo microcistinas nas concentrações de 5, 50 e 500 

μg MC-LR equivalentes/ l−1. Os autores observaram aumentos de frequência cardíaca 

em todas as concentrações estudadas. É possível que a maior frequência observada 

no grupo Mcis possa ser uma resposta adrenérgica ao estresse causado pela ação da 

MC-LR, assim como ocorre em mamíferos (ECKERT et al., 1988). Embora possam ser 

levantadas várias explicações acerca do papel da MC-LR sobre a frequência cardíaca 
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in vivo de peixes, são necessários maiores estudos para que possamos elucidar 

melhor esses mecanismos e sair do campo das especulações. 

 

4.1.5. Necessidade Ventilatória ( GV / 2OV ). 

Segundo Dejours (1981), a eficiência das brânquias como órgão trocador de O2 

pode ser avaliada por meio da necessidade ventilatória (“water convection 

requirement” - GV / 2OV ), também conhecido como requerimento branquial de 

convecção de água. Segundo Kalinin (1996), aumentos na GV / 2OV  em função da 

redução na disponibilidade de O2 do meio são indicativos da redução na eficiência de 

extração de O2 da corrente ventilatória, ou seja, uma maior quantidade de água deve 

passar pela superfície funcional respiratória para que a mesma quantidade de O2 seja 

obtida.  

A hipóxia gradual a qual a espécie Hoplias malabaricus foi submetida alterou de 

maneira significativa os valores de GV / 2OV  em todas as PinO2 analisadas, com 

exceção ao intervalo 140 a 120 mmHg. No grupo Controle os valores de GV / 2OV  

aumentaram cerca de 7,5 vezes enquanto que no grupo Mcis esse aumento foi de 8,4 

vezes.  

Em relação ao efeito da microcistina, foi observado que a exposição à MC-LR 

aumentou significativamente (2,3 U) os valores de GV / 2OV  em relação ao grupo 

Controle. Na ciência de que aumentos na GV / 2OV  em função da hipóxia ambiental, 

são indicativos da redução na eficiência de extração de O2 da corrente ventilatória 

(KALININ, 1996), é possível atestar que as reduções causadas pela exposição à MC-

LR nos valores de EO2 são responsáveis pelo aumento exibido nos valores de GV /

2OV  do grupo Mcis no presente estudo. Nesse contexto, é razoável admitir que o 

grupo Mcis necessitou de maiores valores de GV / 2OV  pois era preciso que esses 

animais ventilassem uma maior quantidade de água para que a mesma quantidade de 

oxigênio fosse extraída. Ademais, esse aumento nos valores da GV / 2OV  indica maior 

gasto de energia por parte do grupo Mcis, reforçando a hipótese de que o maior 

consumo de oxigênio ( 2OV ) observado no grupo Mcis esteja relacionado com esses 

gastos energéticos relacionados à elevações nas respostas ventilatórias.  
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5. CONCLUSÕES 

 

Podemos concluir que a exposição por 48 horas à MC-LR na concentração de 

100 µg.Kg-1 de massa corpórea aumentou a demanda energética de Hoplias 

malabaricus através do desenvolvimento da hiperventilação e possivelmente do 

aumento da atividade do sistema de desintoxicação. 

Apesar da exposição à MC-LR ter alterado as respostas cardiorrespiratórias 

frente à hipóxia, bem como diminuído o limiar de regulação da taxa metabólica, o que 

indicaria maior susceptibilidade aos baixos níveis de O2 na água, essa espécie se 

mostrou capaz de compensar os efeitos deletérios da microcistina sobre suas funções 

vitais, o que impediu a ocorrência de mortes durante a realização dos experimentos. 

A presença da MC-LR causou taquicardia em H. malabaricus, possivelmente 

tal efeito seja devido a uma resposta adrenérgica frente à exposição a essa 

cianotoxina. 
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CAPÍTULO IV       

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DA MICROCISTINA-LR SOBRE BIOMARCADORES DO 

ESTRESSE OXIDATIVO EM MATRINXÃ, Brycon amazonicus  

(SPIX & AGASSIZ, 1829) 
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1. INTRODUÇÃO 

As espécies reativas de oxigênio (ERO), comumente conhecidas como 

radicais livres, são átomos, moléculas ou íons que possuem um ou mais elétrons não-

pareados em seus orbitais mais externos, o que lhes confere a sua alta reatividade 

característica. Em geral são formadas por absorção de radiação, reações redox, 

processos de catálise enzimática e exposição a xenobióticos. Estas espécies reativas 

de oxigênio incluem um grande número de moléculas quimicamente reativas oriundas 

do oxigênio, entre elas: o radical superóxido (O2
-), o radical hidroxil (OH), o oxigênio 

“singlet” (1O2), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical hidroperoxil (HO2
), entre 

outros. 

Estas espécies químicas, formadas por elétrons livres ou não-pareados têm 

uma instabilidade elétrica muito grande, e por esta razão, mesmo tendo meia vida 

curta, apresentam grande capacidade reativa. A fim de captar um elétron para sua 

estabilização, estes radicais podem reagir com qualquer composto que esteja próximo, 

como açúcares, proteínas, lipídios, DNA entre outros e, a partir daí, ocorrem reações 

em cadeia que podem culminar em lesão e morte celular (SLATER, 1984; 

HALLIWELL, 1987; JORDÃO JUNIOR et al., 1998). Por ser resultante de um processo 

contínuo e natural, a formação de ERO é controlada por sistemas antioxidantes 

enzimáticos existentes nas células, a fim de controlar seus níveis de formação dentro 

da faixa onde esses não são tóxicos (SIES;1993).  

Por definição, uma substância antioxidante é aquela capaz de diminuir ou 

inibir os processos de oxidação, mesmo quando presentes em baixas concentrações 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Do ponto de vista biológico, podemos definir 

antioxidantes como aqueles compostos que protegem os sistemas biológicos contra os 

efeitos deletérios dos processos ou das reações que levam à oxidação de 

macromoléculas ou estruturas celulares (ANDRADE JUNIOR et al., 2005).  

As células possuem sistemas antioxidantes que visam proteger sua 

integridade perante a ação das ERO. As enzimas respondem pelo sistema 

antioxidante enzimático, onde se destacam a superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), a glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx), dentre outras. 

Existe também o sistema antioxidante não-enzimático, do qual fazem parte a 

glutationa reduzida (GSH), algumas vitaminas como a vitamina E, carotenóides, dentre 

outros (HALLIWELL, 1996; SCHLENK et al., 1999). 

A SOD catalisa a dismutação do radical O2
- em H2O2 e O2 enquanto que a 

CAT é responsável pela redução do H2O2 em H2O e O2. A SOD e a CAT são 

consideradas as defesas antioxidantes primárias responsáveis pela neutralização das 



74 
 

primeiras ERO geradas (PANDEY et al., 2003; REGOLI et al., 2003; VAN der OOST et 

al., 2003). 

A GST faz parte de uma família de isoenzimas que desempenha um papel 

importante na resposta ao estresse oxidativo. É considerada uma enzima de 

desintoxicação por metabolizar uma grande variedade de substratos hidrofóbicos e 

eletrofílicos, como os xenobióticos, por meio da conjugação destes com a glutationa 

reduzida (GSH), formando conjugados solúveis em água, reduzindo sua toxicidade e 

facilitando sua excreção (WILCE & PARKER, 1994; VAN der OOST et al., 2003). Além 

disso, algumas isoformas da GST apresentam atividade de peroxidase, atuando na 

desintoxicação de hidroperóxidos de lipídio. A GPx é uma enzima antioxidante 

endógena que catalisa a redução do H2O2 e de hidroperóxidos de ácidos graxos 

(LOOH, L é um lipídio), convertendo-os em água e seus correspondentes alcoóis não-

tóxicos, respectivamente (NORDBERG & ARNER, 2001), por oxidação da glutationa 

reduzida (GSH) à glutationa oxidada (GSSG). A GPx é extremamente específica para 

a GSH e é capaz de desintoxicar rapidamente o H2O2 e certos hidroperóxidos 

(LIEBLER & REED, 1997). 

A glutationa é um tripeptídeo que contém um grupo sulfidrila (-SH) presente 

na cisteína, o que confere a esta molécula grande capacidade redutora (MEISTER & 

ANDERSON, 1983). Sua forma varia entre o tiol reduzido (GSH) e oxidado (GSSG), 

na qual dois tripeptídeos de glutationa estão unidos por uma ligação dissulfeto. O 

grupo sulfidrila interage com um radical livre para formar um radical glutationa, que 

dimeriza para formar a glutationa oxidada (GSSG). A glutationa oxidada é então 

reciclada (reduzida) outra vez em glutationa reduzida (GSH) para reutilização por meio 

da enzima glutationa redutase (GR) (MONTEIRO, 2006, 2011).  

Na eliminação das ERO, estes sistemas antioxidantes de defesa atuam com 

elevada sincronia e de forma altamente cooperativa, de modo que quaisquer 

distúrbios, como a contaminação por microcistinas, podem levar ao excesso de 

produção da ERO e indução de estresse oxidativo, implicando em inúmeros danos 

celulares. (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Os radicais livres são formados 

dentro das condições fisiológicas em proporções controladas pelos mecanismos de 

defesas celulares (antioxidantes). Ocorre o estresse oxidativo quando há um distúrbio 

no equilíbrio dinâmico entre a produção de agentes oxidantes e a concentração de 

antioxidantes, causando danos celulares. Portanto, na defasagem de sistemas 

antioxidantes, no excesso da produção de ERO ou na conjugação de ambos os 

fatores, o meio celular fica sujeito ao estresse oxidativo que, por sua vez, pode levar à 

morte celular (BIESALSKI,2000). 
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Dentre os mecanismos de lesão decorrente do estresse oxidativo, podemos 

destacar dois em especial: a peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO) e a 

oxidação proteica. A LPO consiste na oxidação da camada lipídica da membrana 

celular, gerando falência dos mecanismos das trocas metabólicas e, numa condição 

extrema, à morte celular. Trata-se de uma reação em cadeia, pois se propaga 

continuamente, levando à formação de lipoperóxidos e à destruição e morte celular 

(BENZIE, 1996). Já a oxidação proteica pode ser caracterizada pela formação de 

proteínas carboniladas. A formação de derivados carbonilados é irreversível, o que 

causa alterações conformacionais nas proteínas, alterando a atividade catalítica das 

enzimas e/ou aumentando a susceptibilidade das proteínas à ação de proteases, 

ocasionando quebra de cadeias polipeptídicas (ALMROTH et al., 2005). 

O mecanismo clássico da toxicidade das microcistina envolve a inibição das 

fosfatases proteicas de serina/treonina, em particular as do tipo 1 e 2A (PP1 e PP2A) 

(HONKANEN et al., 1990; MACKINTOSH et al., 1990; TOIVOLA & ERIKSSON, 1999; 

GUZMAN et al., 2003), entretanto a despeito desses efeitos, muitos estudos vêm 

demonstrando que a exposição à essas cianotoxinas é capaz de gerar EROs podendo 

levar a um estabelecimento de estresse oxidativo (PAVAGADHI & 

BALASUBRAMANIAN, 2013). Vários trabalhos confirmam o fato de que o dano 

oxidativo decorrente da geração excessiva de EROs está relacionado à toxicidade das 

MCs tanto em ambiente natural (QIU et al., 2007; ADAMOYSKY et al., 2007) quanto 

sob condições laboratoriais (LI et al., 2003; JOS et al., 2005; Prieto et al., 2006). 

Alguns autores sugerem que o mecanismo pelo qual as microcistinas podem gerar as 

EROs ocorre através da interrupção na cadeia de transporte de elétrons que ocorre na 

mitocôndria (DING et al., 2002).  

De maneira complementar às evidências na participação das EROs na 

toxicidade atribuída às microcistinas, diversos estudos vêm relatando alterações no 

sistema de defesa antioxidante de organismos aquáticos expostos às MCs. Em peixes, 

esse tipo de resposta tem sido observada em diversos órgãos como fígado, brânquias, 

coração, rins, entre outros (ATENCIO et al., 2008; JOS et al., 2005; PRIETO et al., 

2006; PRIETO et al., 2007; LI et al., 2003; PFLUGMACHER et al., 1998). 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Animais utilizados 

 

Exemplares juvenis e de ambos os sexos de matrinxã, Brycon amazonicus, 

foram adquiridos na piscicultura Santa Cândida, Santa Cruz da Conceição, SP. Após a 
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coleta, os peixes foram transportados para o Laboratório de Zoofisiologia e Bioquímica 

Comparativa do Departamento de Ciências Fisiológicas da UFSCar, onde foram 

mantidos em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de recirculação de água 

aerada e termostatizada (25 ± 1°C), por um período mínimo de 30 dias para 

aclimatação às condições laboratoriais. Durante esse período foram alimentados ad 

libitum com ração comercial peletizada com conteúdo proteico de 24%. 

 

2.2. Delineamento experimental 

 

Após o período de aclimatação, os exemplares de Brycon amazonicus foram 

pesados (WT =210,0 ± 42,1 g) divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: 

o grupo controle (Controle, n = 8) e o grupo exposto à toxina (Mcis n = 8). Os peixes 

do grupo Mcis receberam uma injeção intraperitoneal (0,5 mL de salina 0,9%) do 

extrato liofilizado da cepa RST9501 de M.aeruginosa, contendo a toxina MC-LR na 

concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea. Após a injeção esperou-se durante 

um período de 48h até a coleta das amostras de tecidos. Durante esse período os 

animais ficaram separados em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de 

recirculação de água aerada e termostatizada (25 ± 1°C). 

 

2.3. Coleta das amostras dos tecidos 

 

Ao final das 48 horas de exposição à MC-LR os animais foram coletados dos 

tanques e sacrificados por transecção da coluna espinal para sacrifício imediato. Não 

foi utilizado qualquer tipo de anestésico durante a coleta de tecidos pelo fato destas 

drogas causarem alterações na atividade de algumas enzimas antioxidantes, em 

especial a superóxido dismutase e a glutationa peroxidase (WDZIECZAK et al., 1982; 

GODIN & GARNETT, 1994). Após o sacrifício dos animais, o fígado e as brânquias 

foram coletados e devidamente dissecados em placas de vidro mantidas sob gelo a 

fim de se obter o fígado sem gordura e vesícula biliar e os filamentos branquiais 

separados de seus arcos branquiais. Os tecidos foram lavados em salina 0,9% para 

retirada de impurezas, secos superficialmente em papel filtro, imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e estocados em freezer a -80 °C para posterior 

análise dos parâmetros bioquímicos. 

 

2.4. Procedimentos bioquímicos. 

 

Os tecidos congelados foram rapidamente amostrados sobre superfície gelada 

e pesados em quantidades apropriadas para as determinações enzimáticas. Para 
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todas as determinações bioquímicas, o fígado e as brânquias em tampão de 

homogeneização na proporção de 1:5 (w/v). 

Para as análises das atividades das enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-

transferase (GST) e para determinação dos níveis de LPO medidas pelo ensaio de 

FOX os tecidos foram homogeneizados a 18.000 rpm (Homogeinizador Turratec TE 

102, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) em dois “strokes’’ de 30 segundos, sob banho de 

gelo, em tampão fosfato de Na+/K+ 0,1 M pH 7,0, conforme descrito em MONTEIRO 

et al. (2006). Após a homogeneização, os extratos foram centrifugados a 14 000 g por 

30 minutos a 4°C para a obtenção do sobrenadante (AHMAD et al., 2000), que foi 

usado para as determinações bioquímicas descritas acima bem como para a 

determinação do conteúdo de proteína total.  

Para a quantificação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) os sobrenadantes 

dos homogeneizados dos tecidos foram tratados com TCA 12% na proporção 1:1 para 

a desproteinização. Após o tratamento com TCA, as amostras foram centrifugadas a 

11.000 g durante 10 a 4°C, para precipitar as proteínas, e os sobrenadantes foram 

usados para análise do conteúdo de GSH. 

Para a análise do conteúdo de proteína carbonilada (PC), os tecidos foram 

homogeneizados a 13. 000 g em tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,4) contendo 

1 mM de EDTA e PMSF 40 μg.mL-1 (REZNICK & PACKER, 1994). Os 

homogeneizados ficaram por 15 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foram 

centrifugados 8 000 g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para as 

dosagens dos grupamentos carbonil das proteínas. 

Todas as leituras espectrofotométricas foram realizadas em um 

espectrofotômetro Spectronic Genesys 5. (Milton Roy Co., Rochester, NY, USA) a 25 

°C. Para cada uma das análises descritas a seguir, as amostras foram realizadas em 

duplicata. 

 

 

2.5. Análise da Atividade das Enzimas Antioxidantes 

 

2.5.1. Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD) 

 

A atividade da SOD (E.C. 1.15.1.1) foi determinada segundo o método 

McCORD & FRIDOVICH (1969), descrito por FLOHÉ & ÖTTING (1984), com base na 

inibição da velocidade de redução do citocromo c pelo radical superóxido (O2 
●–) 

gerado no sistema xantina/xantina oxidase. A reação é catalisada pela xantina oxidase 
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que promove a transformação da xantina em ácido úrico e transfere um elétron para o 

O2 molecular produzindo O2 
●–.. Paralelo a esta reação, ocorre a redução do citocromo 

c pelo O2 
●–, que é medida pelo aumento de absorbância em 550 nm. A adição da SOD 

inibe a velocidade de redução do citocromo c, uma vez que a SOD compete com este 

citocromo pelo O2 
●–, dismutando-o a H2O2. A reação ocorreu em um meio contendo 

tampão fosfato de Na+/K+
 50 mM pH 7,8 com 0,1 mM de EDTA, citocromo c 20 mM, 

xantina 0,05 mM, extrato enzimático (sobrenadante dos homogenados) contendo a 

SOD e xantina oxidase ~0,2 U.mL-1. A quantidade de SOD adicionada foi suficiente 

para manter a taxa de referência (que contém os itens citados acima, exceto o extrato 

enzimático) em 0,025 abs./min a 550 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para inibir, em 50%, a redução do citocromo c. Os 

valores de SOD foram expressos em U.mg proteína-1. 

 

 

2.5.2 Determinação da atividade da catalase (CAT) 

 

A atividade da CAT (E.C. 1.11.1.6.) foi determinada pela avaliação contínua do 

decréscimo da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 240 nm (AEBI, 1974). 

A diminuição na absorbância foi registrada em cubeta contendo uma solução recém 

preparada de H2O2 15 mM em tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,0 e amostra do 

extrato enzimático. A reação foi iniciada com a adição da solução de H2O2. Os valores 

da CAT foram expressos em Unidades de Bergmeyer (U.B. - quantidade de catalase 

que libera a metade do oxigênio de uma solução de peróxido de hidrogênio de 

qualquer concentração no intervalo de tempo de 100 segundos a 4°C) por mg de 

proteína (U.B.mg proteína-1). 

 

2.5.3 Determinação da atividade da glutationa peroxidase selênio-dependente 

(Se-GPx) 

 

A atividade da Se-GPx (E.C. 1.11.1.9) foi determinada através da oxidação do 

NADPH em presença de peróxido de hidrogênio (H2O2), de acordo com o método 

descrito por NAKAMURA et al. (1974) com algumas modificações. A mistura de reação 

continha tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0 com 2 mM de EDTA, NADPH 0,2 mM, 

azida sódica (NaN3) 1mM, GSH 1 mM, glutationa redutase (GR) 1 U.mL-1
 e extrato 

enzimático contendo GPx (sobrenadante dos homogenados). A reação foi iniciada 

pela adição de 0,2 mM de H2O2. A taxa de oxidação do NADPH foi avaliada pelo 

decaimento da absorbância a 340 nm. A taxa de oxidação não enzimática foi medida 
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substituindo-se o extrato enzimático por água destilada. Essa taxa de referência foi 

extraída da taxa das amostras para determinar somente a atividade enzimática. A 

atividade da GPx foi calculada através do coeficiente de extinção molar do NADPH 

ε340nm = 6,22 mM -1. cm-1 e expressa como nmoles de NADPH oxidado por minuto por 

mg de proteína (mU.min-1.mg proteína-1). 

 

 

2.5.4 Determinação da atividade da glutationa S-transferase (GST) 

 

A atividade da GST (E.C. 2.5.1.18) foi medida de acordo com HABIG et al. 

(1974) usando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A reação ocorreu 

em um meio contendo 1 mM de CDNB em etanol, 1mM de GSH, tampão fosfato de 

potássio 100 mM pH 7,0 e extrato enzimático (sobrenadante dos homogenados). A 

formação do aducto glutationa-2,4- dinitrobenzeno foi monitorada pelo aumento da 

absorbância em 340 nm contra um branco. Uma unidade da GST foi expressa como a 

quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 nmol de produto por minuto por 

mg de proteína (mU.min-1.mg proteína-1). 

 

2.6. Determinação do conteúdo de antioxidante Não - enzimático (Glutationa 

reduzida - GSH). 

A concentração de glutationa reduzida nos tecidos foi medida de acordo com a 

metodologia de BEUTLER et al. (1963), usando o reativo de Elmann (ácido 5,5’-ditio 

di-2-nitrobenzoico – DTNB) adaptada por WILHELM-FILHO (1996) e WILHELM-FILHO 

et al. (2005). Aos sobrenadantes dos extratos ácidos obtidos após a desproteinização, 

foram adicionados 0,25 mM de DTNB em tampão fosfato 0,1 M pH 8,0 na proporção 

de 1:1 para os tecidos. A formação do ânion tiolato, que resulta da reação da GSH 

com o reativo de Elmann, foi determinada em espectrofotômetro a λ = 412 nm. O 

coeficiente de extinção molar de 13,6 mM.cm-1 da GSH nessas condições foi utilizado 

no cálculo da concentração da GSH nos tecidos (nmol.mg proteína-1). 

 

2.7. Análise dos Níveis de Peroxidação Lipídica. 

 

A peroxidação lipídica dada em hidroperóxido de lipídio foi quantificada pelo 

método FOX (“ferrous oxidation-xylenol orange’’) como descrito por JIANG et al. 

(1992). O método FOX é baseado na oxidação do Fe2+ a Fe+3 pelos hidroperóxidos em 

meio ácido na presença de um pigmento complexador de Fe (III), o alaranjando de 

xilenol que tem pico de absorção a 560 nm. As amostras (previamente tratadas com 
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TCA 10%) foram incubadas durante 40 minutos, à temperatura ambiente, com mistura 

reativa contendo 100 mM de alaranjado de xilenol, 250 mM de FeSO4 (sulfato ferroso 

amoniacal), 25 mM de H2SO4 e 4 mM de butilato hidroxitolueno (BHT) em metanol 

90% (v/v). Os resultados foram expressos em equivalentes de cumeno hidroperóxido 

(nmol.mg de proteína-1). 

 

2.8. Análise dos Níveis de Oxidação de Proteínas 

 

Os danos oxidativos em proteínas foram mensurados pela determinação do 

conteúdo de proteína carbonilada (PC) baseada na reação com dinitrofenilhidrazina 

(DNPH) (REZNICK & PACKER, 1994). Os sobrenadantes dos homogenados dos 

tecidos foram incubados em 10mM DNPH preparada em HCl 2,5M, no escuro e sob 

agitação a cada 10 minutos. Em seguida, essas amostras foram tratadas com TCA 

50%, colocadas em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas a 8 000 g por 10 

minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi lavado 3 vezes com solução 

etanol:acetato de etila 1:1 (v/v). Após a última lavagem, 1 mL de guanidina 6 M foi 

adicionado a cada uma das amostras, que foram agitadas e colocadas em banho-

maria por 30 min. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 8 000 g por 

10 minutos para retirada de partículas insolúveis e os sobrenadantes lidos em 370 nm. 

Para cada amostra foram feitos controles simultâneos contendo o mesmo volume de 

amostra e somente HCl 2,5 M sem DNPH. Cada um desses controles foi utilizado 

como próprio branco da respectiva amostra. O conteúdo de grupamentos carbonil nas 

proteínas foi calculado usando o coeficiente de extinção molar da DNPH ε370nm = 

22.000 M-1.cm-1. Os valores de PC foram expressos em nmol.mg de proteína-1. 
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2.9. Determinação de Proteína Total 

O teor de proteína total nos tecidos foi determinado segundo o método clássico 

de BRADFORD com Coomassie Brilliant Blue G-250 (BRADFORD, 1976) adaptado 

para leitura em microplate conforme descrito por KRUGER (1994), utilizando-se 

albumina bovina como padrão. A absorbância das amostras foi medida a 595 nm. 

 

2.10. Tratamento estatístico dos dados 

Os valores de todas as determinações foram expressos em media ± E.P.M 

(erro padrão da média) e somente diferenças estatísticas ao nível de 5% de 

significância foram consideradas. O teste-t de Student não-pareado ou seu 

correspondente não-paramétrico Mann- Whitney, de acordo com os critérios de 

normalidade, homogeneidade e homocedasticidade foi aplicado para verificar a 

ocorrência de possíveis diferenças significativas entre pontos correspondentes de 

diferentes grupos experimentais (Controle e Mcis) (GraphPad Instat v. 3.0, GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA). 

 

 

3. RESULTADOS  

 

3.1. Análise da atividade das enzimas antioxidantes em Brycon amazonicus. 

Os resultados apresentados graficamente a seguir, discriminam sobre as 

respostas das enzimas antioxidantes frente à exposição, via injeção intraperitoneal, ao 

extrato liofilizado contendo MC-LR na dose de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea durante 

o período de 48horas.  

A exposição à MC-LR induziu no fígado, aumentos significativos nas atividades 

das enzimas GST (74%) e GPx (217%), e diminuição de 47% na atividade da enzima 

SOD. Todavia, a exposição à MC-LR não alterou de maneira significativa a atividade 

da enzima CAT nesse órgão (Fig 1) 
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FIGURA 1. Atividades das enzimas antioxidantes no fígado dos grupos Controle (n = 8) e 

exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Brycon. amazonicus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: 

indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05). 
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 Nas brânquias de Brycon amazonicus, a exposição à MC-LR não alterou as 

atividades das enzimas CAT e GPx em comparação aos valores observados no grupo 

Controle. Entretanto, as enzimas GST e SOD do grupo Mcis exibiram reduções 

significativas em suas atividades, na ordem de 37% e 66% respectivamente. Esses 

resultados podem ser observados na figura 2. 

 

 

 
 

 

 

FIGURA 2. Atividades das enzimas antioxidantes das brânquias dos grupos Controle (n = 8) e 

exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Brycon. amazonicus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: 

indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05). 
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3.2. Análise de Antioxidante Não-Enzimático (Glutationa reduzida – GSH) 

 

Em comparação ao controle, os níveis de glutationa reduzida observados no 

fígado não apresentaram alterações significativas, embora nas brânquias o nível de GSH 

observado tenha sido 43% menor. Na figura 3 estão representados graficamente esses 

dados.  

 

 

FIGURA 3. Níveis de glutationa reduzida (GSH - μmol. g tecido
-1

) no fígado e brânquias dos 

grupos Controle (n = 8) e exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Brycon. amazonicus. Valores 

médios ± 1 E.P.M. *: indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05). 

 

3.3. Análise dos Níveis de Oxidação de Proteínas 

Não foi observada oxidação proteica no fígado dos matrinxãs analisados, uma 

vez que os valores encontrados para proteína carbonilada (PC) não apresentaram 

diferenças significativas para esse tecido. Nas brânquias, entretanto, houve um 

aumento expressivo nos níveis de PC, da ordem de 317%, como podemos observar 

na Figura 4. 
 

 

FIGURA 4. Níveis de proteína carbonilada (PC – nmol. mg proteína
-1

) no fígado e brânquias 
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dos grupos Controle (n = 8) e exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Brycon. amazonicus. 

Valores médios ± 1 E.P.M. *: indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 

0,05). 

 

3.4. Análise dos Níveis de Peroxidação Lipídica 

Os níveis de peroxidação lipídica, avaliados pela variação nos níveis de 

equivalentes de cumeno hidroperóxido (CHP), foram superiores no fígado dos animais 

do grupo Mcis. Esse grupo apresentou um aumento de 116% nesse parâmetro em 

relação aos valores obtidos no grupo Controle para esse órgão. Contudo não foram 

observadas alterações nesses níveis quando se analisaram os valores obtidos para as 

brânquias (Fig 5) 

 

FIGURA 5. Níveis de equivalentes de cumeno hidroperóxido (CHP – nmol. mg proteína
-1

) no 

fígado e brânquias dos grupos Controle (n = 8) e exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de 

Brycon. amazonicus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: indica diferença significativa entre os grupos 

experimentais. (p < 0,05). 

 

 

4. DISCUSSÃO. 

 

4.1 Respostas do sistema de defesa antioxidante de Brycon amazonicus 

expostos ao extrato liofilizado contendo MC-LR (100 µg/Kg-1 de massa corpórea). 

A toxicidade das microcistinas é usualmente associada com sua ligação 

irreversível e inibição das proteínas fosfatases 1 e 2 A (MACKINTOSH et al., 1990). A 

despeito do efeito das MCs sobre as proteínas fosfatases, vários estudos têm 

demonstrado que as microcistinas podem gerar estresse oxidativo através do aumento 

da concentração das espécies reativas de oxigênio (ERO) com geração de produtos 

do dano oxidativo como os lipopéróxidos (DING et al., 1998; DING & ONG, 2003; 

WENG et al., 2007). Essas EROs formadas nos tecidos são neutralizadas através da 

ação do sistema de defesa antioxidante, que tem por função a prevenção da formação 

dos radicais livres e interceptação da propagação oxidativa (BAINY et al, 1996). Dessa 
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forma, esse sistema protege as células contra quebra dos filamentos de DNA, 

oxidação proteica, peroxidação lipídica (WINSTON & DIGIULIO, 1991) entre outros. 

Como parte desse sistema de defesa antioxidante destacam-se algumas 

enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase e 

glutationa S-transferase (GST) e também antioxidantes não-enzimátixos como a 

glutationa reduzida (GSH) (LIVINGSTONE, 2001). Mudanças nos mecanismos 

bioquímicos antioxidantes catalisados pelas enzimas desse sistema vêm sendo 

empregadas como biomarcadores da suscepetibilidade celular a danos causados 

pelas espécies reativas de oxigênio (ERO). Essas enzimas podem alterar sua 

expressão e/ou atividade em resposta a condições de estresse oxidativo, sendo que 

esse mecanismo pode ser uma importante adaptação ao estresse induzido pelos mais 

diversos poluentes (LIVINGSTONE, 2001; ZHANG et al, 2004).  

No presente trabalho observamos que a exposição à MC-LR via injeção 

intraperitoneal de extrato liofilizado contendo MC-LR na concentração de 100 µg/Kg-1 

de massa corpórea induziu estresse oxidativo no fígado e brânquias de B. 

amazonicus. No fígado houve aumento na atividade das enzimas GST e GPx, redução 

na atividade da enzima SOD e aumento nos níveis de lipoperoxidação (LPO) 

indicando quadro de estresse oxidativo, embora a atividade da CAT e os níveis de 

GSH e oxidação proteica não tenham se alterado. 

Como descrito anteriormente, a GPx é uma enzima do sistema antioxidante de 

defesa que atua catalisando a redução do H2O2 e de hidroperóxidos de ácidos graxos, 

convertendo-os em água ou seus correspondentes alcoóis não tóxicos através da 

oxidação da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG) (NORDBERG & 

ARNER, 2001; SHAN et al., 1990). No fígado de Brycon amazonicus no presente 

trabalho a exposição à MC-LR induziu aumentos de 217% na atividade dessa enzima. 

Essa elevação na atividade da GPx pode indicar que houve formação de H2O2 nesse 

tecido, e dessa maneira foi necessário que a glutationa peroxidase atuasse na catálise 

desse peróxido, uma vez que a enzima CAT que também atua catalisando H2O2 não 

exibiu alterações em sua atividade. Monteiro (2006, 2011), afirma que apesar de 

diferenças quanto às suas características cinéticas em relação ao metabolismo do 

H2O2, onde a GPx atuaria preferencialmente no metabolismo do H2O2 em menores 

concentrações, enquanto a CAT teria maior participação em maiores concentrações 

desse substrato, existe na verdade a indicação de que estas enzimas são igualmente 

importantes na manutenção dos níveis basais de H2O2, apresentando uma 

interdependência funcional.  

No presente estudo a CAT não apresentou alterações em sua atividade, o que 

pode indicar que o aumento na atividade da GPx conseguiu suprir a demanda pelo 
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metabolismo de H2O2. Entretanto, é possível que a CAT tenha tido o aumento em sua 

atividade inibido pela presença de grandes quantidade de ânion superóxido 

(CHANCE,1952; KONO & FRIDOVIC, 1982), dado que no fígado dos matrinxãs do 

grupo Mcis houve redução de 47% na atividade da enzima SOD, que como será 

discutido, tem como sua principal função a dismutação do ânion superóxido. Dessa 

forma, com a atividade da SOD diminuída pode ter ocorrido acúmulo de ânion 

superóxido que por sua vez inibiu aumentos significativos na atividade da CAT, 

fazendo com que a GPx aumentasse sua atividade para combater o acúmulo de 

peróxido de hidrogênio. A atividade enzimática da GPx é um importante meio de 

controle dos níveis de H2O2 e de hidroperóxidos lipídicos derivados do ataque de 

espécies radicalares (COHEN & HOCHSTEIN, 1963; MEISTER & ANDERSON, 1983). 

Dessa maneira, não podemos descartar a possibilidade desse aumento na atividade 

enzimática da GPx ser devida ao seu papel no combate a hidroperóxidos de lipídios 

que foram formados devido ao quadro de estresse oxidativo observado nesse tecido. 

Prieto et al. (2006) observaram aumentos na atividade da GPx em rins de 

Oreochromis niloticus expostas à injeção i.p de MC-LR purificada (500 µg/Kg-1 de 

massa corpórea), bem como aumentos nos níveis de LPO, de maneira similar ao 

presente estudo. Jos et al. (2005) também observaram aumentos na atividade da GPx 

em fígado de tilápias expostas à doses diárias de MCs na dieta. Entretanto, Prieto et 

al. (2007) trabalhando com O. niltocus descreveram que a atividade da GPx em fígado 

e brânquias não mostrou alterações significativas, enquanto que o rim sofreu reduções 

dos valores da GPx em resposta à exposição aguda a uma dose oral de MC-LR (120 

µg/peixe). 

A SOD dismuta o ânion superóxido em H2O e H2O2, sendo que este último é 

metabolizado pela ação da CAT, dessa maneira existe uma relação funcional entre 

essas enzimas dentro das células. As referidas enzimas formam o sistema SOD-CAT, 

que por exibir um efeito inibitório sobre a formação de EROs proporciona uma defesa 

primária frente à toxicidade do oxigênio, e por esse fato é usualmente utilizado como 

um importante biomarcador da produção das ERO (PANDEY et al., 2003; REGOLI et 

al., 2003; VAN der OOST et al., 2003).  

No tecido hepático analisado, houve redução de 47% na atividade da SOD, o 

que possivelmente levou a um acúmulo de ânion superóxido com decorrente inibição 

da atividade da CAT, como discutido anteriormente. Atencio et al. (2008) e Prieto et al. 

(2007) observaram reduções na atividade da SOD em fígado e rins de Tinca tinca e 

Oreochromis niloticus respectivamente, em experimentos de exposição aguda à MC-

LR (oral e intraperitoneal respectivamente). Esses autores sugerem que a resposta 

enzimática possa estar relacionada à via, tempo e variante de MCs ao qual o animal 
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foi exposto, sendo que de maneira geral, diversas doses de MCs durante um período 

de tempo levam preferencialmente à indução de uma resposta defensiva, ao passo 

que doses agudas causam inibição da atividade antioxidante. De fato, em ratos 

expostos a uma única dose intraperitoneal de MC-LR purificada, ocorreu inibição da 

atividade de diversas enzimas antioxidantes, como CAT, SOD, GR e GPx (MORENO 

et al., 2005). Nesse cenário, pode ser que a dose aguda aplicada em nosso 

experimento tenha tido esse efeito inibitório sobre a atividade da SOD descrito pelos 

autores. Adicionalmente, sabe-se que a SOD tem sua atividade inibida pela presença 

de altos níveis de H2O2, devido a alterações cúpricas (Cu2+) e cuprosas (Cu1+) em sua 

estrutura, levando a uma inativação irreversível (TARHAN & TÜZMEN, 2000). 

Portanto, pode ser que a inibição da SOD esteja relacionada com o aumento dos 

níveis de peróxido de hidrogênio em um cenário onde a CAT não está atendendo à 

demanda de conversão do H2O2.  

As glutationa S-transferases são uma família de enzimas de detoxificação que 

catalisam a conjugação da glutationa (GSH) a uma grande variedade de compostos 

eletrofílicos endógenos e exógenos, tais como drogas terapêuticas, toxinas ambientais 

e produtos do estresse oxidativo (HAYES et al., 2005; LEAVER et al., 1997). No fígado 

de Brycon amazonicus expostos à MC-LR (Mcis) foi observado aumento de 74% na 

atividade da GST. Esse aumento observado no tecido hepático pode ser interpretado 

como uma resposta à intoxicação causada pela MC-LR. Sabe-se que as MCs são 

transportadas para dentro dos hepatócitos através de transportadores multi-específico 

de ácidos biliares (ERIKSSON et al., 1990) e são detoxificadas no fígado através da 

conjugação com a glutationa pela GST (KONDO et al., 1996; PFLUGMACHER et al., 

1998; TAKENAKA, 2001) sendo transportadas para os rins e intestino para excreção 

(ITO et al, 2002). Na ciência de que a principal via de detoxificação das MCs é através 

de sua conjugação à GSH pela ação da GST (PFLUGMACHER et al., 1998), é 

possível que o aumento na atividade da GST no fígado seja resultante de sua função 

na conjugação da MC-LR com GSH, a fim de formar compostos solúveis e assim 

diminuir a toxicidade da microcistina, prevenindo lesões celulares. Existem algumas 

isoformas da GST que ainda possuem atividade de GPx (selênio-independente) por 

atuarem sobre hidroperóxidos orgânicos, com exceção ao H2O2 (BARLING et al., 

1993). Dessa forma, é possível também que parte do aumento da atividade da GST 

possa refletir o papel desta enzima na desintoxicação de hidroperóxidos de lipídios 

resultantes do processo de peroxidação lipídica.  

O fígado é o principal órgão de detoxificação para as MCs, uma vez que esse 

tecido contém grandes quantidades de GSH que forma complexos solúveis com as 

MCs, podendo assim ser eliminados pelas vias de excreção (PFLUGMACHER et al., 
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1998). Uma considerável parte da ação da GSH é obtida através da indução de 

atividade das enzimas que a usam como substrato (GST e GPx), sendo necessária a 

manutenção do nível de GSH para a funcionalidade catalítica dessas enzimas 

(JONES, 1995). No presente estudo tanto a GST quanto a GPx exibiram aumentos em 

suas atividades no fígado de matrinxãs expostos à MC-LR. Apesar dessas enzimas 

utilizarem a GSH como substrato não foram observadas reduções nos níveis hepáticos 

de glutationa no presente trabalho. Alguns autores como Qiu et al. (2007); Atencio et 

al. (2008) e Malbrouck et al. (2004) observaram efeito semelhante em outras espécies 

de teleósteos como Tenca (Tinca tinca) e o goldfish (Carassius auratus) expostos à 

doses orais e intraperitoneais de MCs em extrato e purificadas, respectivamente. 

Segundo Atencio et al. (2008) a não alteração dos níveis hepáticos de GSH pode ser 

atribuída a um alto nível basal na concentração da GSH, o que pode possibilitar a sua 

coexistência com MCs (LI et al., 2007). Alguns estudos detectaram altos níveis de 

GSH em fígados de goldfish, carpa prateada e tenca. Os altos níveis de GSH hepático 

encontrados sugerem que a detoxificação das MCs pela via da glutationa não tenha 

sido capaz de exaurir suas reservas (ATENCIO et al., 2008; LI et al., 2007). Dessa 

forma, é possível que no presente estudo apesar da grande utilização de GSH devida 

ao aumento das atividades da GST e GPx, além de sua conjugação direta com as 

MCs, os níveis de GSH não se alteraram devido ao seu alto nível basal hepático. 

A peroxidação lipídica (LPO) tem sido descrita como o maior contribuinte para 

a perda das funções celulares sob o estresse oxidativo (STOREY, 1996), além de ser 

talvez o mais estudado componente do dano oxidativo aos sistemas biológicos 

(TOCHER et al., 2002). Atua através da promoção de alterações na estrutura das 

membranas celulares, levando a transtornos de permeabilidade, alteração do fluxo 

iônico e de outras substâncias, perda de seletividade para o trânsito de nutrientes e 

substâncias tóxicas à célula, mudanças no DNA e oxidação das LDL (lipoproteínas de 

baixa densidade) (BABER & HARRIS, 1994) o que pode levar a formação de produtos 

citotóxicos com culminante morte celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Os 

níveis de LPO no fígado dos matrinxãs expostos à MC-LR foram 116% maiores em 

relação ao Controle, considerando que a reação típica durante o dano oxidativo 

causado pelas ERO envolve a peroxidação de ácidos graxos insaturados, esse 

aumento indica um quadro de estresse oxidativo estabelecido no tecido hepático de B. 

amazonicus. A exposição à MC-LR purificada (500 µg/Kg-1 via i.p) aumentou 

significativamente a LPO em fígado de O. niloticus durante 7 dias de exposição 

(PRIETO et al., 2006). De maneira semelhante Prieto et al. (2007) verificaram que a 

exposição oral a uma dose de 120 µg/peixe de células contendo MC-LR induziu 

aumentos nos níveis da LPO de O. niloticus, durante 24 horas de exposição, bem 
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como Atencio et al. (2008) que constataram peroxidação lipídica em exemplares de 

tenca expostos a uma dose oral de células contendo MC-LR na concentração de 25 e 

55 µg/peixe.  

Apesar dos autores terem analisado outros órgãos além do fígado, em todos os 

estudos o tecido hepático foi o mais afetado pela LPO, resultado também encontrado 

no presente estudo. De acordo com Fischer et al. (2005), a grande hepatotoxicidade 

das MCs é decorrente da maior quantidade de polipeptídeos transportadores de 

ânions orgânicos (OATPs) presentes no fígado. Uma vez que esses transportadores 

são responsáveis pela captação das MCs, maiores quantidades de transportadores 

em um tecido resultam em maior toxicidade. Nos estudos de Atencio et al. (2008) e 

Prieto et al. (2007) adicionalmente ao aumento da LPO no fígado, foram observadas 

reduções nas atividades da SOD e CAT, o que indica que a inibição dessas enzimas 

deve ter gerado um quadro de formação de grandes quantidades de EROs que 

acabaram por levar à peroxidação lipídica. Em nosso trabalho, a SOD teve sua 

atividade inibida e a CAT não se alterou em resposta à MC-LR. É possível, que a falha 

na resposta antioxidante do sistema SOD-CAT tenha contribuído para a formação de 

EROs que levaram ao quadro de estresse oxidativo observado no tecido hepático de 

matrinxãs, dado que esse sistema é, devido ao efeito inibitório sobre a formação das 

ERO, a primeira linha de defesa contra a toxicidade do oxigênio (PANDEY et al., 

2003). Mesmo com o aumento na atividade da GPx, esse tecido não foi capaz de deter 

a ocorrência de peroxidação lipídica, evidenciada pelo aumento nos níveis de LPO.  

De maneira contrária, a exposição à MC-LR não alterou os níveis de proteína 

carbonilada no fígado, ou seja, não ocorreu oxidação proteica nesse tecido. A 

observação da ocorrência de LPO com a concomitante ausência de oxidação proteica 

sugere que a LPO é um indicador mais sensível da hepatotoxicose em Brycon 

amazonicus (ATENCIO et al., 2008). 

Durante condições normais, o sistema de defesa antioxidante é capaz de 

promover a eliminação das ERO produzidas pelo metabolismo basal, dessa forma 

protegendo contra lesões oxidativas (OLIVEIRA et al., 2004). No tecido branquial de 

matrinxãs injetados intraperitonealmente com extrato liofilizado contendo MC-LR na 

concentração de 100 µg/Kg-1 de massa corpórea, foram observadas reduções na 

atividade das enzimas GST e SOD (37 e 66% respectivamente), bem como redução 

de 43% nos níveis de GSH. As enzimas CAT e GPx não apresentaram alterações 

significativas e também não foi verificada peroxidação lipídica nesse tecido, entretanto 

os níveis de proteína carbonilada que refletem a oxidação proteica tiveram um 

aumento massivo (317%), caracterizando dessa maneira um cenário de estresse 

oxidativo nas brânquias. 
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A glutationa S-transferase está relacionada na desintoxicação de xenobióticos, 

e vem sendo apontada como um bom biomarcador na avaliação de impacto ambiental 

causado por poluentes geradores de estresse oxidativo (RODRIGUEZ-ARIZA et al., 

1991; LIVINGSTONE, 1998). É uma enzima importante na defesa celular mesmo não 

atuando de maneira direta contra os radicais livres, pois sua atividade está associada 

a biotransformação de herbicidas, inseticidas, agentes carcinogênicos (MONTEIRO, 

2006) e também das microcistinas (PFLUGMACHER et al., 1998). A redução na 

atividade da GST nas brânquias de matrinxãs no presente estudo pode estar 

relacionada à depleção nos conteúdos de GSH observados nesse tecido. Sabe-se que 

a principal via de detoxificação das MCs é através de sua conjugação à GSH pela 

ação da GST (PFLUGMACHER et al., 1998) e que uma considerável parte da ação da 

GSH é obtida através da indução de atividade das enzimas que a usam como 

substrato (GST e GPx), sendo necessária a manutenção do nível de GSH para a 

funcionalidade catalítica dessas enzimas (JONES, 1995). Se os níveis de GSH 

encontram-se diminuídos no tecido branquial, é possível que a redução da atividade 

da GST seja decorrente da falta desse substrato, que acaba sendo fator limitante para 

a ação da GST como agente detoxificante.  

De maneira semelhante ao que foi observado no fígado de B. amazonicus, a 

MC-LR induziu redução na atividade da SOD nas brânquias. Como já discutido, 

autores como Atencio et al. (2008) e Prieto et al. (2007) sugerem que diferentes 

respostas enzimáticas possam estar relacionada a diferentes vias, tempo e as 

diversas variantes de MCs analisadas nos trabalhos. Existe segundo os autores uma 

tendência de que exposições realizadas por meio de diversas doses de MCs durante 

um período levam à indução de uma resposta defensiva, sendo que exposição à 

doses agudas tende a causar inibição da atividade antioxidante. Pode ser que da 

mesma maneira que foi observada no fígado, a aplicação de uma dose aguda tenha 

tido efeito inibitório sobre a atividade da SOD. Pode ser considerada também a 

possibilidade de que a SOD tenha sido inibida pela presença de altos níveis de H2O2 

(como já discutido acima).  

No tecido branquial, as principais enzimas que atuam na dismutação do H2O2 

não apresentaram mudanças em suas atividades, portanto pode ser que a inibição da 

SOD esteja relacionada com o aumento dos níveis de peróxido de hidrogênio em um 

cenário onde a CAT e GPx não estejam conseguindo agir de modo eficaz na 

conversão do H2O2. A SOD, juntamente com a catalase e a glutationa peroxidase, 

constituem uma das principais defesas antioxidantes que atuam nos organismos 

superiores (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Tanto a CAT quanto a GPx não 

exibiram alterações em suas atividades no tecido branquial. É sabido, que o excesso 
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de ânion superóxido pode inibir a atividade de ambas (CAT e GPX) (MONTEIRO 2006, 

2011), sendo possível que devido à inibição observada na atividade da SOD (principal 

catalisadora do superóxido) tenha ocorrido um acúmulo dessa ERO, o que levou à 

inibição do aumento de atividade de ambas as enzimas. Ainda, é possível que o 

peróxido de hidrogênio formado nas brânquias esteja sendo excretado diretamente 

para a água, de maneira semelhante à excreção da amônia, em um mecanismo 

aparentemente comum como possível rota de desintoxicação do H2O2 em peixes 

(MONTEIRO, 2006). Wilhelm-Filho et al. (1994) demonstraram essa capacidade de 

excreção do H2O2 pelas brânquias no guarú, Poecilia vellifera. Dessa forma, essa via 

de excreção do H2O2 poderia explicar a não alteração das atividades de CAT e GPX 

nas brânquias de matrinxã, uma vez que o H2O2 que estaria sendo formado seria 

excretado diretamente pelas brânquias diminuindo sua toxicidade sem atividade do 

sistema de defesa antioxidante. Ademais, a GPx é uma das enzimas que dependem 

da GSH como substrato, dessa forma, no contexto das brânquias, onde os níveis de 

GSH se encontram reduzidos, essa enzima fica com sua atividade limitada devido a 

falta de substrato. Prieto et al. (2006) e Prieto et al. (2007) verificaram resultados 

semelhantes em O.niloticus expostos a doses agudas via intraperitoneal e oral de MC-

LR (500 µg/Kg e 120 µg/peixe respectivamente). Esses autores não observaram 

mudanças na atividade da GPx no tecido branquial, embora no fígado sua atividade 

tenha exibido elevações significativas. Essa observação vai de encontro a Nakamura 

et al. (1974) que afirma que a GPx exibe diferentes níveis de atividade em órgãos 

distintos, sendo as maiores atividades exibidas no fígado. 

A GSH desempenha um papel de central importância na desintoxicação de 

compostos eletrofílicos e na prevenção do estresse oxidativo celular (HASSPIELER et 

al., 1994; SIES, 1999). A principal fonte de GSH plasmática é o fígado (KAPLOWITZ et 

al., 1985). A redução nos níveis de GSH encontrados nas brânquias dos matrinxãs do 

grupo Mcis pode estar relacionada com a utilização dos conteúdos hepáticos de GSH. 

No fígado foi observado que a atividade das enzimas antioxidantes GST e GPx, 

(ambas dependentes da GSH como substrato) exibiram aumentos siginificativos (74 e 

217% respectivamente) contribuindo de maneira acentuada para a utilização das 

reservas de GSH hepáticas. Portanto, com a utilização da GSH na detoxificação do 

fígado, é possível que uma menor quantidade desse antioxidante seja exportada para 

o plasma, diminuindo assim a disponibilidade da GSH para outros tecidos, como no 

caso, as brânquias. Dessa maneira, o conteúdo de GSH do tecido branquial é levado à 

depleção (MONTEIRO, 2006). O estresse oxidativo severo pode reduzir os níveis de 

GSH por prejudicar os mecanismos de adaptação, ao passo que o estresse moderado 

induz elevações nos níveis de GSH através de respostas que culminam com aumento 
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de síntese desse composto (ZHANG et al., 2004). A diminuição dos níveis de GSH 

assim como observado nas brânquias de matrinxã do presente estudo, pode impor 

limites à capacidade da célula em combater radicais livres, aumentando o potencial de 

oxidação geral (ELIA et al., 2003).  

Apesar de não ter sido analisada no presente trabalho, há a possibilidade da 

depleção nos níveis de GSH ser devida a uma ineficiência na reciclagem da glutationa 

oxidada (GSSG) de volta a glutationa reduzida (GSH) por parte da enzima glutationa 

redutase (GR) (ATENCIO et al., 2008). Estudos como de Jos et al. (2005) observaram 

que não houve aumentos significativos na atividade da GR em brânquias de tilápias 

expostas à doses diárias de MCs na dieta, bem como Prieto et al. (2007) trabalhando 

com O. niloticus descreveram que não foram observada elevações na atividade da GR 

em brânquias em resposta à exposição aguda a uma dose oral de MC-LR (120 

µg/peixe). Dessa forma, a reciclagem da GSH pode estar sendo insuficiente para 

manter níveis normais no tecido branquial frente à exposição à MC-LR. 

No presente estudo constatou-se a redução do conteúdo de GSH branquial em 

43%. Segundo Liebler & Reed (1997) a redução de 20 a 30 % dos níveis normais de 

GSH prejudica o sistema de defesa das células contra ações tóxicas das ERO e de 

outros intermediários biológicos reativos, podendo levar a um quadro de injúria e morte 

celular. Li et al. (2003) observaram reduções significativas nos conteúdos de GSH dos 

hepatócitos de carpa comum expostas a 10 µg MC-LR/L, entretanto Atencio et al. 

(2008) não observaram diferenças entre os níveis de GSH após 96 h de exposição à 

doses orais de MC-LR em várias concentrações (5, 11, 25 e 55 µg MC-LR/peixe) no 

peixe tenca (Tinca tinca). 

Como já descrito anteriormente, a peroxidação lipídica (LPO) tem sido descrita 

como o maior contribuinte para a perda das funções celulares sob o estresse oxidativo 

(STOREY, 1996), além de ser talvez o mais estudado componente do dano oxidativo 

aos sistemas biológicos (TOCHER et al., 2002). Apesar de alguns estudos indicarem 

que as brânquias são o tecido mais sensível à indução de LPO por xenobióticos 

devido à sua menor capacidade antioxidante em comparação a outros órgãos 

(SAYEED et al., 2003), no presente estudo não foram observadas alterações nos 

níveis de LPO das brânquias de B. amazonicus. Embora não tenha ocorrido LPO no 

tecido branquial, houve um aumento massivo (317%) nos níveis de proteína 

carbonilada, o que indica que houve oxidação proteica, mostrando um cenário de 

estresse oxidativo nas brânquias. Aumentos no número de grupos carbonil tem 

relação com o dano proteico causado pelo estresse oxidativo (SHAETER et al., 1994). 

Esse grupamento carbonil pode ser adicionado a proteínas por várias vias diferentes, 

dentre elas pela ação das ERO (GRUNE, 2000; REQUENA et al., 2003). A ação das 
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ERO pode levar à formação de derivados carbonilados, em um processo que é 

irreversível, levando a alterações conformacionais nas proteínas, diminuindo a 

atividade catalítica das enzimas e/ou aumentando a susceptibilidade das proteínas à 

ação de proteases, resultando em quebra de cadeias polipeptídicas (ALMROTH et 

al.,2005). As proteínas exercem os mais diversificados papéis em praticamente todos 

os tecidos, de maneira que danos oxidativos podem afetar as suas principais funções, 

como receptores, enzimas, anticorpos, proteínas de transporte, dentre outras, 

causando alterações funcionais na célula (GARCEZ et al., 2004, NYSTRÖM, 2005). A 

análise dos efeitos das MCs sobre a oxidação proteica em peixes na literatura é muito 

escassa, e os poucos trabalhos se concentram na dosagem hepática somente, de 

maneira que pelo que temos conhecimento esse é o primeiro estudo que analisa esse 

efeito em brânquias. Dentre os trabalhos que têm mostrado diferentes respostas nos 

níveis de oxidação proteica frente à exposição à MC-LR no fígado, destaca-se o de 

Atencio et al. (2008) que não observou danos proteicos ao fígado do ciprinídeo Tinca 

tinca após 96 h de exposição à doses orais de MC-LR em várias concentrações (5, 11, 

25 e 55 µg MC-LR/peixe) e o de Prieto et al. (2007) que constataram aumentos de 1,5 

e 1,3 vezes no conteúdo de proteína carbonilada no fígado de tilápias expostas a 120 

µg MC-LR/peixe sacrificadas a 24 e 72 horas respectivamente. O aumento expressivo 

no conteúdo de proteína carbonilada da ordem de 317%, juntamente com a falta de 

observação do aumento na LPO do tecido branquial do grupo exposto à MC-LR pode 

indicar que a oxidação proteica seja um indicador mais sensível ao dano oxidativo 

exercido pelas microcistinas sobre as brânquias de Brycon amazonicus. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Diante do que foi exposto durante este capítulo podemos concluir, que a 

exposição à MC-LR (100 µg.Kg-1 de massa corpórea) pelo período de 48 horas foi 

capaz de induzir estresse oxidativo em ambos os tecidos analisados, agindo de forma 

diferente em cada órgão amostrado. No fígado o dano oxidativo se deu pela 

peroxidação das membranas lipídicas, evidenciada pelo aumento nos níveis de LPO 

nesse tecido, enquanto que no tecido branquial a oxidação proteica foi a maneira 

preferencial pelo qual o excesso na produção das EROs levou ao dano oxidativo.  

O tecido hepático dos animais expostos à MC-LR apresentou aumento na 

atividade das enzimas GST e GPx, entretanto, essa resposta não foi capaz de conter a 

peroxidação lipídica desse tecido. A resposta antioxidante das brânquias parece ter 

sido inibida pela exposição à MC-LR, visto que as enzimas SOD e GST, bem como os 

níveis de GSH diminuíram nesse tecido, incapacitando-o de combater a formação das 

EROs, o que levou à oxidação proteica observada nas brânquias.  

Essas observações nos indicam que a brânquia é o tecido mais sensível aos 

efeitos da MC-LR em Brycon amazonicus. 
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CAPÍTULO V       

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DA MICROCISTINA-LR SOBRE BIOMARCADORES DO 

ESTRESSE OXIDATIVO EM TRAÍRA, Hoplias malabaricus  

(BLOCH, 1794) 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Estudos recentes tem indicado a capacidade das MCs de alterar o sistema de 

defesa antioxidante e/ou produzir estresse oxidativo em diversas espécies aquáticas 

(AMADO & MONTSERRAT, 2010). A exposição às microcistinas (MCs), como já 

citado, vem sendo referida como indutora da produção de EROs, levando à 

peroxidação lipídica, oxidação proteica, dano no DNA, danos mitocondriais, mudanças 

nas atividades das enzimas antioxidantes, entre outros (LI et al., 2003; JOS et al., 

2005; PRIETO et al., 2007; DING & ONG, 2003). Entretanto são relativamente 

escassos os estudos relacionando as MCs com o estresse oxidativo em peixes 

Neotropicais como a traíra e o matrinxã.  

No ambiente natural, sabe-se que as florações de cianobactérias podem induzir 

a formação de EROs nos organismos aquáticos, simplesmente por gerar ciclos de 

hiperoxia/anoxia através dos processos de respiração e fotossíntese, fato já observado 

em florações de cianobactérias dos gêneros Anabaena e Microcystis (SEKI et al., 

1980). De maneira análoga ao que ocorre no meio natural, podem ocorrer dentro dos 

organismos processos de isquemia e reperfusão. Nesses processos, subsequente a 

uma queda no fluxo de oxigênio, ocorre a reperfusão, que é o retorno do sangue 

trazendo oxigênio novamente ao tecido. A própria reperfusão causa um aumento na 

geração de EROs devido à alterações no transporte de elétrons na mitocôndria, 

levando à oxidação proteica, LPO, dano mitocondrial dentre outros (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007).  

O matrinxã é um peixe típico das bacias Amazônica e do Araguaia-Tocantins 

(HOWES, 1982), enquanto que a traíra habita as bacias do Amazonas, São Francisco, 

Paraíba, Paranaíba, Doce, Paraná (incluindo o Rio Mogi-Guaçu) e nos grandes e 

pequenos açudes do Nordeste (PAIVA, 1972; GODOY, 1975). Trata-se de dois 

animais de grande dispersão dentro do território nacional e também de alguns 

territórios fronteiriços. A ocorrência de florações de cianobactérias já foi identificada 

em diversos rios componentes das bacias hidrográficas que servem de habitats 

dessas espécies. Estados como São Paulo, Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do 

Sul, Distrito Federal, Pernambuco, Alagoas, Pará e Rio de Janeiro já apresentaram 

ocorrências de florações de cianobactérias (LAGOS et al., 1999; CONTE et al., 2000; 

YUNES et al., 2003, VIEIRA et al., 2005). Nesse contexto, a exposição dessas 

espécies às MCs em seu habitat natural tem sido cada vez mais recorrente, e a 

necessidade de se entender o funcionamento dos mecanismos fisiológicos de defesa 

desses animais a essa exposição, visando uma prevenção de danos às espécies, 

deve crescer na mesma proporção.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Animais utilizados 

 

Exemplares juvenis e de ambos os sexos de matrinxã, Hoplias malabaricus, 

foram adquiridos na piscicultura Santa Cândida, Santa Cruz da Conceição, SP. Após a 

coleta, os peixes foram transportados para o Laboratório de Zoofisiologia e Bioquímica 

Comparativa do Departamento de Ciências Fisiológicas da UFSCar, onde foram 

mantidos em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de recirculação de água 

aerada e termostatizada (25 ± 1°C), por um período mínimo de 30 dias para 

aclimatação às condições laboratoriais. Durante esse período foram com carne de 

peixe (tilápia) de uma a duas vezes por semana. 

 

2.2. Delineamento experimental 

 

Após o período de aclimatação, os exemplares de Brycon amazonicus foram 

pesados (WT =167,2 ± 51,3 g) divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: 

o grupo controle (Controle, n = 8) e o grupo exposto à toxina (Mcis n = 8). Os peixes 

do grupo Mcis receberam uma injeção intraperitoneal (0,5 mL de salina 0,9%) do 

extrato liofilizado da cepa RST9501 de M.aeruginosa, contendo a toxina MC-LR na 

concentração de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea. Após a injeção esperou-se durante 

um período de 48h até a coleta das amostras de tecidos. Durante esse período os 

animais ficaram separados em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de 

recirculação de água aerada e termostatizada (25 ± 1°C). 

 

2.3. Coleta de Amostras, procedimentos bioquímicos, análise da atividade das 

enzimas Antioxidantes e tratamento estatístico dos dados. 

 

Todos os procedimentos e parâmetros analisados bem como a análise dos 

dados encontram-se descritos com maiores detalhes no capítulo anterior (Capítulo IV). 

 

3. RESULTADOS  

 

3.1. Análise da atividade das enzimas antioxidantes em Hoplias malabaricus. 

 

A seguir são apresentados graficamente os resultados obtidos na análise das 

respostas das enzimas antioxidantes frente à exposição (via injeção intraperitoneal) ao 
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extrato liofilizado contendo MC-LR na dose de 100 µg.Kg-1 de massa corpórea durante 

o período de 48horas.  

 No fígado de Hoplias malabaricus, a exposição à MC-LR induziu aumento 

significativo apenas na atividade da enzima GPX, sendo que tal aumento foi de 100% 

em relação aos valores do grupo Controle. Entretanto, como pode ser observado na 

figura 1, as enzimas SOD, CAT e GST não apresentaram alterações em suas 

atividades nesse tecido. 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. Atividades das enzimas antioxidantes no fígado dos grupos Controle (n = 8) e 

exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Hoplias malabaricus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: 

indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05). 
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As atividades das enzimas SOD e GPx aumentaram significativamente nas 

brânquias do grupo Mcis (98% e 73% respectivamente), embora CAT e GST não 

tenham mostrado diferenças significativas em suas atividades em comparação ao 

grupo Controle. 

Esses resultados podem ser observados na figura 2. 

 

 

 
 

 

FIGURA 2. Atividades das enzimas antioxidantes das brânquias dos grupos Controle (n = 8) e 

exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Hoplias malabaricus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: 

indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05). 

 

 

3.2. Análise de Antioxidante Não-Enzimático (Glutationa reduzida – GSH) 

O nível de glutationa reduzida observado no fígado do grupo Mcis foi 70 % maior 

em comparação ao Controle, porém nas brânquias não houve diferença significativa entre 

os grupos. Na figura 3 estão representados graficamente esses dados. 
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FIGURA 3. Níveis de glutationa reduzida (GSH - μmol. g tecido
-1

) no fígado e brânquias dos 

grupos Controle (n = 8) e exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Hoplias malabaricus. Valores 

médios ± 1 E.P.M. *: indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05). 

 

3.3. Análise dos Níveis de Oxidação de Proteínas 

Como podemos observar na figura 4, não ocorreram alterações significativas nos 

níveis de proteína carbonildada em nenhum dos tecidos analisados (fígado e brânquias) 

de ambos os grupos, Controle e Mcis. 
 

 
 

 

 

FIGURA 4. Níveis de proteína carbonilada (PC – nmol. mg proteína
-1

) no fígado e brânquias 

dos grupos Controle (n = 8) e exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de Hoplias malabaricus. 

Valores médios ± 1 E.P.M. *: indica diferença significativa entre os grupos experimentais. (p < 

0,05). 
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3.4. Análise dos Níveis de Peroxidação Lipídica 

Os níveis de peroxidação lipídica, avaliada pela variação nos níveis de 

equivalentes de cumeno hidroperóxido (CHP), não sofreram alterações no fígado de 

Hoplias malabaricus. Todavia, foi observado que os valores da peroxidação lipídica 

nas brânquias do grupo Mcis foram 53% maiores do que os encontrados para o grupo 

controle nesse tecido (Fig 5). 

 

 
 

 

FIGURA 5. Níveis de equivalentes de cumeno hidroperóxido (CHP – nmol. mg proteína
-1

) no 

fígado e brânquias dos grupos Controle (n = 8) e exposto à microcistina, Mcis (n = 8) de 

Hoplias malabaricus. Valores médios ± 1 E.P.M. *: indica diferença significativa entre os grupos 

experimentais. (p < 0,05). 

 

4. DISCUSSÃO. 

 

4.1 Respostas do sistema de defesa antioxidante de Hoplias malabaricus 

expostos ao extrato liofilizado contendo MC-LR (100 µg/Kg-1 de massa corpórea). 

A geração das ERO está envolvida na etiologia de várias doenças humanas 

(HALLIWELL, 1987), e é provável que exerça mesmo papel em peixes (WINSTON & 

DI GIULIO, 1991). Entretanto, as ERO formadas nos tecidos são neutralizadas pelo 

sistema de defesa antioxidante que nos organismos aquáticos é formado por algumas 

enzimas específicas (SOD, CAT, GPx, entre outras) e moléculas orgânicas como o 

GSH (LIVINSGTONE, 2001). Como descrito anteriormente, as MCs vêm sendo 

descritas como formadoras de ERO e produtos do dano oxidativo (DING et al., 1998; 

DING & ONG, 2003; WENG et al., 2007) em diversos tecidos de peixes (ATENCIO et 

al., 2008; PRIETO et al., 2006; PRIETO et al., 2007; JOS et al., 2005).  

No fígado das traíras do presente estudo, a exposição ao extrato liofilizado 

contendo MC-LR induziu aumentos na atividade da GPx (100%) e nos níveis de GSH 

(70%), enquanto que SOD, CAT e GST não exibiram alterações em suas atividades. O 

aumento na resposta antioxidante evidenciada pelo aumento da GPx e GSH foi 
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suficiente para neutralizar os efeitos das ERO, dado que não foram observadas 

oxidação proteica e peroxidação lipídica. A atividade da GPx é de suma importância 

no combate à LPO, dado que essa enzima está envolvida diretamente na remoção de 

peróxidos orgânicos (ZHANG et al., 2004), de maneira que aumentos em sua atividade 

refletem provavelmente uma adaptação às condições oxidativas as quais o peixe foi 

exposto (LENARTOVA et al., 1997). Essa resposta adaptativa caracterizada por 

aumentos na atividade da GPx em resposta à formação de ERO decorrente da 

exposição à microcistinas, já foi descrita em alguns estudos com teleósteos em 

diferentes fases do desenvolvimento (JOS et al., 2005; LI et al., 2003; WIEGAND et 

al., 1999) e parece ser condizente com o que foi observado em nosso estudo. 

A GSH está envolvida em um número grande de funções celulares de extrema 

importância como neutralização de ERO, detoxificação de compostos eletrofílicos, 

manutenção da relação tiol-dissulfeto e transdução de sinais (DROGE, 2002). De 

acordo com Zhang et al. (2004), o estresse oxidativo moderado pode elevar os níveis 

de GSH como resposta adaptadora por meio de indução de sua síntese. Estudos 

como de Blaha et al. (2004) verificaram aumentos nos níveis hepáticos de GSH de 

carpas prateadas expostas à florações de cianobactérias, observação que está de 

acordo com o aumento dos níveis de GSH exibido no presente trabalho. A elevação no 

conteúdo de GSH pode estar relacionada ao aumento da atividade da GPx exibido no 

fígado, dado que essa enzima, como descrito anteriormente, utiliza esse tripeptídeo 

como substrato para sua atividade catalítica. Ademais, a despeito da detoxificação das 

MCs através da conjugação com a GSH mediada pela GST (descrito anteriormente), 

sabe-se que a GSH pode desenvolver um importante papel detoxificante através de 

sua ação direta em processos como neutralização de EROs, restauração de moléculas 

pela doação de hidrogênio, redução de peróxidos e manutenção dos grupamentos tióis 

das proteínas em estado reduzido (NOVELLI, 2005). Li et al. (2003) sugerem que a 

GSH tem participação na eliminação direta de EROs em fígado de carpa comum (10 

µg MC-LR/peixe). De maneira complementar Xu et al. (2000) verificaram que a injeção 

intraperitoneal de GSH teve efeito preventivo no fígado do ciprinídeo 

Ctenopharyngodon idellus exposto à injeção i.p de MC-LR (100 µg MC-LR/Kg). Esses 

autores observaram que na ausência da dose de GSH o tecido hepático exibia graves 

lesões que foram abolidas após a administração da glutationa. Outros autores 

constataram efeito protetor semelhante em camundongos e outros animais 

(HERMANSKY et al., 1991; TAKENAKA & OTSU, 1999). 

Em condições normais, o sistema de defesa antioxidante é capaz de garantir a 

manutenção do estado redox celular, promovendo de maneira eficiente a eliminação 

das ERO produzidas pelo metabolismo basal e, consequentemente protegendo a 
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célula contra as lesões oxidativas (OLIVEIRA et al., 2004). Nesse contexto, é possível 

que mesmo sem alterações na atividade de SOD, CAT e GST, o sistema de defesa 

antioxidante foi capaz de evitar danos celulares (LPO e oxidação proteica) de maneira 

eficiente, preferencialmente através da ação da GPx, trabalhando na detoxificação de 

peróxidos orgânicos e H2O2, e da GSH atuando tanto como substrato da GPx quanto 

através de sua ação direta na eliminação das ERO e das microcistinas. 

No tecido branquial de Hoplias malabaricus a exposição à MC-LR foi 

responsável por induzir resposta antioxidante através do aumento na atividade das 

enzimas GPx (73%) e SOD (98%). As enzimas CAT e GST não apresentaram 

alterações, bem como os níveis de GSH que permaneceram semelhantes aos do 

grupo Controle. A resposta antioxidante exibida por SOD e GPx não foi suficiente para 

conter a propagação da peroxidação lipídica (LPO), que aumentou significativamente 

estabelecendo um quadro de estresse oxidativo nesse tecido.  

A SOD, juntamente com CAT e a GPx, constituem uma das principais defesas 

antioxidantes que atuam nos organismos superiores (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1989). A indução simultânea do sistema SOD-CAT é uma resposta usualmente 

observada após a exposição a poluentes (DIMITROVA et al., 1994), embora no 

presente estudo essa relação não tenha sido observada nas brânquias de traíra. A 

superóxido dismutase apresenta alta especificidade para o ânion superóxido, não 

sendo conhecido nenhum outro substrato para essa enzima (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1989). Dessa forma, os aumentos de atividade exibidos pela SOD 

foram provavelmente para atender à demanda na dismutação do ânion superóxido 

gerado pela exposição à MC-LR. Corroborando nosso estudo, respostas semelhantes 

relacionando aumento na atividade da SOD com a exposição à MCs foram observadas 

em tilápias expostas à MC-LR em diferentes doses e vias de exposição (PRIETO et 

al., 2006; JOS et al., 2005). O aumento na atividade da SOD tem como efeito direto 

elevação na produção de H2O2, um peróxido que possui uma meia vida longa sendo 

capaz de atravessar as camadas lipídicas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997) 

podendo assim exibir efeito oxidante em tecidos distintos de onde foi formado. No 

presente estudo é possível que o aumento na atividade da enzima GPx tenha sido 

uma resposta a essa elevação na produção de H2O2, dado que essa enzima exerce 

papel fundamental na detoxificação de H2O2 e peróxidos orgânicos (ZHANG et al., 

2004). As microcistinas atuam na inibição das fosfatases protéicas de serina/treonina, 

em particular as do tipo 1 e 2A (PP1 e PP2A) (HONKANEN et al., 1990; 

MACKINTOSH et al., 1990), sendo que a inibição destas fosfatases leva a um estado 

de hiperfosforilação de proteínas (CARMICHAEL, 1994). Alguns estudos tem 

demonstrado que esse estado de hiperfosforilação gerado pela ação das MCs nos 
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tecidos é um dos mecanismos pelos quais as microcistinas induzem aumentos na 

atividade de enzimas como a GPx (GEHRINGER et al., 2004; LO et al., 2004; 

OKAMURA et al., 2009; CAO et al., 2003). Dessa forma, o aumento na GPx observado 

no tecido branquial pode ser resultante da hiperfosforilação causada pela MC-LR, da 

resposta ao H2O2 formado pela SOD e também de sua atuação sobre lipoperóxidos.  

A CAT não apresentou alterações em sua atividade, o que pode indicar que o 

aumento na atividade da GPx conseguiu suprir a demanda pelo metabolismo de H2O2, ou 

mesmo que essa enzima teve seu aumento inibido pela ação da MC-LR, em um 

mecanismo já descrito anteriormente neste estudo (MORENO et al., 2005).  

Embora já descrita como enzima atuante no principal mecanismo de 

detoxificação das MCs em uma grande variedade organismos aquáticos 

(PFLUGMACHER et al., 1998; TAKENAKA et al., 2001), a atividade da GST não exibiu 

aumentos no tecido branquial do presente trabalho. Sabe-se que para a manutenção 

da atividade catalítica da GPx e GST é necessário o controle do nível de GSH 

(JONES, 1995). Sendo assim, é possível que a GST tenha tido o aumento em sua 

atividade inibido pela escassez de substrato (GSH), dado que além do aumento da 

GPx, não foram observados aumentos nos níveis de GSH nas brânquias avaliadas. 

Dessa maneira, pode ser que a ausência de GSH em grandes quantidades no tecido 

branquial não tenha possibilitado um aumento da atividade detoxificante da GST frente 

à exposição à MC-LR. Como citado acima, no presente estudo não foram observados 

aumentos nos níveis de GSH no tecido branquial de H. malabaricus. Sabe-se que a 

principal fonte de GSH no plasma é o tecido hepático (KAPLOWITZ et al., 1985), de tal 

maneira que é possível que a GSH plasmática tenha sido capaz de fornecer 

quantidades suficientes para a atividade da GPx nas brânquias, entretanto, é provável 

que esse aporte de GSH via plasma não tenha sido suficiente para promover 

concomitantemente aumentos na atividade da GST, que acabou por apenas manter 

seus níveis basais de atividade.  

Aumentos no nível de proteína carbonilada está geralmente correlacionado 

com o dano proteico causado pelo estresse oxidativo (SHAETER et al., 1994), dessa 

maneira, a quantificação do níveis de proteína carbonilada (PC) é usada como 

avaliação do dano oxidativo em proteínas (FAGAN et al., 1999). Entretanto, não foram 

observadas alterações nos conteúdos de PC nas brânquias do presente estudo. 

Sayeed et al. (2003) sugere que as brânquias estão mais sujeitas à ocorrência de 

danos oxidativos por meio da LPO, essa afirmação corrobora o que foi observado nas 

brânquias de H. malabaricus do presente estudo e talvez indique uma predisposição 

maior ao dano oxidativo via LPO em detrimento da oxidação proteica nesse tecido 

para essa espécie. 
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Diversos estudos têm observado aumento nos níveis de LPO nas brânquias de 

peixes expostos às MCs (JOS et al., 2005; PRIETO et al., 2006; PRIETO et al., 2007). 

As respostas antioxidantes elicitadas pela exposição à MC-LR no tecido branquial de 

Hoplias malabaricus, através do aumento da SOD e GPx, não foram capazes de 

conter a peroxidação lipídica, levando ao estresse oxidativo. É notório que algumas 

isoformas da GST também apresentam atividade de GPx, por atuarem diretamente na 

desintoxicação de hidroperóxidos de lipídio (BARLING et al., 1993). As enzimas GST e 

GPx tem papel importante em minimizar o acúmulo de produtos tóxicos da 

peroxidação lipídica como malondialdeído, hidroxinonenal e hidroperóxidos lipídicos 

(HERMES-LIMA et al., 1998; PROHASKA JR, 1980). Nesse contexto, GPx e GST 

teriam a potencialidade de desintoxicar o tecido branquial dos produtos da LPO 

contendo seu avanço e impedindo o estresse oxidativo observado. Entretanto, a 

atividade da GPx possivelmente ficou direcionada à conversão do peróxido de 

hidrogênio formado pela SOD, já que a CAT não exibiu aumentos em sua atividade. 

Por sua vez a GST, que poderia atuar diretamente na desintoxicação de 

hidroperóxidos de lipídios também não teve alterações em sua atividade. Dessa forma, 

é provável que esse cenário tenha possibilitado a propagação da LPO gerando o dano 

oxidativo observado na superfície branquial das traíras analisadas no presente estudo. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Nossos resultados nos permitem concluir que a exposição à MC-LR via injeção 

intraperitoneal, induziu resposta antioxidante no tecido hepático de Hoplias 

malabaricus, através do aumento da atividade da enzima GPx e do conteúdo de GSH 

hepático. Essa resposta exibida pelo fígado foi capaz de conter a propagação da 

peroxidação lipídica e impedir a oxidação de proteínas, neutralizando os efeitos da 

MC-LR na formação das EROs e prevenindo assim o dano oxidativo.  

Nas brânquias das traíras expostas à MC-LR também houve indução de 

resposta antioxidante, observada através da atividade elevada das enzimas GPx e 

SOD. Entretanto, esses aumentos não foram capazes de conter a formação das EROs 

e de lipoperóxidos, o que levou ao estabelecimento de um quadro de estresse 

oxidativo, evidenciado pelo aumento da lipoperoxidação do tecido branquial. 

Diante dos dados obtidos, é possível que em Hoplias malabaricus as brânquias 

sejam um indicador mais sensível do dano oxidativo gerado pela exposição à MC-LR 

do que o fígado. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Embora nas últimas décadas tenha havido um expressivo aumento na 

preocupação e debate em relação à preservação do meio ambiente, principalmente no 

quesito qualidade e disponibilidade de água, a contaminação aquática derivada da 

ação antrópica tem tomado proporções epidêmicas. As atividades industriais, 

agropecuárias e sanitárias tem contribuído sobredemanda para o aumento de 

episódios de eutrofização em fontes de água indispensáveis à vida humana e animal. 

Esse quadro tem favorecido o surgimento cada vez maior de episódios de intoxicação 

por toxinas derivadas das florações de cianobactérias. 

Em nosso país, a legislação que discorre sobre os limites da exposição às 

cianobactérias é recente e foi criada em resposta a acontecimentos desastrosos nos 

quais seres humanos foram vitimados devido à ação das cianotoxinas. A despeito de 

toda a importância de se proteger a vida humana contra quaisquer problemas 

advindos da exposição a contaminantes aquáticos, se faz necessária uma abordagem 

mais integrativa a fim de se proteger também a vida animal, inclusive para que 

possamos utilizar seu bem estar como indicador de qualidade do sistema hídrico do 

qual dispomos. Dessa forma, estudos como o presente servem de modelo para manter 

a qualidade e integridade dos representantes da ictiofauna brasileira, uma vez que os 

peixes, além de sua extensa importância ecológica possuem grande potencial 

comercial, sendo em diversos países a principal fonte de proteína utilizada por uma 

vasta população.  

Este trabalho apresenta uma abordagem inovadora, dado que analisa a função 

cardiorrespiratória em normóxia e frente à hipóxia gradual após a exposição à 

microcistina-LR, além de estudar os efeitos dessa toxina sobre biomarcadores do 

estresse oxidativo estabelecendo uma ligação entre mecanismos lesivos da toxina nos 

tecidos, com as respostas cardiorrespiratórias que os animais utilizam para compensar 

a diminuição da disponibilidade de oxigênio em um ambiente eutrofizado. Dessa 

maneira foi possível obter uma visão abrangente das alterações fisiológicas que a 

microcistina pode causar em duas espécies representantes de nossa vasta ictiofauna. 

Essa forma de estudar esses efeitos nos possibilitou a realização de um estudo 

pioneiro e muito elucidativo, que abre caminho para outras abordagens em estudos 

futuros que venham a desvendar aspectos que não foram investigados em nosso 

trabalho.  

Em relação à contribuição científica, nossos dados fornecem indícios 

relevantes para posteriores estudos com as espécies Brycon amazonicus e Hoplias 

malabaricus, além de suscitarem novas questões acerca dos efeitos espécie-
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específicos das microcistinas, os quais merecem aprofundamento. De maneira 

complementar, esta tese busca esclarecer quais são os efeitos da microcistina-LR em 

duas espécies ecologicamente distintas, com o intuito de estabelecer um panorama 

sobre a ictiofauna brasileira, objetivando ser relevante na preservação de uma gama 

maior de espécies. 

A exposição à microcistina-LR em dose aguda via intraperitoneal, induziu 

estresse oxidativo e alterou as respostas cardiorrespiratórias em ambas as espécies. 

A maior contribuição dessa tese é reconhecer que há claros indícios de que os efeitos 

da microcistina são espécie-específicos e se manisfestam de maneira distinta quanto 

ao mecanismo de lesão tecidual nas espécies estudadas. De maneira geral a espécie 

Brycon amazonicus se mostrou mais sensível ao efeito da MC-LR, uma vez que houve 

mortes durante a realização dos experimentos cardiorrespiratórios e indução de 

estresse oxidativo em todos os tecidos avaliados nos peixes contaminados. Embora 

tenha se mostrado mais resistente em comparação ao matrinxã, Hoplias malabaricus 

exibiu alterações importantes em suas respostas fisiológicas, as quais podem diminuir 

sua capacidade de sobrevivência em situações adversas. Tomadas em conjunto, as 

alterações observadas em ambas as espécies podem reduzir a capacidade 

compensatória desses animais a variações que naturalmente ocorrem no decorrer do 

seu ciclo de vida, diminuindo suas chances de sobrevivência, sua capacidade de 

migração durante o período reprodutivo e até mesmo predação. 

Em um contexto ecológico, a exposição de uma população a tais efeitos pode 

ter consequências drásticas sobre a diversidade de espécies dentro de um 

ecossistema. Dentro de um cenário onde não há perspectivas de diminuição da 

ocorrência de eutrofização nos corpos d’água faz-se necessário o monitoramento para 

que seja possível evitar grandes prejuízos ambientais. Estudos como o presente 

podem ser realizados em um maior número de espécies gerando informações que 

venham a elucidar de maneira cada vez mais abrangente os mecanismos de ação das 

microcistinas sobre a vasta ictiofauna de nosso país. 
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ANEXO  

DETALHAMENTO DOS PROCEDIMENTOS ESTATÍSTICOS 

Metodologia 

 

A primeira tentativa de como resolver este problema foi aplicar técnicas de análise de 

perfis, a qual possibilita saber se existe ou não efeito do grupo, do oxigênio, e da 

interação entre estas duas variáveis. 

Após a análise exploratória, foi investigado se os dados seguem normalidade 

multivariada e se possuem matriz de variância-covariância constante, que são 

suposições necessárias para fazer uma análise de perfis. 

Porém, mesmo utilizando métodos alternativos de transformações de dados, estas 

suposições não foram atendidas e não foi possível definir uma distribuição para as 

medidas de interesse.  

Isso ocorre devido à existência de superdispersão dos dados, ou seja, os dados 

apresentam uma dispersão maior do que a da distribuição ajustada pela média. 

Devido ao fato do tamanho da amostra utilizada ser pequena, tornou-se inviável a 

utilização de técnicas multivariadas. 

Logo, uma solução foi trabalhar com cada medida de forma univariada e utilizar 

equações de estimação generalizada, através do método da Quase-Verossimilhança, 

em que não é necessário conhecer a distribuição da variável de interesse. Este 

método leva em consideração a dependência entre as observações (referente ao 

mesmo peixe nas diferentes tensões de oxigênio) e, para estimar os parâmetros, 

utiliza-se apenas a média e variância. Para este trabalho, foi utilizada uma estrutura de 

correlação constante estimada a partir dos dados. 

Além disso, o teste bilateral utilizado para verificar a significância das variáveis 

considera a distribuição Normal para definir a região crítica, na qual rejeita-se a 

hipótese nula. A hipótese nula, neste caso, indica que o parâmetro da variável que 

está sendo testada é nulo. 

 
Figura 2 - Região Crítica para Normal bilateral 
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Para as variáveis VG, VT e VG/VO2, o método de Quase-Verossimilhança não se 

adequou bem aos dados. Logo, ao observar que a distribuição destas variáveis 

sugeria uma Gama, foi possível utilizar modelos lineares generalizados com 

distribuição Gama, que, embora também não seja o modelo mais adequado para este 

tipo de dados, apresentou resultados compatíveis com o esperado e visto na análise 

descritiva. 

 

Resultados para a espécie Traíra 

Variável Taxa Metabólica (VO2) 

 

O modelo proposto para esta variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝛽7𝐷6𝑖 + 𝜀𝑖 

 

Em que Y é a variável resposta (VO2), X1 é variável indicadora da covariável grupo 

(X1=1 indica grupo experimental), D1, ..., D7 são variáveis indicadoras da covariável 

“concentração” de oxigênio, β’s são os parâmetros desconhecidos que deseja-se 

estimar e i representa cada observação, i=1,.., 216. 

As variáveis indicadoras da covariável “concentração” de oxigênio foram criadas de 

forma com que D1 representa o quanto a variável VO2 altera ao mudar de 140 para 

120 a pressão parcial do oxigênio, D2 representa o quanto a variável VO2 altera ao 

mudar de 120 para 100 a pressão parcial do oxigênio, e assim por diante, até que a 

variável D6 representa o quanto a variável VO2 altera ao mudar de 40 para 20. 

Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável VO2 dado pela equação: 

 

𝑌𝑖̂ =  77,56 +  7,23𝑋1𝑖 − 23,03𝐷1𝑖 − 29,86𝐷6𝑖 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio só interfere na taxa metabólica do 

peixe quando é reduzida de 140 para 120 e de 40 para menos. Ao alterar essa 

pressão parcial de 140 para 120, a taxa metabólica reduz em 23,03 unidades de 

medida. Se for alterada de 40 para 20, a taxa metabólica reduz em 29,86 unidades de 

medida.  

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a taxa 

metabólica aumenta em 7,23 unidades de medida, independente da pressão parcial do 

oxigênio. 

 

Variável Extração de Oxigênio (EO2) 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, o modelo proposto para esta 

variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝛽7𝐷6𝑖 + 𝜀𝑖 

 

Em que Y agora representa a variável resposta EO2. 
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Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável EO2 dado pela equação: 

 

𝑌𝑖̂ =  58,21 − 11,81𝑋1𝑖 

 

Isto significa que, para esta medida fisiológica não há evidências estatísticas 

suficientes para afirmar que a redução na pressão parcial do oxigênio interfere nesta 

medida nos peixes da espécie Traíra. 

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a extração de 

oxigênio diminui 11,81 unidades de medida. 

 

Variável Ventilação Branquial (VG) 

 

Neste caso, optou-se por utilizar um modelo linear generalizado com distribuição 

Gama (como sugere o histograma da variável resposta). Com isso, a função de 

ligação que apresentou melhor ajuste foi a própria identidade. Logo, o modelo 

proposto para esta variável é dado por:  

 

µ =  𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝐷1 + 𝛽3𝐷2 + 𝛽4𝐷3 + 𝛽5𝐷4 + 𝛽6𝐷5 + 𝛽7𝐷6 

 

Em que µ representa a média da variável resposta VG e os demais elementos são 

definidos da mesma forma que em modelos de estimação generalizada. 

Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável VG dado pela equação: 

 

 

µ̂ =  521,74 +  296,88𝑋1 + 393,6𝐷4 + 501,24𝐷5 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio só interfere na ventilação branquial do 

peixe quando é reduzida de 80 para 60 ou de 60 para 40. Ao alterar essa pressão 

parcial de 80 para 60, a ventilação branquial aumenta em 393,6 unidades de medida. 

Já se for alterada de 60 para 40, a ventilação branquial aumenta em 501,24 unidades 

de medida. 

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a ventilação 

branquial aumenta em 296,88 unidades de medida, independente da pressão parcial 

do oxigênio. 

 

Variável Frequência Respiratória (FR) 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, o modelo proposto para esta 

variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝛽7𝐷6𝑖 + 𝜀𝑖 

 

Em que Y agora representa a variável resposta FR. 
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Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável FR dado pela equação: 

 

𝑌𝑖̂ =  93,89 −  5,31𝑋1𝑖 

 

 Isto significa que, para esta medida fisiológica não há evidências estatísticas 

suficientes para afirmar que a redução na pressão parcial do oxigênio interfere nesta 

medida nos peixes da espécie Traíra. 

 Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a 

frequência respiratória diminui em 5,31 unidades de medida. 

 

Variável Volume Ventilatório (VT) 

 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, no caso do modelo linear 

generalizado com distribuição Gama, o modelo proposto para esta variável é dado por: 

 

µ =  𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝐷1 + 𝛽3𝐷2 + 𝛽4𝐷3 + 𝛽5𝐷4 + 𝛽6𝐷5 + 𝛽7𝐷6 

 

Em que µ agora representa a média da variável resposta VT. 

Feito o ajuste do modelo utilizando modelo linear generalizado com distribuição Gama, 

o modelo que melhor se ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em 

um valor predito para a variável VT dado pela equação: 

 

µ̂ =  5,96 +  4,05𝑋1 + 3,59𝐷4 + 5,08𝐷5 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio só interfere no volume ventilatório do 

peixe quando é reduzida de 80 para 60 ou de 60 para 40. Ao alterar essa pressão 

parcial de 80 para 60, o volume ventilatório aumenta em 3,59 unidades de medida. Já 

se for alterada de 60 para 40, o volume ventilatório aumenta em 5,08 unidades de 

medida. 

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, o volume 

ventilatório aumenta em 4,05 unidades de medida, independente da pressão parcial do 

oxigênio. 

 

Variável Frequência Cardíaca (FH) 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, o modelo proposto para esta 

variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝛽7𝐷6𝑖 + 𝜀𝑖 

 

Em que Y agora representa a variável resposta FH. 

Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável FH dado pela equação: 
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𝑌𝑖̂ =  46,69 +  3,95𝑋1𝑖 − 4,38𝐷1𝑖 − 12,35𝐷6𝑖 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio interfere na frequência cardíaca do 

peixe quando é reduzida de 140 para 120 e de 40 para menos. Ao alterar essa 

pressão parcial de 140 para 120, a frequência cardíaca reduz em 4,38 unidades de 

medida, ao alterar essa pressão parcial de 40 para 20, a frequência cardíaca reduz em 

12,35 unidades de medida.  

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a frequência 

cardíaca aumenta em 3,95 unidades de medida, independente da pressão parcial do 

oxigênio. 

Variável Necessidade Ventilatória (VG/VO2)  

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, no caso do modelo linear 

generalizado com distribuição Gama, o modelo proposto para esta variável é dado por: 

µ =  𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝐷1 + 𝛽3𝐷2 + 𝛽4𝐷3 + 𝛽5𝐷4 + 𝛽6𝐷5 + 𝛽7𝐷6 

 

Em que µ agora representa a média da variável resposta VG/VO2. 

Feito o ajuste do modelo utilizando modelo linear generalizado com distribuição Gama, 

o modelo que melhor se ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em 

um valor predito para a variável VG/VO2 dado pela equação: 

 

µ̂ =  6,64 +  2,43 𝑋𝑖 + 3,01𝐷2𝑖 + 3,92𝐷3 + 4,9𝐷4 + 11,69𝐷5 + 31,29𝐷6 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio interfere na necessidade ventilatória do 

peixe, exceto quando é reduzida de 140 para 120. Ao alterar essa pressão parcial de 

120 para 100, a necessidade ventilatória aumenta em 3,01 unidades de medida. Se for 

alterada de 100 para 80, a necessidade ventilatória aumenta em 3,92 unidades de 

medida. Se for alterada de 80 para 60, a necessidade ventilatória aumenta em 4,9 

unidades de medida. Se for alterada de 60 para 40, a necessidade ventilatória 

aumenta em 11,69 unidades de medida. Se for alterada de 40 para 20, a necessidade 

ventilatória aumenta em 31,29 unidades de medida.  

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a necessidade 

ventilatória aumenta em 2,43 unidades de medida, independente da pressão parcial do 

oxigênio. 

 

Resultados para a espécie Matrinxã 

Variável Taxa Metabólica (VO2) 

 

O modelo proposto para esta variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝜀𝑖 

 

Em que Y é a variável resposta (VO2), X1 é variável indicadora da covariável grupo 

(X1=1 indica grupo experimental), D1, ..., D5 são variáveis indicadoras da covariável 

“concentração” de oxigênio, β’s são os parâmetros desconhecidos que deseja-se 

estimar e i representa cada observação, i=1,.., 180. 
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Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável VO2 dado pela equação: 

𝑌𝑖̂ =  55,44 +  5,07𝑋1𝑖  

 

Isto significa que quando a toxina está presente no peixe, a taxa metabólica aumenta 

em 5,07 unidades de medida, independente da pressão parcial do oxigênio. 

Variável Extração de Oxigênio (EO2) 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, o modelo proposto para esta 

variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝜀𝑖 

 

 

Em que Y agora representa a variável resposta EO2. 

Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável EO2 dado pela equação: 

 

𝑌𝑖 =  34,26 − 16,3𝑋1𝑖 − 3,24𝐷5𝑖 + 15,24𝑋1𝑖𝐷5𝑖 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio interfere na extração de oxigênio do 

peixe quando é reduzida de 60 para 40. Ao alterar essa pressão parcial de 60 para 40, 

a extração de oxigênio reduz em 3,24 %.  Porém, com a presença da toxina, a mesma 

aumenta em 12 % nesta mesma situação. Ou seja, neste caso, há presença de 

interação entre essas variáveis. 

Além disso, verificou-se que, apenas pelo fato da presença da toxina, a extração de 

oxigênio também se altera, reduzindo em 16,3 %. 

 

Variável Ventilação Branquial (VG) 

 

Neste caso, optou-se por utilizar um modelo linear generalizado com distribuição 

Gama (como sugere o histograma da variável resposta). Com isso, a função de 

ligação que apresentou melhor ajuste foi a própria identidade. Logo, o modelo 

proposto para esta variável é dado por:  

 

µ =  𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝐷1 + 𝛽3𝐷2 + 𝛽4𝐷3 + 𝛽5𝐷4 + 𝛽6𝐷5 

 

Em que µ representa a média da variável resposta VG e os demais elementos são 

definidos da mesma forma que em modelos de estimação generalizada. 

Feito o ajuste do modelo utilizando modelo linear generalizado com distribuição Gama, 

o modelo que melhor se ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em 

um valor predito para a variável VG dado pela equação: 

 

µ̂ =  950,87 +  1.142,11𝑋1 + 955,03𝐷5 
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Isto significa que a pressão parcial do oxigênio só interfere na ventilação branquial do 

peixe quando é reduzida de 60 para 40. Ao alterar essa pressão parcial de 60 para 40, 

a ventilação branquial reduz aumenta em 955,03 unidades de medida. 

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a ventilação 

branquial aumenta em 1.142,11 unidades de medida, independente da pressão parcial 

do oxigênio. 

 

Variável Frequência Respiratória (FR) 
 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, o modelo proposto para esta 

variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝜀𝑖 

 

 

Em que Y agora representa a variável resposta FR. 

 

Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável FR dado pela equação: 

 

𝑌̂𝑖 =  76,78 +  31,7𝑋1𝑖 + 24,71𝐷5𝑖 

 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio só interfere na frequência respiratória 

do peixe quando é reduzida de 60 para 40. Ao alterar essa pressão parcial de 60 para 

40, a ventilação branquial reduz aumenta em 24,71 unidades de medida. 

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a ventilação 

branquial aumenta em 31,7 unidades de medida, independente da pressão parcial do 

oxigênio. 

 

Variável Volume Ventilatório (VT) 

 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, no caso do modelo linear 

generalizado com distribuição Gama, o modelo proposto para esta variável é dado por: 

 

µ =  𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝐷1 + 𝛽3𝐷2 + 𝛽4𝐷3 + 𝛽5𝐷4 + 𝛽6𝐷5 

 

Em que µ agora representa a média da variável resposta VT. 

Feito o ajuste do modelo utilizando modelo linear generalizado com distribuição Gama, 

o modelo que melhor se ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em 

um valor predito para a variável VT dado pela equação: 

 

µ̂ =  13,46 +  6,99𝑋1 

 

Isto significa que, quando a toxina está presente no peixe, o volume ventilatório 

aumenta em 6,99 unidades de medida, independente da pressão parcial do oxigênio. 
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Além disso, não há evidências estatísticas suficiente para afirmar que a redução na 

pressão parcial do oxigênio interfere nesta medida nos peixes da espécie Matrinxã. 

Variável Frequência Cardíaca (FH) 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, o modelo proposto para esta 

variável é dado por: 

 

𝑌𝑖 =  𝛽0 +  𝛽1𝑋1𝑖 + 𝛽2𝐷1𝑖 + 𝛽3𝐷2𝑖 + 𝛽4𝐷3𝑖 + 𝛽5𝐷4𝑖 + 𝛽6𝐷5𝑖 + 𝜀𝑖 

 

Em que Y agora representa a variável resposta FH. 

 

Feito o ajuste do modelo utilizando estimação generalizada, o modelo que melhor se 

ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em um valor predito para a 

variável FH dado pela equação: 

 

𝑌̂𝑖 =  65,14 − 17,61𝐷5𝑖 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio interfere na frequência cardíaca do 

peixe quando é reduzida de 60 para 40.  

Além disso, não há evidências estatísticas suficiente para afirmar que a presença da 

toxina interfere nesta medida nos peixes da espécie Matrinxã. 

 

Variável Necessidade Ventilatória (VG/VO2) 
 

 

Da mesma forma como já foi definido anteriormente, no caso do modelo linear 

generalizado com distribuição Gama, o modelo proposto para esta variável é dado por: 

 

µ =  𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝐷1 + 𝛽3𝐷2 + 𝛽4𝐷3 + 𝛽5𝐷4 + 𝛽6𝐷5 

 

Em que µ agora representa a média da variável resposta VG/VO2. 

Feito o ajuste do modelo utilizando modelo linear generalizado com distribuição Gama, 

o modelo que melhor se ajustou aos dados e satisfez todas as suposições resultou em 

um valor predito para a variável VG/VO2 dado pela equação: 

 

µ̂ =  10,84 +  7,36𝑋1 + 5𝐷3 

 

Isto significa que a pressão parcial do oxigênio só interfere na necessidade ventilatória 

do peixe quando é reduzida de 100 para 80. Ao alterar essa pressão parcial de 100 

para 80, a necessidade ventilatória aumenta em 5 unidades de medida.   

Além disso, verificou-se que, quando a toxina está presente no peixe, a necessidade 

ventilatória aumenta em 7,36 unidades de medida, independente da pressão parcial do 

oxigênio. 
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Comandos Utilizados no Software R 

 

dados = read.table(file.choose(), header=T) 
attach(dados) 
dados 
 
*** Análise – Traíra *** 
 
# Equações de estimação generalizada 
library(gee) 
 
#VO2 
hist(vo2,xlab="vo2",ylab="frequência",main="Histograma - VO2") 
fit.vo2=gee(vo2~factor(grupo)+factor(oxigenio)+grupo*factor(oxigenio),id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit.vo2) 
fit1.vo2 = gee(vo2~factor(grupo) + d120 + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + 
d10,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.vo2) 
fit2.vo2 = gee(vo2~factor(grupo) + d120 + d20 + d10,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.vo2) 
plot(fit2.vo2$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
 
#EO2 
hist(eo2,xlab="eo2",ylab="frequência",main="Histograma - EO2") 
fit1.eo2 = gee(eo2~factor(grupo)+ d120 + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + 
d10,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.eo2) 
fit2.eo2 = gee(eo2~factor(grupo),id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.eo2) 
plot(fit2.eo2$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
 
#FR 
hist(fr,xlab="fr",ylab="frequência",main="Histograma - FR") 
fit1.fr = gee(fr~factor(grupo)+d120 + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + d10,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.fr) 
fit2.fr = gee(fr~factor(grupo),id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.fr) 
plot(fit2.fr$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
 
#FH 
hist(fh,xlab="fh",ylab="frequência",main="Histograma - FH") 
fit1.fh = gee(fh~factor(grupo) + d120 + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + 
d10,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.fh) 
fit2.fh = gee(fh~factor(grupo) + d120 + d20 + d10,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.fh) 
plot(fit2.fh$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
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# Modelos lineares generalizados com distribuição Gama 
 
#VT 
hist(vt,xlab="vt",ylab="frequência",main="Histograma - VT") 
m1=glm(vt~factor(grupo)+d120 + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + d10,family=(Gamma(link="identity"))) 
# feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m1) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m1)  
m2=update(m1,subset=-c(37)) 
summary(m2)  
m3=glm(vt~factor(grupo)+d60 + d40,family=(Gamma(link="identity"))) # feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m3) 
m4=update(m3,subset=-c(37)) 
summary(m4) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m4)  
#VG 
hist(vg,xlab="vg",ylab="frequência",main="Histograma - VG") 
m1=glm(vg~factor(grupo)+d120 + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + d10,family=(Gamma(link="identity"))) 
# feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m1) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m1)  
m2=update(m1,subset=-c(37)) 
summary(m2)  
m3=glm(vg~factor(grupo)+d60 + d40,family=(Gamma(link="identity"))) # feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m3) 
m4=update(m3,subset=-c(37)) 
summary(m4) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m4)  
 
 
#VG/VO2 
hist(razao,xlab="vg/vo2",ylab="frequência",main="Histograma - VG/VO2") 
m1=glm(razao~factor(grupo)+d120 + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + 
d10,family=(Gamma(link="identity"))) # feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m1) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m1)  
m2=update(m1,subset=-c(13)) 
summary(m2)  
m3=glm(razao~factor(grupo) + d100 + d80 + d60 + d40 + d20 + d10,family=(Gamma(link="identity"))) # 
feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m3) 
m4=update(m3,subset=-c(13)) 
summary(m4) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m4) 
*** Análise -  Matrinxã *** 
 
# Equações de estimação generalizada 
library(gee) 
 
#VO2 
hist(vo2,xlab="vo2",ylab="frequência",main="Histograma - VO2") 
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fit.vo2=gee(vo2~factor(grupo)+factor(oxigenio)+factor(grupo)*factor(oxigenio),id=px,corstr="exchangea
ble")  
summary(fit.vo2) 
fit1.vo2 = gee(vo2~factor(grupo) + d120 + d100 + d80 + d60 + d40,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.vo2) 
fit2.vo2 = gee(vo2~factor(grupo),id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.vo2) 
plot(fit2.vo2$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
 
#EO2 
hist(eo2,xlab="eo2",ylab="frequência",main="Histograma - EO2") 
fit.eo2=gee(eo2~factor(grupo)+factor(oxigenio)+factor(grupo)*factor(oxigenio),id=px,corstr="exchange
able") 
summary(fit.eo2) 
fit1.eo2 = gee(eo2~factor(grupo)+factor(grupo)*d120 + factor(grupo)*d100 + factor(grupo)*d80 + 
factor(grupo)*d60 + factor(grupo)*d40,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.eo2) 
fit2.eo2 = gee(eo2~factor(grupo)+factor(grupo)*d40,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.eo2) 
plot(fit2.eo2$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
 
#FR 
hist(fr,xlab="fr",ylab="frequência",main="Histograma - FR") 
fit.fr=gee(fr~factor(grupo)+factor(oxigenio)+factor(grupo)*factor(oxigenio),id=px,corstr="exchangeable"
) 
summary(fit.fr) 
fit1.fr = gee(fr~factor(grupo)+d120+ d100 + d80 + d60 + d40,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.fr) 
fit2.fr = gee(fr~factor(grupo)+ d40,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.fr) 
plot(fit2.fr$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
identify(fit2.fr$res,pos=T) 
fit3.fr=update(fit2.fr,subset=-c(172))  
summary(fit3.fr) 
plot(fit3.fr$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
 
#FH 
hist(fh,xlab="fh",ylab="frequência",main="Histograma - FH") 
fit.fh=gee(fh~factor(grupo)+factor(oxigenio)+factor(grupo)*factor(oxigenio),id=px,corstr="exchangeable
") 
summary(fit.fh) 
fit1.fh = gee(fh~factor(grupo) + d120 +d80 + d60 + d40,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit1.fh) 
fit2.fh = gee(fh~ d40,id=px,corstr="exchangeable")  
summary(fit2.fh) 
plot(fit2.fh$res,ylab="resíduos",xlab="", main="Gráfico dos Resíduos") 
 
# Modelos lineares generalizados com distribuição Gama 
 
#VT 
hist(vt,xlab="vg",ylab="frequência",main="Histograma - VT") 
m1=glm(vt~factor(grupo)+d120 + d100 + d80 + d60 + d40,family=(Gamma(link="identity"))) # feito para 
VT, VG e VG/VO2 
summary(m1) 
m2=glm(vt~factor(grupo),family=(Gamma(link="identity"))) # feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m2) 
par(mfrow=c(2,2))  
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plot(m2)  
 
#VG 
hist(vg,xlab="vg",ylab="frequência",main="Histograma - VG") 
m1=glm(vg~factor(grupo)+d120 + d100 + d80 + d60 + d40,family=(Gamma(link="identity"))) # feito para 
VT, VG e VG/VO2 
summary(m1) 
m2=glm(vg~factor(grupo)+ d40,family=(Gamma(link="identity"))) # feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m2) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m2)  
 
#VG/VO2 
hist(razao,xlab="vg/vo2",ylab="frequência",main="Histograma - VG/VO2") 
m1=glm(razao~factor(grupo)+d120 + d100 + d80 + d60 + d40,family=(Gamma(link="identity"))) # feito 
para VT, VG e VG/VO2 
summary(m1) 
m2=glm(vt~factor(grupo)+ d80 ,family=(Gamma(link="identity"))) # feito para VT, VG e VG/VO2 
summary(m2) 
par(mfrow=c(2,2))  
plot(m2) 

 

 


