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RESUMO

O metilparation (MP) é um inseticida organofosforado usado mundialmente na agricultura e
aquicultura devido a sua alta atividade contra uma grande variedade de insetos. Em uma
primeira fase do estudo, espécimes de matrinxd (Brycon cephalus) foram expostos a uma
concentracdo subletal (2 mg.L™", 1/3 da CLse-96h) de MP (Folisuper 600%, MP 600 g.L™") por
96h, e sua freqUéncia cardiaca (fy), consumo de oxigénio (VOZ), ventilagao branquial (VG)
e extracdo de oxigénio (EO,) foram medidos, em normdxia e em resposta a hipoxia gradual.
Os peixes desenvolveram uma bradicardia significante em hipdxia moderada, que foi maior
para o grupo exposto ao MP. A \'/O2 foi mantida constante em diversas tensdes de O, da
agua inspirada (P;0;), até que as tensdes criticas de O, (P;0;), de 35 mmHg para o grupo
controle e de 52 mmHg para o grupo exposto ao MP, respectivamente, foram alcangadas. A
VG aumentou, seguindo as mudangas na VOZ, e foi o resultado de um acentuado aumento
no volume ventilatério (V1), mais do que na frequéncia respiratéria (fr). A extragdo de O, foi
mantida constante em aproximadamente 56% para ambos 0s grupos experimentais,
independentemente das tensbes de O, ou da exposi¢cao ao MP. Foram usadas preparacoes
musculares para se testar os efeitos de uma exposicdo & 2 mg.L”" de MP por 96h no
acoplamento excitagado-contragcdo do coracao de B. cephalus. A rianodina (um bloqueador
da liberagdo de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico) reduziu a forca de contragdo em
aproximadamente 70% no ventriculo de B. cephalus, sugerindo que esta espécie utiliza as
reservas intracelulares de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico (RS) durante contragées em
steady-state. A exposicdo ao MP resultou em uma diminuigao significativa na producao de
forca de contracdo e um aumento no tempo para 50% de relaxamento (THR), fornecendo
evidéncias do efeito do MP nas reservas intracelulares de Ca?. As repostas cardio-
respiratorias ao MP podem ser atribuidas aos danos causados ao epitélio branquial,
resultando em prejuizo nas trocas gasosas. Os efeitos da exposicdo ao MP no miocardio
ventricular correspondem ao prejuizo na utilizacdo das reservas intracelulares de Ca** e &
inibicdo da acetilcolinesterase na inervagao do coracéo.



ABSTRACT

Methyl parathion (MP) is an organophosphorus insecticide used worldwide in agriculture and
aquaculture due to its high activity against a broad spectrum of insect pests. In a first phase
of the study, specimens of matrinxd (Brycon cephalus) were exposed to a sublethal
concentration (2 mg.L™, 1/3 of the 96h-LCs) of MP (Folisuper 600°, MP 600 g.L™") for 96h,
and their heart rate (), oxygen consumption ( VO, ), gill ventilation ( V), and oxygen
extraction (EO,) were measured, during normoxia and in response to graded hypoxia. The
fish developed a significant bradycardia during moderate hypoxia, which was higher for the
MP exposed group. \'/O2 was kept constant over a wide range of O, tensions of inspired
water (P;O,), until he critical oxygen tensions (P.O,), 35 mmHg for control group and 52
mmHg for the MP exposed group, respectively, were achieved. VG increased following the
changes in VO, and was the result of an accentuated increase in breath volume, rather than
in breath frequency. Oxygen extraction was kept almost constant at about 56% for both
experimental groups, regardless of ambient oxygen tensions or MP exposure. We used an
isometric muscle preparation to test the effect of a single 96h MP exposure to 2 mg.L™ of MP
on the heart excitation-contraction coupling of B. cephalus. Ryanodine (a blocker of
sarcoplasmic reticulum Ca* release) reduced the force of contraction by approximately 70%
in B. cephalus ventricle, suggesting that this species utilizes the intracellular Ca®* storages of
the sarcoplasmic reticulum (SR) during routine contractions. MP exposure resulted in a
significant decrease in force development and an increase in the time to half relaxation
(THR), providing evidences of the effect of MP on intracellular Ca* stores. Cardio-respiratory
responses to MP can be attributed to damage caused to the gill epithelium, which results in
impaired gas exchange. Effects of MP exposure to the ventricular myocardium correspond to
the SR Ca** storages impairment and to cholinesterase inhibition in nerves supplying the
heart.






1. INTRODUGAO.

Nas ultimas décadas, os efeitos da atividade humana sobre os ecossistemas aquaticos,
e mais particularmente sobre as populacdes de peixes, tém sido objetos de crescente
interesse. O aquecimento global, com mudangas associadas na temperatura e niveis de
oxigénio, as atividades industrial e agropecuaria e a introdugéo de poluentes, a chuva acida
e os efeitos dos disturbios nas relagbes acido-base em ecossistemas aquaticos levam a
necessidade de se entender as bases fisioldgicas da biodiversidade e das capacidades de
diferentes espécies de resistir as mudancas acima citadas. Esta questdo é particularmente
importante para o entendimento de como os contaminantes quimicos, tais como os
pesticidas, podem influenciar esses sistemas.

A fauna ictica constitui-se num recurso alimentar importante, sendo uma fonte protéica
acessivel através da exploragao direta das populagcdes naturais. Embora as populagdes de
peixes paregcam inesgotaveis, a acao antrépica muito tem contribuido para sua redugéao,
tornando-se inevitavel que populagdes mundiais tornem-se cada vez mais dependentes de
peixes cultivados artificialmente.

O ambiente aquatico € um meio no qual o acesso e a penetracdo de agentes
patogénicos tornam-se facilitados e o confinamento dos peixes favorece ainda mais o
aparecimento de doencgas. Assim, o estudo de agentes causadores de patologias nos peixes
€ um campo de crescente importancia em virtude da expansao mundial da piscicultura, pois
se sabe que estes agentes podem provocar elevadas taxas de mortalidade, reducdo das
capturas ou diminui¢ado do valor comercial dos exemplares atacados.

E necessario destacar que no Brasil existem rarissimos estudos com o objetivo de se
testar a eficiéncia e os efeitos secundarios de drogas utilizadas no combate aos parasitos de
peixes, principalmente no que se refere aos peixes criados na piscicultura intensiva.

Os corpos d’agua estdo freqientemente sujeitos a contaminacdo quimica por
atividades agricolas. A aplicagao de pesticidas em areas cultivadas acaba por contaminar o
ambiente aquatico por meio de derramamentos acidentais, lavagem do solo pela chuva,
lavagem de equipamentos e recipientes utilizados nessas pulverizagdes, entre outros.
Vérios pesticidas, incluindo algicidas, herbicidas e inseticidas sado indicados pelos
fabricantes para o controle de pragas em reservatorios e tubulagdes de agua. Esses
produtos tém sido testados e liberados para uso em ou proximo a ambientes aquaticos.
Entretanto, o uso apropriado desses pesticidas em areas aquaticas é especialmente critico.
Derramamentos acidentais e superdosagens podem matar peixes ou causar danos ao seu
habitat, 0 que causara a reducao das populagbes dos mesmos. Além da toxicidade aguda
direta, o uso de pesticidas pode resultar na morte de peixes devido a efeitos secundarios

tais como a depleg¢do de O, nos corpos d’agua (HUNN et al., 1993), ou por diminuicdo na
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fauna de microinvertebrados aquaticos (BYARD, 1999). BLASIAK (1995) reforca a
importancia de se conhecer esses efeitos em tecidos ndo alvos dessas drogas, para se
avaliar melhor a sua aplicabilidade no ambiente.

Os inseticidas organofosforados (OP) s&o usados em todo o mundo para o controle de
uma grande variedade de pragas. De acordo com HOFFMAN et al. (1995), mais de 100
diferentes OPs estdo registrados nos EUA, sendo aplicados em aproximadamente 200
milhdes de acres/ano. Segundo o IBGE, o Brasil é o 5° maior consumidor de pesticidas,
movimentando cerca de US$ 2,5 bilhdes/ano. Dentre os diferentes OPs, o metil paration tem
sido utilizado em larga escala em diversos paises. No Brasil, o metil paration € muito
utilizado para o controle de uma grande variedade de insetos em varias culturas, tais como
algodao, milho, soja, cana-de-agucar e citricos, entre outros. Além disso, € utilizado na
aquicultura, na preparagao de viveiros de recepgao de larvas de peixes com o objetivo de
eliminar parasitos e predadores aquaticos, como larvas de insetos (FIGUEIREDO &
SENHORINI, 1990).

1.1. Metil Paration.

Também conhecido como “o veneno do algodao”, o metil paration (MP) (CsH1oNOsPS)
€ um inseticida OP que tem causado muitos problemas de saude, particularmente em
paises em desenvolvimento, desde sua introdugdo no mercado no inicio dos anos 50. Nos
EUA, sua aplicacdo tem recebido varias restrigbes devido ao uso incorreto. E um pesticida
nao-sistémico, desenvolvido originalmente pela Bayer alema, que mata as pragas
principalmente por envenenamento estomacal (para detalhes, ver http://www.pan-
uk.org/pestnews).

No mercado brasileiro, o produto € comercializado com as seguintes denominagdes:
Folidol 600 (Bayer) e Folisuper 600BR (Agripec).

O paration (PaT) (C4H14NOsPS), precursor do MP, é parcialmente solivel em agua
(20 a 25 ppm), mas seu metabdlito ativo, o paraoxon (Pxn) (CioH1sNOgP), € muito mais
soluvel (2400 ppm). Em agua, o PaT é lentamente hidrolisado para a forma p-nitrofenol e
acido dietilortotiofosforico, sendo tal processo acelerado em meio alcalino (AGUIAR et al.,
2004).

Em solugcado aquosa, o MP tem vida média de 175 dias (U.S. Environmental Protection
Agency n° 100) e de 10 dias a 2 meses no solo (U.S. Environmental Protection Agency n°
207). A taxa de degradacdo aumenta com a temperatura e com a exposi¢ao a luz. Quando
grandes concentragdes de MP atingem o solo, a degradacédo ocorre apenas apos muitos
anos (WAUCHORPE et al., 1992).



Introducdo 3

De acordo com HOWARD (1989), o metil paration se degrada rapidamente na agua do
mar, lagos e rios, com 100% de degradacgao ocorrendo entre 2 semanas a 1 més ou mais. A
degradacéao € mais rapida na agua doce que salgada e na presenca de sedimento. Na agua,
o metil paration é sujeito a fotélise, com uma vida média de 8 dias durante o verdo e 38 dias

no inverno.

1.2. Efeitos do Metil Paration em Humanos.

O MP é rapidamente absorvido na corrente sanguinea pelas rotas normais de
exposicao. Apds a administragao de uma unica dose oral, a maior concentracdo de MP nos
tecidos corporeos ocorre dentro de 1 a 2 horas. Porém, o mesmo nao é acumulado no
organismo, sendo quase completamente excretado pelos rins (via urina) dentro de 24 horas
sob a forma de metabdlitos fendlicos (GALLO & LAWRYK, 1991; KIDD & JAMES, 1991).

O MP afeta primariamente o sistema nervoso e seus efeitos associados a exposicao
aguda sao similares aqueles de outros OPs. Os sintomas sdo comuns aos causados por
inibidores da acetilcolinesterase (AChE) e podem incluir sensacbes de dorméncia e
formigamento, falta de coordenacgédo, dores de cabecga, tontura, tremores, nausea, célicas
abdominais, sudorese, visdo turva, depressdo respiratéria e bradicardia. Dosagens muito
elevadas podem resultar em inconsciéncia, incontinéncia, convulsées e morte. A exposicao
cronica a pequenas doses deste OP (22 a 30 mg/pessoal/dia) resulta em inibicdo da AChE
de hemacias (GALLO & LAWRYK, 1991).

1.3. Efeitos do Metil Paration em Outros Animais.

Segundo MENZER (1991), o MP ¢é altamente téxico para invertebrados aquaticos,
cujas CLsp (concentragdes letais para 50% dos individuos testados) variam em torno de 40
ug/l. KIDD & JAMES (1991) descreveram um efeito moderadamente toéxico do MP em peixes
€ animais que se alimentam de peixes, com valores de CLs, de 1,9 a 8,9 mg/l para espécies
como truta, salmao, peixe dourado, carpas, bagres e percas, entre outras.

Os peixes sdo expostos aos pesticidas por 3 vias primarias: (1) pela absorgcao através
da pele, quando nadam em aguas contaminadas; (2) pela tomada direta do pesticida pelas
branquias durante a respiragdo e (3) por via oral, ingerindo agua. O envenenamento de
peixes pelo consumo de presas contaminadas € denominado envenenamento secundario
(HELFRICH et al., 1996).

Segundo ANTUNES-MADEIRA & MADEIRA (1984) os inseticidas OP se acumulam
nas membranas, especialmente em células musculares, alterando sua fluidez. Devido a esta
caracteristica, as enzimas ligadas a membrana s&o o alvo preferencial dos efeitos do MP.

Os inseticidas OPs paration e metilparation também alteram a atividade da enzima
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(Ca**+Mg*")-ATPase eritrocitaria, tanto da forma plasmatica quanto da forma ligada a
membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS), em diversos organismos (ANTUNES-MADEIRA
& MADEIRA, 1982; LUO & BODNARYK, 1988; DESHPANDE & SWANY, 1989). O MP
causa também uma diminuicdo na atividade da enzima Ca®*'-ATPase de tecidos nervosos e
hepato-pancreaticos de lagostim (REDDY & RAO, 1990).

Foi observada também uma substancial diminuicdo na quantidade de proteinas do
musculo esquelético de galinhas, apds a exposi¢cao cronica ao MP, indicando um possivel
efeito deletério sobre o tecido muscular (DELI & KISS, 1988). Também foi observada uma
malformacgio do musculo cervical em embrides de galinha, em resposta ao tratamento com
o pesticida (VARNAGY & DELLI, 1985).

LIU et al. (1984) estudaram os efeitos do metilparation sobre células adrenais bovinas
e observaram que o inseticida inibe a secre¢cao de catecolaminas e o influxo de calcio
nestas células, indicando que além da acetilcolinesterase, os canais de ca? voltagem-
dependentes e os receptores nicotinicos sao possiveis sitios de agcdo dos inseticidas OPs
em mamiferos.

Segundo PRASADA et al. (1985), ocorre uma diminuicdo da taxa de consumo de
oxigénio de Tilapia mossambica submetida a uma concentragdo subletal de MP, assim
como da atividade de enzimas respiratorias (succinato desidrogenase, malato
desidrogenase e citocromo-c oxidase) em alguns tecidos como musculo, figado, branquias e
cérebro. Em Corydoras paleatus ocorre hiperplasia epitelial, edema e destacamento das
células nas lamelas respiratérias das branquias (FANTA et al., 2003).

AGUIAR et al. (2004) estudaram os efeitos do metil paration sobre a atividade das
enzimas chave do metabolismo do matrinxa, Brycon cephalus. A CLs, dessa espécie foi de
6,54 + 0,87 mg/l durante 96 h de exposicao a este OP, sendo que 1/3 desta concentracao ja
foi suficiente para causar alteracbes hepaticas. O MP também causou anemia, reducao da
atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) cerebral, alanina aminotransferase (ALAT),
afetando o metabolismo de aminoacidos no figado e consequentemente da glutamato
desidrogenase (GDH) hepatica, e aumento da atividade da aspartato aminotransferase (AAT)
cardiaca, um indicativo de lesdo da estrutura tissular com liberacdo do suco mitocondrial
nesse tecido. Tais resultados demonstram o significativo efeito toxico do MP sobre peixes, e
particularmente, sobre o matrinxa.

MONTEIRO et al. (2006) estudaram o efeito da exposi¢ao a este OP nas atividades da
catalase (CAT), da glutationa peroxidase (GPx), da superdxido dismutase (SOD) e da
glutationa S-transferase (GST), bem como nos niveis de glutationa reduzida (GSH) e de
peroxidagao lipidica (LPO) no figado, musculo branco, branquias, eritrécitos e plasma de
matrinxd apds 96 h de tratamento. A exposi¢cdo ao MP resultou na indugao significativa da

atividade da SOD e da CAT em todos os tecidos, exceto no plasma e reducao da atividade
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da GPx no musculo branco e nas branquias. A exposicdo ao MP também induziu um
aumento significativo na atividade da GST em todos os tecidos e uma simultanea diminuigéo
nos niveis GSH do sangue e dos tecidos. Além disso, os valores de LPO no musculo branco,
nas branquias e no plasma aumentaram significativamente. Tais resultados sugeriram que o
MP é um potente indutor de estresse oxidativo em matrinxa e que as branquias e o musculo
branco s&o os 6rgaos mais sensiveis e com um baixo potencial antioxidante.

Deve-se, ainda, levar em consideracao que espécies mantidas em viveiros de cultivo
encontram-se freqiientemente sujeitas a hipdxia e, baseados nos resultados acima citados,
podemos inferir que exemplares submetidos a tratamentos com OPs devam sentir de forma
mais pronunciada os efeitos da mesma. Porém, existem poucas informagdes a respeito do

efeito do MP sobre a funcao cardio-respiratoria de peixes e, em particular, do matrinxa.

1.4. Respostas respiratérias em peixes.

A capacidade dos peixes em ocupar determinado ambiente esta diretamente
relacionada a sua adaptacdo as variagdes dos pardmetros abidticos. A grande maioria dos
organismos, com excegao das bactérias anaerdbias, necessita de um suprimento adequado
de oxigénio. Assim, o O, é uma variavel fundamental no meio aquatico, pois € essencial ao
metabolismo de todos os organismos de respiracdo aerébica (BLASKA, 1958;
HOCHACHKA, 1980). Para os peixes, particularmente, a respiragdo € um dos processos
mais dependentes das flutuagdes do O, no ambiente, sendo talvez o pardmetro que melhor
caracterize as espécies, populagdes e adaptagdes individuais ao meio ambiente (HALL,
1929; WOOD & HOHANSEN, 1972; POWERS, 1980; ALMEIDA-VAL & VAL, 1990; VAL,
1993).

Ao longo de sua trajetéria do ambiente aquatico até a mitocéndria, a tensdo de O,
decresce gradativamente, desde o momento em que é captado pelas branquias até sua
utilizacdo na célula, evento chamado “cascata de oxigénio” (HUGHES, 1973). Os principais
obstaculos sdo as membranas branquiais, a circulagdo sanguinea e as membranas
celulares dos tecidos que receberao o O, (GALIS & BAREL, 1980; FERNANDES & RANTIN,
1989; 1994). Qualquer aumento na resisténcia a difusdo do O, em um desses pontos pode
causar um efeito hipoxico. Assim, qualquer substancia que possa causar uma hipdxia
ambiental pode reduzir a quantidade de O, disponivel & mitocondria de forma a assegurar os
processos aerobicos.

A manutencdo de um transporte adequado de O, do ambiente até os tecidos esta
relacionada com a utilizacdo de mecanismos de ajustes respiratorios imediatos, que, por sua

vez, estdo relacionados com o grau de atividade do animal, com o meio em que vive, com a
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superficie respiratoria funcional e com parametros hematologicos (HUGHES, 1973). As
respostas dos peixes a hipdxia representam formas de ajuste para os processos fisioldgicos.
Os peixes podem tolerar ou resistir a niveis reduzidos de O, por curtos periodos de tempo
apresentando respostas reflexas imediatas e por periodos maiores, apresentando respostas
de longa duragdo, com ajustes fisioldgicos e morfologicos, ou ainda sofrer mudancas a
longo prazo relacionadas a afinidade sangue-oxigénio (HUGHES, 1973; KRAMER, 1983).
As respostas ventilatérias em relagdo ao decréscimo da tensdo de O, ambiental
diferem entre as espécies. DAVIS (1975) demonstrou que o consumo de O, entre os
teledsteos varia de acordo com a habilidade de regular a tomada de O, em relagéo as

tensdes desse gas disponiveis no ambiente. Para os organismos oxiconformistas, o

consumo de O, (VOZ) varia diretamente com a tensdo de O, ambiental, ao passo que nos

oxireguladores a \'/O2 é independente de tal variavel.
A tensao critica de O, (P:O,) representa o limite da capacidade do animal em manter

constante sua V02 em resposta a redugao do O, ambiental. Abaixo da P.O, a espécie se

comporta como oxiconformista e a \'/O2 passa a ser dependente da disponibilidade de O,

do meio. Alguns estudos demonstraram que a PO, ndo é caracterizada apenas pela
mudanga no padrdao de consumo de oxigénio, mas também pelo inicio do metabolismo
energético anaerdbico (PORTNER & GRIESHABER, 1993; THILLART et al., 1994).

De acordo com GERALD & CECH (1970), CAMERON (1971), FERNANDES &

RANTIN (1989), KALININ (1991), RANTIN et al. (1992), a ventilagdo branquial (Vg ) em

resposta a hipéxia €& imediatamente aumentada através da elevacdo da frequéncia
respiratoria (fr) e do volume corrente/ ventilatério (V7). Para HUGHES (1970) a difusdo de
gases através da superficie respiratéria depende ndo apenas do volume ventilatério e da
velocidade do fluxo de agua, mas é determinada também pela area de difusdo, pelo
gradiente de pressao parcial dos gases entre a dgua e o sangue e pela distancia de difusao.
Segundo BOOTH (1979), a difusdo de O, nas branquias pode ser aumentada também pelo

recrutamento de lamelas secundarias.

1.5. Acoplamento Excitagao-Contragao.

A seqliéncia de eventos que ocorre desde a despolarizagao do miécito até a contracao
muscular é denominada acoplamento excitagdo-contragao (acoplamento E-C). A principal
diferenca entre ectotérmicos e mamiferos no que concerne ao acoplamento E-C esta
relacionada a origem do calcio que chega as miofibrilas.

Segundo DRIEDZIC & GESSER (1994), os mecanismos contrateis, ou seja, a

interacao acto-miosinica e sua regulagéo pelo calcio, parecem ser similares nos diferentes



Introducdo 7

grupos de vertebrados. Porém, as distingbes anatbmicas e estruturais existentes entre os
coragbes de peixes e mamiferos formam a base de importantes diferencas fisioldgicas,
particularmente quanto a origem do calcio a ser utilizado pelo aparato contratil (TIBBITS et
al., 1991).

Tais diferengas incluem miécitos de pequeno tamanho (1 a 12,5 um) em relagdo aos
dos mamiferos (10 a 25 um) (HELLE, 1983; KEEN et al., 1992); limitado desenvolvimento
anatdbmico do RS; arranjo periférico das miofibrilas e auséncia de tubulos transversos
(tubulos T). Essas diferengas anatdomicas tém um profundo impacto sobre a contratilidade
cardiaca destes animais (TIBBITS et al., 1991).

O didmetro reduzido dos miocitos confere algumas vantagens funcionais, tais como
uma menor distancia de difusdo do exterior para o centro da célula e uma maior superficie
relativa, caracteristicas particularmente importantes para a difusdo de substancias, como o
calcio, do meio extra para o intracelular e vice-versa (FARRELL & JONES, 1992; DRIEDZIC
& GESSER, 1994; VORNANEN, 1997).

Os tubulos T correspondem a invaginagdes da sarcolema, que servem para propagar o
potencial de agao para o interior da célula (TIBBITS et al., 1990) e diminuir a distancia de
difusédo do calcio do meio extra para o intracelular. Segundo BERS (2001), de 30 a 50% da
area sarcolemal do ventriculo de mamiferos esta localizada no nivel dos tubulos T, onde
também é observada uma maior densidade de canais de calcio. Como todos os vertebrados
ectotérmicos (DRIEDZIC & GESSER, 1994; KEEN et al, 1992; MOLLER-NIELSEN &
GESSER, 1992), além das aves (BERS, 2001) ndo apresentam tubulos T, o aumento na
taxa de difusdo de calcio proporcionada por estes tubulos em mamiferos, € compensado
nos peixes pela maior taxa de difusdo proporcionada pelo menor diametro dos miécitos.

A consequéncia do RS esparso e pouco desenvolvido é a dependéncia apresentada
pela maioria das espécies de peixes estudadas do meio extracelular como a principal fonte
de Ca?' para a contragdo muscular, com as miofibrilas localizando-se na parte periférica da
célula (préximas a SL) de forma que a difusdo do Ca®* do espago extracelular para a
troponina-C é facilitada, compensando a auséncia dos tubulos T (FARRELL & JONES,
1992).

Em mamiferos, diferente do que ocorre na maioria dos peixes ja estudados, o Ca** que
entra através da SL é insuficiente em magnitude para desencadear a contragdo muscular
(BERS, 2001; CHAPMAN, 1983; DRIEDZIC & GESSER, 1994). Segundo FABIATO (1983),
em mamiferos, o influxo transarcolemal do ion Ca?*, através da troca Na*/Ca?" e de canais
voltagem-dependentes do tipo L (lentos), dispara a liberagdo de uma quantidade ainda
maior deste ion do RS, através de canais de calcio denominados canais de rianodina,
fendbmeno chamado de liberacao de célcio calcio-induzida. Apesar da magnitude do influxo

transarcolemal de Ca®" variar amplamente entre as diversas espécies de mamiferos
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estudadas, a maioria dos estudos indica que este é insuficiente para desencadear a
contracdo cardiaca (BERS, 2001; CHAPMAN, 1983). Assim, o RS & a principal fonte de Ca**
para a contracao no coracgao de todos os mamiferos ja estudados (WIER, 1990).

Nos vertebrados ectotérmicos, o desenvolvimento do RS varia amplamente entre as
espécies. Em comparagao aos mamiferos, os anfibios e a maioria dos peixes teledsteos
estudados apresentam RS bastante esparso. Embora peixes como a truta arco-iris
apresentem-no mais abundante (DRIEDZIC & GESSER, 1994), este desempenha um papel
muito reduzido como fonte de Ca®** para o aparato contratil em freqiiéncias e temperaturas
encontradas in vivo (GESSER, 1996). Segundo TIBBITS et al. (1991), no miocardio de
anfibios, o calcio liberado do RS nao é significativo para a contragdo, alem de ter sido
contestada a ocorréncia da liberagcédo de calcio calcio-induzida no ventriculo destes animais
(FABIATO, 1983). Estudos mais recentes com midcitos atriais isolados de truta, porém,
indicam que o RS é funcionalmente importante para o manejo de Ca*", contribuindo com
aproximadamente 40% do calcio ativador (HOVE-MADSEN et al., 1998, 2001).

A contracdo ventricular tanto em anfibios quanto em peixes, parece ser relativamente
insensivel a rianodina (BERS, 1985; DRIEDZIC & GESSER, 1988; GESSER, 1996; HOVE-
MADSEN & GESSER, 1989; KEEN et al.,, 1994; MOLLER-NIELSEN & GESSER, 1992),
mesmo em concentragdes que comprovadamente bloqueiam a liberagdo de calcio do RS
(SUTKO & AIREY, 1996) e em temperaturas e freqiéncias estimulatérias dentro da faixa
fisiologica.

A rianodina é um alcaléide neutro retirado da planta Ryania speciosa (JONES et al.,
1979) que se liga especificamente ao canal de liberacéo de calcio do RS, chamado de canal
de rianodina (BERS, 2001). Segundo MEISSNER (1986) e ALDERSON & FEHER (1987) a
liberagdo de calcio pelo RS é afetada pela presenca de rianodina, que em pequenas
concentragdoes (nM) trava o canal de célcio aberto em um estado de subcondutancia,
enquanto que em concentragdes acima de 10 uM fecha completamente o canal, impedindo
a saida do calcio a partir do RS.

O Ca?" extracelular entra na célula pela abertura dos canais de Ca?" da SL,
principalmente via canais do tipo L, que demoram a se abrir, mas que permanecem abertos
por um periodo relativamente longo, sendo responsaveis pelo platd caracteristico dos
potenciais de agado da musculatura cardiaca.

Segundo TIBBITS et al. (1992), a importancia do fluxo de calcio através da sarcolema
pode ser indicada pela presenca de um potencial de agao de longa duragdo, com uma fase
platd mais pronunciada em anfibios (723 + 106 ms) e na maioria dos teledsteos estudados
até o momento (556 + 56 ms, a 20 °C em carpa cruciana; VORNANEN, 1989), em

comparacao ao potencial de agdao de mamiferos, nos quais até mesmo as espécies que
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demonstram um potencial de ac&o longo (372 + 14 ms, a 23 °C em coelhos), estes chegam
apenas a metade do valor observado em anfibios.

Os inseticidas OPs se acumulam nas membranas, especialmente em células
musculares, alterando sua fluidez e conseqlientemente o transporte de ions pelos canais
transmembrana (DELI & KISS, 1986). Devido a esta caracteristica, as enzimas ligadas a
membrana sido o alvo preferencial dos efeitos do MP, muitas das quais sao relacionadas
com o transporte de Ca®* e com a manutengdo da sua concentragdo no interior das células,
motivo pelo qual se torna importante o conhecimento dos efeitos do MP sobre o
acoplamento E-C no miocardio de peixes.

Levando-se em conta a variabilidade dos regimes ambientais aos quais o0s peixes

estdo frequentemente sujeitos, especialmente com relacdo a disponibilidade de O,
dissolvido, a provavel reducédo na \'/O2 e alteragdo nos parametros ventilatorios causados

pela exposicao ao MP (como descrito acima) e a falta de informagdes sobre os efeitos deste
OP na fisiologia cardiaca de peixes, o presente trabalho propds-se a estudar tais efeitos no

teledsteo matrinxa, Brycon cephalus.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito do inseticida organofosforado
metil paration (MP) sobre a funcao cardio-respiratéria do teledsteo de agua doce Brycon

cephalus, assim como sobre o acoplamento E-C das tiras ventriculares desta espécie:

1. determinagcdo da tomada de O, total (VOz) e comparagao dos resultados

obtidos para os grupos controle e exposto ao MP;

2. determinacdo dos parametros ventilatorios (ventilacdo branquial — Vg ;

necessidade ventilatéria - Vg / VO, ; volume ventilatério — Vr; extragdo de O, da

corrente ventilatéria — EO,), comparando-se os resultados obtidos para os grupos
controle e;

3. determinacdo da frequéncia cardiaca in vivo (fy) dos grupos controle e
exposto ao MP;

4. avaliar a possivel ocorréncia de uma deterioracdo da forca de contragao
isométrica no decorrer do periodo experimental, tanto nas tiras do grupo controle
quanto do grupo exposto ao MP;

5. analisar os possiveis efeitos do aumento da taxa de estimulacéo sobre a forga
de contracdo desenvolvida pelas tiras ventriculares das espécies, tanto nos animais
controle quanto nos expostos ao MP, e relacionar esses resultados com o
acoplamento E-C, além de comparar as taxas atingidas in vitro com a frequéncia
cardiaca maxima previamente observada in vivo;

6. verificar a importancia do calcio extracelular para o acoplamento E-C destas
espécies através do estudo do efeito da adicdo de concentragdes crescentes de calcio
ao meio extracelular sobre o desenvolvimento de forca do musculo cardiaco isolado,
tanto em preparagdes controle quanto nos animais expostos ao MP;

7. determinar indiretamente a importancia do reticulo sarcoplasmatico como
fornecedor de calcio ao aparato contratil, através da comparagcao da forca de
contracdo obtida pelas tiras ventriculares na presenga ou auséncia de rianodina
(bloqueador dos canais de calcio do reticulo sarcoplasmatico) e um possivel efeito do
MP sobre a fungéo desta organela;

8. verificar um possivel efeito da adrenalina sobre o desenvolvimento de forca

das tiras ventriculares dos grupos controle e exposto ao MP.



3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Material.

Foram utilizados, para este projeto de pesquisa, 51 exemplares de ambos os sexos de

matrinxa, Brycon cephalus (Figura 1), com peso de 191,8 + 20,0 g (Média = E.P.M.).

3.1.1. Posigao Sistematica da Espécie.

Segundo BRITSKI (1972), o matrinxa ocupa a seguinte posi¢ao sistematica:
Classe: OSTEICHTHYES
Subclasse: ACTINOPTERYGII
Superordem: OSTARIOPHYSI
Ordem: CHARACIFORMES
Familia: CHARACIDAE
Sub-Familia: BRYCONINAE
Género: Brycon (Muller & Troschnel, 1844)
Espécie: Brycon cephalus (Glnther, 1869)

I-'.lr.-'ul.u'l
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Figura 1- Exemplar de matrinxa, Brycon cephalus.
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3.1.2. Breves Considerag6es sobre a Espécie Estudada.

O matrinxa, Brycon cephalus é um peixe teledsteo de agua doce, nativo das bacias
Amazodnica e Araguaia-Tocantins.

E um peixe de escamas, com coloracdo cinza prata uniforme, com uma mancha
escura arredondada na regido humeral e nadadeiras alaranjadas, exceto a nadadeira caudal
que é geralmente cinza escuro. Os dentes sdo fortes e multicuspidados, com varias fileiras
na maxila superior. Os adultos raramente ultrapassam 80 cm de comprimento e 5 kg (VAL &
HONCZARIK, 1995).

O matrinxa tem habito alimentar onivoro, alimentando-se na natureza de sementes e
frutos como a acapurana (Campsiandra augustifolia), bacaba (Oenocarpus bacaba), seringa
barriguda (Hevea spruceana), seringa verdadeira (Hevea brasiliensis), taquari (Mabea sp.) e
de algumas espécies de insetos. O desenvolvimento de reservas de gordura durante a
estacdo de cheia é uma importante adaptagédo para sua sobrevivéncia na estagdo de seca
(LOWE-MCCONNELL, 1975). Em cativeiro aceita bem racdes peletizadas, bem como
subprodutos agro-industriais.

E uma espécie rustica e tem crescimento rapido. A maturacéo sexual ocorre em torno
dos 3 anos de idade. E uma espécie migratéria, ou de piracema, e sua reprodugdo em
ambiente natural ocorre no inicio do periodo de enchente, entre dezembro e fevereiro. Séao
muito importantes comercialmente e encontram-se entre os peixes de escama mais
esportivos da Amazodnia (VAL & HONCZARIK, 1995).

O matrinxd pode ser cultivado em sistema de cultivo extensivo e semi-intensivo, em
monocultivo ou de preferéncia em policultivo com outras espécies. No cultivo alcanga 700 g
até 1 kg no primeiro ano e 1,3 a 1,6 kg no segundo ano, o0 que corresponde ao tamanho
comercializavel ja no primeiro ano e, portanto, € uma espécie com potencial para cultivo em
cativeiro. Seu cultivo a longo prazo, porém, s6 sera viavel quando se dispuser de quantidade
suficiente de alevinos através da desova induzida e do cultivo em massa dos mesmos (VAL
& HONCZARIK, 1995).
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3.2. Métodos.
3.2.1. Coleta e Manutengao em Laboratério.

Os exemplares de B.cephalus utilizados no presente estudo foram gentilmente cedidos
pelo Centro de Piscicultura Aguas Claras, Municipio de Mococa, SP.

Os peixes foram capturados, acondicionados em tanques com capacidade entre 25 e
50 litros e imediatamente transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica
Comparativa do DCF/UFSCar, onde os experimentos foram realizados.

Em laboratério, os peixes foram mantidos em tanques com capacidade de 1000 litros,
dotados de circulagdo continua de agua, aeragdo constante e temperatura controlada
(25 £ 1 °C), por um periodo minimo de 30 dias. Estudos prévios (KALININ, 1996)
demonstraram que esse periodo é suficiente tanto para a recuperacdo do estresse
decorrente da coleta e transporte, como para a aclimatacido as condi¢cbes laboratoriais.
Durante esse periodo os peixes foram alimentados ad libitum com ragao comercial
peletizada propria para peixes.

Os peixes foram divididos em 2 grupos experimentais: controle e submetidos ao
tratamento com metil paration. Apds o periodo de aclimatagéo, o grupo exposto ao MP foi
mantido por 96 horas em aquarios contendo MP na concentracdo de 2mg/l (2 ppm, 1/3 da

CLso para 96h) para, em seguida, serem utilizados nos experimentos descritos a seguir.

3.2.2. Preparagoes Experimentais.
3.2.2.1. Parametros respiratérios e freqiiéncia cardiaca in vivo.

As preparagbes empregadas para a obtencdo dos parémetros respiratorios e dos
eletrocardiogramas (ECG) para analise da frequéncia cardiaca (fy) foram baseadas na
metodologia utilizada por GLASS et al. (1991) e adaptada por RANTIN et al. (1993).

As cirurgias foram precedidas de um processo de anestesia, no qual os peixes foram
submetidos a um banho em benzocaina 0,005% (0,5 g de benzocaina diluida em 10 litros de
agua) por aproximadamente 5 minutos (ou até a cessagdo da atividade espontanea).
Imediatamente apds a anestesia, os animais foram transferidos para uma mesa cirlrgica
onde se procedeu a implantacdo dos cateteres de polietiieno para o monitoramento das
tensdes de O, da agua inspirada e expirada e a sutura de eletrodos de eletrocardiografia
para o registro da atividade cardiaca, sendo que tal processo teve a duracdo média de 10
minutos.

A canulacdo da cavidade bucal e da cavidade opercular permitiu obter amostras de
agua para determinagdo das tensdes parciais de O, da agua inspirada (P;O,) e expirada

(P<O,), bem como a determinacgdo da frequéncia respiratoria (fr). A canulacao foi obtida pela
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insercao de cateteres de polietileno na porgdo mediana superior da cavidade bucal (PE 100)
e nas partes distais de ambos os cleitros operculares (PE 60) através de pequenos orificios
obtidos com o auxilio de uma broca. Os cateteres foram externados e fixados com a ajuda
de um flange e cola de secagem rapida. (Figura 2).

Foram inseridos 2 eletrodos de aco inoxidavel: o positivo, posicionado ventralmente
entre as branquias e o coragdo e o negativo, em posi¢cdo ventro-caudal proximo as
nadadeiras pélvicas, ambos suturados com 2 pontos cirurgicos a musculatura corporea para
evitar seu deslocamento (Figura 2). Um terceiro eletrodo, de referéncia, foi colocado na
agua da camara experimental. Os eletrodos foram conectados ao acoplador universal
(Narco 7189) de um registrador Narco Narcotrace 40 (Narco Bio Systems, Houston, TX,
USA). Esta preparagao permite que sejam obtidos registros similares aqueles observados
na derivagao D, da eletrocardiografia padrao.

Apods a preparacdo acima descrita os peixes foram introduzidos no respirdbmetro de
fluxo constante (Figura 3) e imediatamente transferidos para a camara experimental,
mantida em normdxia (140 mmHg) a 25 °C, onde permaneceram por um periodo de 12
horas para a recuperagdo da anestesia e restabelecimento das condi¢des metabdlicas de

rotina (Figura 4).

eletrodos
de ECG

cateteres de
polietileno

Figura 2- Esquema mostrando a posicdo de insercdo dos cateteres de polietileno e

eletrodos de ECG para as medidas dos parametros cardio-respiratorios in vivo.
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Figura 3- Esquema do respirdmetro de fluxo constante utilizado nos experimentos in vivo.

As setas indicam a direcdo do fluxo de agua através do respirbmetro.
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Figura 4- Esquema do sistema experimental utilizado nos experimentos in vivo.
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As figuras 2, 3 e 4 mostram o esquema da preparagao experimental utilizada para o
estudo da fy e das respostas ventilatérias de matrinxa, em animais controle e submetidos a
2 ppm (2 mg/l) de metil paration, durante norméxia e hipéxia gradual.

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se um animal de cada vez. A
determinacgio da fy e dos parametros ventilatorios foi feita em normdxia (140 mmHg) e nas
seguintes tensdes de O, hipdxicas: 120, 100, 80, 60, 40 e 20 mmHg, obtidas borbulhando-se,
por meio de um dispersor (pedra de aeragao), quantidades controladas de N, e ar
comprimido no interior da camara experimental. A temperatura experimental foi mantida
constante (25 £ 1 °C) por meio de um termostato FAC TempControl (FAC, Sao Carlos, SP)
controlando uma resisténcia localizada no interior da camara experimental.

Apods a estabilizacido, cada tensdo de O, foi mantida por um periodo de 30 minutos
antes de serem efetuadas as medidas e registros dos parametros acima citados. Os
procedimentos de tomada de medidas e registros foram efetuados, em média, dentro de 5
minutos.

As tensbes de O, (mmHg) da agua de entrada (Pi,O;) e de saida (P,.O;) do
respirbmetro, bem como as tensdes de O, da agua inspirada (P;O,) e expirada (P.O,) pelos
peixes foram continuamente monitoradas, conectando-se os cateteres de polietiieno que
coletavam amostras de agua de entrada e de saida do respirdmetro e aqueles implantados
na boca e opérculos do peixe a um sistema consistindo de torneiras de 3 vias acopladas a
eletrodos (FAC-0010,, FAC, Sao Carlos, SP) de analisadores de O, (FAC-204A, FAC, Sao
Carlos, SP).

A freqUéncia respiratéria fr foi determinada através da contagem do numero de ciclos
respiratorios por minuto, obtidos a partir da canula implantada na boca do animal, conectada
a um transdutor de pressado Narco P-1000B ligado a um acoplador Universal (Narco 7189)

de um fisiégrafo Narco Narcotrace 40 (Narco Bio Systems, Houston, TX, USA).
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3.2.2.2. Contratilidade cardiaca in vitro.

As preparacbes experimentais foram efetuadas de acordo com os procedimentos
adotados por BAILEY & DRIEDZIC (1990), descritos a seguir.

Os animais de ambos os grupos experimentais (controle e exposto ao MP) foram
sacrificados por meio de trauma na regido cefalica sendo pesados em seguida. O coragao
foi retirado e colocado em solucgéo fisioldgica gelada propria para teledsteos de agua-doce,
com a seguinte composig¢ao: 125,0 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 0,94 mM de MgSO,,
1,0 mM de NaH,PO,4, 30,0 mM de NaHCO;, 1,5 mM CaCl,, 2,5 mM de glicose, borbulhada
com mistura carbogénica (2 % CO, e 98 % O;) a 25 °C. A solucgao fisiolégica foi preparada
no momento do experimento, a partir de solugdes estoque previamente preparadas e
armazenadas sob refrigeracao (4 °C).

Em todos os protocolos experimentais foram utilizadas preparagcbes pares de tiras
ventriculares, constituidas por uma rede de fibras, obtidas do coragao de um unico peixe,
ap6s a retirada do bulbo arterioso e do atrio, para evitar contragcdes espontdneas do
miocardio.

Cada uma das tiras ventriculares, com didmetro entre 2 e 4 mm, comprimento maximo
de 0,5 cm e massa de 4,16 + 0,30 mg (Média + E.P.M.), foi transferida para um banho
contendo 30 ml de solucao fisiolégica termostatizada a 25 °C, dotado de borbulhamento
constante com a mistura carbogénica descrita acima. Uma extremidade da tira foi fixada,
através de uma espiral metalica, em um gancho construido na extremidade de um eletrodo
de estimulacdo. A outra extremidade foi conectada a um transdutor de forga isométrica
AECAD 0408 (Solucao Integrada Ltda., Sao Paulo, SP) por meio de uma espiral metalica
presa a uma linha cirargica, permitindo o registro da contragdo isométrica. Um segundo
eletrodo de estimulagao foi colocado no interior do banho, ao lado do primeiro (Figura 5). Os
eletrodos de estimulacado foram acoplados a estimuladores AVS 100D (Solugao Integrada
Ltda., Sao Paulo, SP), permitindo a estimulacao elétrica das tiras para o desenvolvimento da
forca de contracao a diferentes taxas. Os tragados das contragdes isométricas e os tempos
de contracdo e relaxamento cardiacos foram adquiridos e analisados por um sistema
informatizado Soft & Solutions (Solugao Integrada Ltda., Sdo Paulo, SP). A figura 5 mostra o
set experimental a ser utilizado no presente estudo.

Inicialmente, as fibras foram estimuladas a uma taxa de 12 bpm (0,2 Hz) e estiradas
para aumentar a distancia entre o transdutor e o gancho de fixacdo, até que uma relagao
constante entre o pico de comprimento e a for¢ca de contragao fosse obtida.

Apos estabilizacio, os diferentes protocolos experimentais foram aplicados, incluindo
aumento da concentracdo extracelular de Ca?*, tensdo pds-repouso, mudancas na taxa de

estimulagao e adicdo de rianodina e de adrenalina.
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Todos os protocolos experimentais foram aplicados nas preparagbes controle e
naquelas retiradas dos animais expostos ao MP.

Ao término de cada protocolo, as tiras ventriculares foram levemente secas em papel
de filtro e o peso umido foi determinado da porcao da tira cujas contragdes isométricas
haviam sido registradas.

Em todos os protocolos experimentais, registros em alta velocidade foram efetuados
para as medidas da forca de contracéo (Fc) e dos parametros tempo-dependentes (TPT e
THR).
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Figura 5— Fotografia do set experimental a ser utilizado para a obtengao das respostas
inotropicas e cronotrépicas in vitro das tiras ventriculares de matrinxa. A: banho
para 6rgdos com quatro cubetas; B: banho termostatizado; C: cilindro de mistura
carbogénica; D: estimuladores elétricos; E: transdutores de forga isométrica,
acoplados a microestiradores; F: amplificador de forca; G: sistema informatizado

com placa de aquisi¢ao e tratamento dos dados.
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3.2.3. Protocolos Experimentais.

3.2.3.1. Experimentos in vivo.
3.2.3.1.1. Frequiéncia cardiaca (fy).

Apoés o periodo de recuperacgao, a fy foi registrada em normoxia e nas subseqlientes
tensdes de O, hipdxicas, durante as quais os registros foram obtidos. A fy foi expressa em

batimentos cardiacos por minuto (bpm).

3.2.3.1.2. Consumo de oxigénio (VO, ).

A tomada de O, total (VOz) em cada uma das tensbdes de O, experimentais foi
determinada utilizando-se o sistema de respirometria de fluxo constante, pelo
monitoramento das tensdes de O, da agua de entrada e de saida do respirbmetro.

A \'/O2 foi calculada por meio da equagao proposta por HUGHES et al. (1983):

(PO, _PoutOZ)'aOZ Vkr

WT

, onde:

PinO, = tensao de O, da agua de entrada do respirdmetro (mmHg);
PoutO2 = tensdo de O, da agua de saida do respirdmetro (mmHg);

0o, = coeficiente de solubilidade do O, na agua (MIO,.I".mmHg™);
Vg = fluxo de agua através do respirémetro (1.h™);
W+ = peso fresco do animal (kg).

Os valores de V02 assim obtidos foram expressos em mlO,.kg™.h™".

3.2.3.1.3. Ventilagao branquial (VG).

Para a determinagao da ventilagdo branquial (VG) foi empregado o método descrito

por SAUNDERS (1962). Tal método, envolvendo respirometria de fluxo constante, consiste
na tomada de amostras da agua de entrada e de saida do respirbmetro, bem como da agua
inspirada e expirada pelos peixes em cada uma das tensdes de O, experimentais (figuras 2,
3ed).

A VG foi calculada de acordo com KALININ et al. (1996), por meio da expressao:

(PinOZ B PoutOZ/PiOZ B PeOZ )VR

V. =
G W,

, onde:

PinO2 = tensdo de O, da agua de entrada do respirdbmetro (mmHg);

P.utO2 = tensdo de O, da agua de saida do respirdbmetro (mmHg);
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PO, = tenséo de O, da agua inspirada pelo animal (mmHg);
P.O, = tenséo de O, da dgua expirada pelo animal (mmHg);
Vg = fluxo de agua através do respirémetro (ml.min™"),

W+ = peso fresco do animal (kg).

Os valores finais de Vg foram expressos em miH,0.kg™".min™.

3.2.3.1.4. Frequiéncia respiratoria (fr).

Para as medidas de frequiéncia respiratéria (fr) os cateteres de polietileno inseridos na
boca e opérculos do peixe foram conectados a transdutores de pressio, sendo seus sinais
registrados no fisiografo Narco Narcotrace 40 (figuras 2, 3 e 4).

Analisando-se o0s registros assim obtidos, a contagem do numero de ciclos
respiratorios por unidade de tempo em cada tensao de O, experimental forneceu os valores

de fr, que foram expressos em ciclos respiratérios.min™.

3.2.3.1.5. Volume corrente/ ventilatério (\'IT ).

O volume corrente, ou volume ventilatério (VT) em cada uma das tensbdes de O,

experimentais foi calculado pelo quociente entre a ventilagédo branquial (Vg ) e a respectiva

freqliéncia respiratéria. O V; foi expresso em mlH,0.kg ™" .ciclo respiratério™.

3.2.3.1.6. Necessidade ventilatéria (V;/VO,).

A necessidade ventilatéria, ou “water convection requirement” (requerimento branquial

de convecgao de agua - VG/V02 ), em cada uma das tensbes de O, experimentais foi

calculada pelo quociente entre a ventilagdo branquial (V) e o respectivo valor de tomada

de O, (VO,). Os valores finais de V/VO, foram expressos em miH,0.mIO,™".

3.2.3.1.7. Extracao de oxigénio da corrente ventilatéria (EO,).

A extragdo de O, da corrente ventilatéria (EO;) pelas branquias, em normoxia e

durante hipdxia gradual, foi calculada a partir da equagéao:

EO, 2 100, onde:
PiOZ

PO, = tensdo de O, da agua inspirada pelo animal (mmHg);
P.O, = tenséo de O, da agua expirada pelo animal (mmHg);

Dessa forma, a EO, foi expressa em porcentagem (%).
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3.2.3.2. Experimentos in vitro.
3.2.3.2.1. Efeito do tempo.

Pares de tiras ventriculares foram mantidas a 12 bpm na temperatura de aclimatacao
(25 °C) por um periodo de 40 minutos, durante o qual a forca de contracdo (Fc) foi
registrada ininterruptamente para avaliar a possivel ocorréncia de uma deterioracéo da forga
de contragdo isométrica ou alteracbes na dindmica cardiaca no decorrer do periodo
experimental que pudessem fazer necessarias corregdes dos valores de Fc, TPT e THR

obtidos nos demais protocolos experimentais no decorrer do periodo experimental.

3.2.3.2.2. Aumento da concentragao de calcio extracelular.

Para se verificar a dependéncia da contragcdo em relagao ao calcio extracelular pares
de tiras ventriculares foram estabilizados a 12 bpm e 25 °C em um banho contendo 1,5 mM
de Ca®, por um periodo de aproximadamente 15 min. Em seguida, foram efetuados
registros do desenvolvimento de forga isométrica de contragdo (Fc) e dos parametros
tempo-dependentes (TPT e THR) das tiras por 3 min. A seguir, as concentragdes de Ca®*
foram elevadas em 2 mM a cada 5 min ou até que o Ca®*" tenha produzido seu efeito

completo.

3.2.3.2.3. Tensao poés-repouso.

As preparagdes experimentais descritas em 3.2.2.1 foram repetidas, sendo que um
dos banhos recebeu 10 uM de rianodina 30 minutos antes do inicio do experimento. A
rianodina foi dissolvida em agua destilada na concentracdo adequada e entdo mantida
congelada a — 18 °C.

Apoés a estabilizagdo, as tiras ventriculares foram estimuladas a uma taxa constante
(12 bpm) durante 3 minutos. Seguiram-se entdo periodos de repouso de 10 s, 30s,60 s e
5 min, apds os quais as tiras foram novamente estimuladas, sendo que a primeira contragao
registrada apds a primeira estimulagao foi considerada a tensao pds-repouso.

A tensdo pés-repouso foi considerada como uma porcentagem da ultima contracao
precedente ao periodo de repouso, permitindo assim que fossem verificadas possiveis

alteragdes na forga de contracdo apds o repouso prolongado.

3.2.3.2.4. Aumento da freqiiéncia de estimulagao.

Pares de tiras ventriculares foram estabilizadas a 12 bpm na temperatura de

aclimatagao (25 °C) por um periodo de aproximadamente 15 minutos. Apds esse periodo,
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foram efetuados os registros do desenvolvimento de forga isométrica (Fc) e dos parametros
tempo-dependentes (TPT e THR) de ambas as tiras por 3 minutos. Ao final desse tempo, as
taxas de estimulacao foram progressivamente aumentadas, até que os registros se tornaram
irregulares. Foi considerada a frequéncia de estimulagdo maxima aquela na qual pelo
menos 50 % das tiras ainda foram capazes de se contrair regularmente.

Este protocolo foi realizado com o objetivo de determinar a capacidade do miocardio
do animal em manter o acoplamento E-C frente a incrementos da frequéncia cardiaca.

Com o objetivo de se determinar a importancia funcional do RS em diferentes
freqUéncias de estimulagao, o mesmo protocolo descrito acima foi repetido, porém o banho
experimental recebeu 10 uM de rianodina (Sigma — Cz5H35NOg) 30 min antes do inicio do

experimento.

3.2.3.2.5. Adigao de adrenalina.

Este protocolo foi realizado com o objetivo de obter informag¢des sobre a capacidade
maxima do acoplamento excitagdo-contragcdo e sobre a modulagdo adrenérgica na
contratilidade cardiaca da espécie estudada, assim como um possivel efeito do metil
paration.

Apods o periodo de estabilizagdo das tiras ventriculares a 12 bpm, foram realizados
registros de Fc, TPT e THR em concentracdes crescentes (108 M, 107 M, 5x 107 M, 10° M,
10° M) de adrenalina (Merck — C9H43NO3), dos grupos controle e intoxicado.

Solugdes estoque de adrenalina em concentragcbes adequadas foram previamente
preparadas e mantidas sob refrigeragdo (= 4 °C). No momento de cada experimento foram
acrescentadas ao banho as quantidades necessarias de cada estoque para perfazer as
diferentes concentragdes utilizadas neste protocolo.

A utilizacdo da adrenalina como o Unico agonista adrenérgico deveu-se ao fato desta
substancia, segundo alguns estudos desenvolvidos com peixes (CAMERON & BROWN,
1981; GRAHAM & FARRELL, 1989), ser cerca de 10 vezes mais eficaz que a noradrenalina

na estimulagcao dos B-adrenoceptores cardiacos de peixes.
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3.3. Forma de apresentagao dos dados.
3.3.1. Experimentos in vivo.

Os parametros ventilatérios de B. cephalus foram comparados aos valores obtidos
inicialmente em cada protocolo (norméxia — 140 mmHg) e expressos como se segue:

A freqiéncia cardiaca (fy) foi expressa em batimentos cardiacos por minuto (bpm);

A freqliéncia respiratéria (fg) foi expressa em ciclos respiratérios.min™;

Os valores de consumo de O, (VO, ) foram expressos em mlO,.kg™".h™";

Os valores da ventilagao branquial (V) foram expressos em miH,0.kg™".min™";

O volume corrente/ventilatorio (VT) foi expresso em mlIH,0.kg™.ciclo respiratério™;

Os valores da necessidade ventilatoria (\'/G /\'/O2 ) foram expressos em mIH,O.mlO,™;

A extragao de O, (EO,) foi expressa em porcentagem (%).

3.3.2. Experimentos in vitro.

A forca de contracdo (Fc) esta representada em valores absolutos (mN.mm™) e os
parametros tempo-dependentes foram apresentados em ms.

Nos experimentos onde foi analisada a tensdo (Fc) pds-repouso, na auséncia ou
presenca de rianodina, os valores obtidos sao dados como uma porcentagem da ultima
contracdo precedente ao repouso.

Os parametros tempo-dependentes foram analisados e expressos como se segue:

. Tempo para o pico de forca (TPT - time to peak tension). representado em
valores absolutos (ms) e comparado em relagdo aos valores iniciais de cada
protocolo.

. Tempo para 50% do Relaxamento (THR - time to half relaxation): expresso da
mesma forma que a descrita para TPT, ou seja, em valores absolutos (ms),
sendo também comparado em relagdo aos valores inicialmente observados em
cada protocolo.

A representagao de um registro de forga de contracdo com as medidas dos parametros

descritos acima é mostrada na figura 6.
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3.4. Tratamento estatistico dos dados.

O seguinte procedimento estatistico foi utilizado, com o auxilio do software GraphPad
Instat versao 3.00 (San Diego, CA, USA), para andlise dos dados obtidos no presente
estudo:

o Teste T nao pareado para verificar a ocorréncia de possiveis diferengas estatisticas e
significativas entre os valores de um mesmo protocolo;

o Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, utilizado para verificar a ocorréncia de
possiveis diferencas significativas encontradas entre valores correspondentes obtidos em
diferentes grupos experimentais.

Os niveis de significancia foram considerados quando P < 0,05.

Figura 6- Esquema mostrando as variaveis medidas no registro de forga de contracao
isométrica no presente estudo. Fc: Forgca de contragao; TPT: Tempo para que o
pico maximo de for¢a seja atingido; THR: Tempo necessario para que ocorra

50% do relaxamento.



4. RESULTADOS.

4.1. Freqiiéncia cardiaca de Brycon cephalus submetido a hipéxia gradual.

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores médios da freqliéncia cardiaca (f4- bpm) dos
grupos controle e exposto ao MP, submetidos a diferentes tensbes de O, na agua.

No grupo controle, os valores médios de fy obtidos em norméxia (63,1 £ 1,9 bpm) nao
diferiram significativamente daqueles obtidos nas tensées de O, de 120, 100 e 80 mmHg
(Figura 7). A partir da tensdo de O, da agua de entrada do respirbmetro (Pi,O,) de
60 mmHg, foi observada uma bradicardia crescente, sendo que a fy atingiu o valor minimo
de 31,3 £+ 1,6 bpm, na menor tensdo de O, utilizada no experimento (20 mmHg),
correspondente a uma diminuigdo de 50,5 % no valor observado em normoéxia.

No grupo exposto ao MP, os valores médios da fy nas tensdes de 120 e 100 mmHg
também nado diferiram significativamente daqueles observados em norméxia
(57,8 £ 1,5 bpm). A partir da P;;O, de 80 mmHg, foi observada uma bradicardia crescente e
a fy atingiu o valor minimo de 28,3 + 1,5 bpm a 20 mmHg, correspondente a uma reducao
de 51,1 % em relagdo ao valor observado em norméxia (Figura 7).

Quando comparados os dois grupos experimentais, observou-se que os valores de fy
do grupo exposto ao MP foram menores que os obtidos para o grupo controle em todas as

tensdes de O, utilizadas no experimento, exceto nas duas menores (40 e 20 mmHg).

4.2. Respostas respiratorias de Brycon cephalus submetido a hip6xia gradual.
4.2.1. Consumo de oxigénio (VOZ) e Tensao Critica de Oxigénio (P.O,).
4.2.1.1. Grupo controle.

Os valores médios do consumo de O, (VOZ— mlO,.kg™.h™), do grupo controle frente

as diferentes tensbes de oxigénio da agua de entrada do respirbmetro (Pi,O,) sao

apresentados na Tabela 2 e representados graficamente na Figura 8.
De acordo com os resultados obtidos, observou-se que a VO, de B. cephalus

manteve-se constante até a tensdo de 40 mmHg, com valor médio de

95,0 + 2,5 mlO,.kg".h™". Somente na menor tenséo de O, utilizada (20 mmHg) observou-se
uma reducao significativa dos valores de VOZ, atingindo 57,4 + 3,9 mIOz.kg'1.h'1, 0 que

representa uma reducdo de ~46% em relagdo aos valores observados em normoxia
(107,0 £ 6,3 mlO,.kg™".h™).
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Tabela 1- Valores médios da frequiéncia cardiaca (fy — bpm) de espécimes de B. cephalus,

do grupo controle (n = 8) e exposto ao MP (n = 8), submetidos a diferentes
tensbes de O, na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em negrito
indicam diferenga significativa em relagdo aos valores obtidos em normoxia.
#: diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

fu (bpm)

P:nO, (mmHg) Controle MP
140,1 + 0,1 63,1+1,9 # 578+1,5
119,7 £ 0,3 61,8+2,2 # 51,8+2,1
99,8 +0,5 60,1+ 2,6 # 50,3+1,9
80,7 +0,2 54,0+2,3 # 455+ 21
60,5+0,3 47,6 £1,6 # 41,3224
40,4+ 0,3 37,8+ 25 33,8+2,1
20,8+0,4 31,3+£1,6 28,3+1,5
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Figura 7- Efeito da diminuicdo da tensao de O, da agua no desenvolvimento de freqiiéncia

cardiaca (fy — bpm) de espécimes de matrinxa, dos grupos controle (n = 8) e
exposto ao MP (n = 8). Valores médios + 1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam
diferenca em relagdo aos valores obtidos em normoéxia. #: diferenca
significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05).
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A reta paralela ao eixo das abscissas, que passa entre os pontos compreendidos entre
as Pi,O, de 140 e 40 mmHg, foi ajustada pela média dos valores de \'/O2 em tais tensoes. O

ajuste da reta que passa por entre os pontos localizados em P;,0O, inferiores a estas foi
obtido a partir da expressdo Y = a + bX, onde a e b foram estimados através de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados. A intersecgdo das retas assim ajustadas
determinou um ponto que, projetado sobre o eixo das abscissas, permitiu a estimativa da
tenséo critica de O, (P.O,), definida RANTIN et al. (1992) como sendo a tensdo de O,
abaixo da qual a \'/O2 do animal deixa de ser independente do O, disponivel e o animal nao
consegue mais regular eficientemente sua tomada de oxigénio do meio. A P.O, para
B. cephalus, calculada pelo método descrito acima, foi de ~35,4 mmHg, abaixo da qual essa

espécie nao foi mais capaz de manter constante o consumo de O..

4.2.1.2. Grupo exposto ao MP.

Os valores médios do consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg™".h™), do grupo exposto ao
MP, dos exemplares de B. cephalus frente as diferentes tensdes de oxigénio da agua (P;,0,)
s&o apresentados na Tabela 2 e representados graficamente na Figura 9.

Observou-se que a \'/O2 manteve-se constante até a tensao de 60 mmHg, com valor
médio de 97,8 + 2,2 mIOZ.kg'1.h'1. Somente nas tensbdes de O, de 40 e 20 mmHg foi
observada uma reducéo significativa dos valores de VOZ, atingindo, na P;;O, de 20 mmHg,
o valor minimo de 45,7 + 3,0 mlO,.kg™.h”", o que representa uma reducgdo de ~ 56% em
relagdo aos valores observados em norméxia (105,2 + 4,5 miO,.kg™.h™).

A P.O, para B. cephalus, calculada pela intersegao das retas de regressao obtida pelo
método descrito por RANTIN et al. (1992), foi de ~52,3 mmHg, abaixo da qual essa espécie

nao foi mais capaz de manter constante o consumo de O,.
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Tabela 2- Valores médios do consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg™.h™") de espécimes de

B. cephalus, no grupo controle (n = 8) e exposto ao MP (n = 8), submetidos a
diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em
negrito indicam diferenga significativa em relacdo aos valores obtidos em
normoéxia. #: diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

VO, (mlO,.kg™.h™")

PinO2 (mmHg) Controle MP
140,1 £ 0,1 107,0 + 6,3 105,2+45
119,7+0,3 105,7 £ 4,7 100,7 +4,8
99,8 +0,5 99,1 +6,3 947 +4.8
80,7+0,2 94,3+4,5 89,2+5,2
60,5+0,3 91,2+3,3 85,3+6,3
40,4 +0,3 89,6 +4,6 69,6 £ 6,1
20,8+ 0,4 57,4+ 3,9 45,7+ 3,0
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Figura 8- Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do

respirdmetro (P;,0, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VO,— mlO,.kg”.h™)
do grupo controle (n = 8) de B. cephalus. A seta representa a P:O,.
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Figura 9- Efeito da reducdo gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do

respirdmetro (P,,0, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VO,— mlO,.kg™".h™")
do grupo exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus. A seta representa a P;O..
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Figura 10- Efeito da redugido gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do

respirdbmetro (PO, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg™.h™)
dos grupos controle (n = 8) e exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus.
Valores médios = 1 E.P.M. #: diferenca significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).



Resultados 31

4.2.2. Ventilagao branquial (VG ), Frequiéncia respiratoria (fr) e Volume ventilatério (Vy).
4.2.2.1. Grupo controle.

Os valores médios da ventilagdo branquial ( V;— miH,0.kg".min™"), da freqiiéncia
respiratéria (fz- ciclos respiratérios.min”) e do volume ventilatério, (V—— miH,O.kg™ ciclo
respiratério™) dos exemplares do grupo controle de B. cephalus, quando submetidos a
diminuicdo gradual da tensdo de O, da agua, sao apresentados na Tabela 3 e

representados graficamente nas Figuras 11, 12 e 13.

A VG foi mantida constante desde normdéxia até a P;,;O, de 60 mmHg a partir da qual

aumentos progressivos e significativos foram registrados. O maior valor de VG foi registrado

a 20 mmHg (2608,5 + 250,9 mIHZO.kg'1.min'1), valor esse 5,5 vezes mais elevado que o
obtido em normoéxia (471,1 + 47,4 miH,0.kg™.min™).

A fz obtida em normoxia foi de 79,0 + 3,1 ciclos respiratérios.min”', mantendo-se
constante somente até a P;;O, de 80 mmHg. Nas demais tensdes, todos os valores de fg
foram superiores aos registrados em normoxia. O maior valor da fr, observado na menor
PO, utilizada (20 mmHg), foi de 137,0 + 3,7 ciclos respiratérios.min'1, valor este 1,7 vezes
maior que o observado em normaxia.

A redugao da P;,0O, provocou um aumento significativo do Vr de B. cephalus somente a
partir de 40 mmHg. O valor de V; observado em normodxia foi de 6,9 + 1,6
miIH,O.kg " .ciclo respiratério’. Na P,,0, de 20 mmHg, o V; atingiu o valor maximo de
19,7 + 1,7 mIHZO.kg'1.cicIo respiratério'1, valor este 2,9 vezes maior que o obtido em

normoxia.

4.2.2.2. Grupo exposto ao MP

Os valores médios da ventilagdo branquial (VG— mIH,0.kg".min™"), da freqiiéncia
respiratoria (fr- ciclos respiratérios.min’™) e do volume ventilatério
(V— mIH,0.kg™.ciclo respiratério™) dos exemplares do grupo exposto ao MP de B. cephalus,
quando submetidos a diminuicdo gradual da tensdo de O, da agua, sao apresentados na

Tabela 4 e representados graficamente nas Figuras 11, 12 e 13.
A diminui¢cao da tensao de O, da agua provocou um aumento da VG a partir da P;,O,

de 60 mmHg, até o valor maximo de 4139,9 + 3244 mIHZO.kg'1.min'1, na menor P;,0,
utilizada (20 mmHg), valor esse 7,7 vezes maior que o obtido em norméxia (540,4 + 68,7
miH,0.kg™".min™").

A fr observada em normodxia foi de 80,0 + 4,7 ciclos respiratc')rios.min'1, mantendo-se

constante até a P,,O, de 40 mmHg. Na tensdo de O, de 20 mmHg, o valor de fz foi de
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133,8 + 4,1 ciclos respiratérios.min”, valor este 1,7 vezes maior que o observado em
normaéxia.

A reducao gradual da P;,O, provocou um aumento significativo do V1 do grupo exposto
ao MP a partir de 60 mmHg. O valor de Vi observado em norméxia foi de
59+0,6 mIHZO.kg'1.cicIo respiratério'1. Na menor P;,O; utilizada (20 mmHg), o V+ atingiu o
valor maximo de 33,4 + 2,8 mIHZO.kg'1.cicIo respiratério'1, valor este 5,6 vezes maior que o

obtido em normoxia.

4.2.3. Necessidade ventilatéria (V, /VO, ).

Os valores médios da necessidade ventilatoria (VG/VOZ) dos grupos controle e

exposto ao MP de matrinxa, em resposta a diminuicdo da tensdo de O, da agua de entrada

do respirbmetro, sdo elencados na tabela 5. A representagcdo grafica desses resultados
pode ser observada na figura 14. Houve um aumento significativo da \'/G/\'/O2 do grupo

controle a partir da P;;O, de 40 mmHg, partindo do valor de 4,4 + 0,4 mIH,O.mIO,™,
observado em normoxia, até o valor maximo de 46,4 + 4,8 miH,O.mIO,", observado na

menor P;,O; utilizada no experimento (20 mmHg).
No grupo exposto ao MP, houve um aumento significativo da VG/VOZ, também a

partir da P;,O, de 40 mmHg, partindo do valor de 5,2 + 0,7 mIH,O.mI0,™, observado em
normdxia, até o valor maximo de 95,1 + 13,2 mIH,O.mlO,", observado na menor P;,0,
utilizada no experimento (20 mmHg).

Comparando-se os dados obtidos em ambos os grupos experimentais, observou-se
que o valor maximo da \'/G/\'/O2 do grupo exposto ao MP, na menor P;,0O, utilizada, foi ~2

vezes maior do que aquele obtido para o grupo controle.

4.2.4. Extragao de oxigénio da corrente ventilatoria (EO,).

Os valores médios da extragao de O, dos grupos controle e exposto ao MP de
matrinxa, em resposta a diminuigdo da tensao de O, da agua de entrada do respirbmetro,
sdo apresentados na tabela 6. A representacdo grafica desses resultados pode ser
observada na figura 15. Os resultados mostram que houve uma diminuigido significativa da
EO, do grupo controle apenas na P;;O, de 20 mmHg, partindo do valor de 59,6 + 5,1 %,
observado em normoxia, até o valor minimo de 43,1 + 3,4 %, observado na menor P;,O,
utilizada no experimento (20 mmHg). No grupo exposto ao MP, houve uma reducgao
significativa da EO, em relagao aos valores em normoxia (67,0 £ 4,7 %), a partir da P;,O, de
40 mmHg, atingindo o valor minimo de 43,7 + 5,6 %, na menor P;;O, (20 mmHg). Nao houve

diferenca significativa entre os dois grupos experimentais.
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Tabela 3- Valores da ventilagdo branquial (VG- miIH,0.kg".min™"), da freqiiéncia respiratéria

(fr - ciclos respiratorios.min™') e do volume ventilatério
(V1 - miH,0.kg™ciclo respiratério™) do grupo controle (n = 8) de B. cephalus, em
resposta a diminuicao gradual na tensdo de O, da agua. Valores médios + 1
E.P.M. Os valores em negrito indicam diferenga significativa em relacdo aos

valores obtidos em norméxia (p < 0,05).

PinO2 (MmHg) Ve fr Vo
140,1 £ 0,1 471,0+474 79,0+ 31 6,9+1,6
119,7£0,3 512,6 £ 62,7 84,3+3,6 57+0,6
99,8 +£0,5 553,6 £ 60,8 88,3+4,2 6,3+0,6
80,7+0,2 832,7 £ 156,7 90,8 £4,9 89+11
60,5+0,3 1185,6 + 228,5 96,3+ 3,0 11,8+1,6
40,4 +0,3 2048,0 £+ 161,4 108,3 + 3,8 179+13
208+04 2608,5 £ 250,9 137,0 £ 3,7 19,7 £ 1,7

Tabela 4- Valores da ventilagdo branquial (VG- miIH,0.kg™.min™"), da freqiiéncia respiratéria
(fr - ciclos respiratérios.min’™) e do volume ventilatério
(Vr - mIH,O.kg".ciclo respiratério”) do grupo exposto ao MP (n = 8) de
B. cephalus, em resposta a diminuicdo gradual na tensdo de O, da agua.
Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em negrito indicam diferenga significativa
em relagao aos valores obtidos em normoxia (p < 0,05).

P:nO, (mmHg) Ve fr Vs
140,1 0,1 540,4 + 68,7 80,0 + 4,7 59+0,6
119,7 £ 0,3 643,1 + 60,0 79,0 +4,4 7,310
99,8 +0,5 754,1 + 60,8 80,8 + 3,8 9,6 +0,9
80,7 +0,2 1190,2 + 147,8 84,5 + 5.4 12,1+0,7
60,5+ 0,3 1749,8 + 224,4 97,8+8,5 17,5+ 1,6
40,4 0,3 2557,6 % 312,2 107,3%7,5 22,6+1,8
20,8 + 0,4 4139,9 + 324,4 133,8 £ 4,1 33,4+2,8
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Figura 11- Efeito da redugao gradual das tensdes de oxigénio da agua (P;yO> — mmHg) sobre
a ventilagdo branquial (V- miH,O.kg".min") dos grupos controle (n = 8) e
exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus.Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenca

significativa entre os grupos experimentais. Os simbolos cheios indicam
diferenca em relagc&o aos valores obtidos em norméxia (p < 0,05).
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Figura 12- Efeito da redugdo gradual das tensdes de oxigénio da agua (P;yO, — mmHg) sobre
a freqliéncia respiratéria (fz — ciclos respiratérios.min™) dos grupos controle (n = 8)
e exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus.Valores médios + 1 E.P.M. Os simbolos
cheios indicam diferenca em relacdo aos valores obtidos em normoéxia
(p <0,05).
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Figura 13- Efeito da redugao gradual das tensdes de oxigénio da agua (P;yO> — mmHg) sobre
o volume ventilatério (V1 - miH,0.kg™.ciclo respiratério™’) dos grupos controle
(n = 8) e exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus.Valores médios + 1 E.P.M.
#: diferenca significativa entre os grupos experimentais. Os simbolos cheios
indicam diferenca em relagédo aos valores obtidos em norméxia (p < 0,05).
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Tabela 5- Valores da necessidade ventilatéria (\'/G /\'/O2 - mIH,0.mIO, ") dos grupos controle

(n = 8) e exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus, submetido a diminuicbes
graduais na tensédo de O, da agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em
negrito indicam diferenca significativa em relacdo aos valores obtidos em
normoxia. #: diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

V./VO, (mIiH,0.mIO,")

PinO2 (mmHg) Controle MP
140,1 £ 0,1 44+04 52+0,7
119,7 £ 0,3 50+0,8 6,5+0,7
99,8+0,5 56+0,6 8,0+0,6
80,7+0,2 88+1,5 13,6 +1,6
60,5+0,3 13,0+24 21,3+ 3,2
40,4 +0,3 23,0+1,6 # 36,8 + 3,8
20,8+0,4 46,4+ 4,38 # 95,1+13,2
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Figura 14- Efeito da redugdo gradual das tensdes de oxigénio da agua (P;yO, — mmHg) sobre
a necessidade ventilatoria (\'/G/\'/O2 - miH,0.mlO,™") dos grupos controle (n = 8) e

exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus. Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenga
significativa entre os grupos experimentais. Os simbolos cheios indicam
diferenga em relagéo aos valores obtidos em normoéxia (p < 0,05).
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Tabela 6- Valores da extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO, - %) dos grupos controle

(n = 8) e exposto ao MP (n = 8) de B. cephalus, submetido a diminuigbes
graduais na tensédo de O, da agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em
negrito indicam diferenca significativa em relacdo aos valores obtidos em
norméxia (p < 0,05).

EO.

PinO2 (mmHg) Controle MP
140,1 £ 0,1 59,6 £ 5,1 67,0+4,7
119,7 £ 0,3 654 +7,2 60,9 +6,7
99,8 +0,5 63,7 +4,9 59,5657
80,7 £ 0,2 576 +4,4 55,1+ 5,1
60,5+ 0,3 57,3+5,8 56,1+ 2,6
40,4+0,3 48,2 +1,7 44,5+ 3,2
20,8+0,4 431+3,4 43,7+5,6
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Figura 15- Efeito da redugdo gradual das tensdes de oxigénio da agua (PO, — mmHg)

sobre a extragao de O, (EO, - %) dos grupos controle (n = 8) e exposto ao MP
(n = 8) de B. cephalus. Valores médios + 1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam
diferenca em relacao aos valores obtidos em norméxia (p < 0,05).
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4.3. Contratilidade cardiaca de Brycon cephalus in vitro.
4.3.1. Efeito do tempo de exposicao.

Os valores médios da forca de contragdo (Fc — mN.mm? e % dos valores iniciais)
desenvolvida pelo musculo cardiaco isolado de B. cephalus, estimulados a 12 bpm ao longo
do tempo de exposicao (40 min), no grupo controle (n =10) e exposto ao MP (n =10), sao
apresentados na Tabela 7 e representados graficamente na Figura 16. Os valores médios
dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR — ms e % dos valores iniciais) sé&o
apresentados na Tabela 8 e representados na Figura 17.

Apesar de ter sido observada uma tendéncia de deterioragdo da Fc no grupo controle,
a analise estatistica dos dados indica que esta ndo apresentou diferenga significativa em
relacado aos valores iniciais. O mesmo ocorreu no grupo exposto ao MP.

A comparagao dos valores de Fc dos dois grupos experimentais ao longo do tempo
revelou diferenga significativa entre ambos, sendo que o desenvolvimento de forga pelo
musculo isolado do grupo exposto ao MP foi de aproximadamente 50% daquele
apresentado pelo grupo controle.

A analise estatistica dos resultados indica que n&o houve diferenca significativa entre
os valores de TPT e THR durante o periodo experimental para nenhum dos grupos, nem
tampouco apresenta diferenca na variagdo de TPT e THR, considerando-se os mesmos
tempos experimentais. No entanto, ao compararem-se os valores normalizados de THR,
observa-se uma diferenga na variagdo proporcional deste parametro entre os dois grupos

experimentais, considerando-se os mesmos periodos de exposic¢ao.
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Tabela 7- Valores da forca de contragdo (Fc - mN.mm?) de tiras ventriculares de
B. cephalus, no grupo controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10), submetidas a
40 minutos de estimulagao a freqiiéncia de 12 bpm. Valores médios + 1 E.P.M.
#: diferenca significativa entre os grupos experimentais.

Fc (mN.mm?)

Tempo (min) Controle MP
0 3,8+0,5 # 1,9+0,3
10 3,9+0,5 # 1,9+0,3
20 3,7+0,5 # 1,9+0,3
30 3,6+0,5 # 1,9+0,3
40 3,3+0,4 # 1,8+0,3
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Figura 16- Efeito do tempo de exposicdo (40 minutos) no desenvolvimento de forca de
contracdo de tiras ventriculares de matrinxa, dos grupos controle (n=10) e
exposto ao MP (n =10). A: Valores absolutos (Fc - mN.mm?), B: Valores
normalizados (Fc - % dos valores iniciais). Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenca
significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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Tabela 8- Valores do tempo para o pico de tenséo e tempo para 50% de relaxamento (TPT
e THR - ms) de tiras ventriculares de B. cephalus, no grupo controle (n = 10) e
exposto ao MP (n = 10), submetidas a 40 minutos de estimulagao a freqiéncia de

1 E.P.M. #: diferenca significativa entre os grupos

12 bpm. Valores médios
experimentais.

+

TPT (ms)
Tempo (min) Controle MP
0 7129+ 13,0 694,7 + 41,3
10 706,1+17,0 686,0 + 24,7
20 663,7 £ 21,0 672,9 + 36,1
30 642,9 £ 10,7 643,3 £ 23,6
40 649,5 £ 27,5 645,8 + 31,4
THR (ms)
Tempo (min) Controle MP
0 458,4 + 15,9 # 629,4 + 54,8
10 438,4 + 19,1 # 635,1 £ 57,6
20 426,2 + 22,3 # 626,3 £ 55,9
30 426,4 + 26,1 # 628,6 £ 55,4
40 418,6 + 27,6 # 629,8 £ 58,7
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Figura 17- Efeito do tempo de exposi¢do (40 minutos) nos tempos para o pico de tensao
(TPT) e no tempo para 50% de relaxamento (THR) de tiras ventriculares de
matrinxa, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n =10). A: Valores
absolutos (TPT e THR - ms); B: Valores normalizados (TPT e THR - % dos
valores iniciais). Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenca significativa entre os
grupos experimentais.
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4.3.2. Aumento da Concentracao de Calcio Extracelular.

Os valores médios da forga de contragdo (Fc — mN.mm™2) do musculo cardiaco isolado
dos grupos controle e exposto ao MP de B. cephalus, quando submetidos a incrementos
sucessivos na concentracao de calcio no meio extracelular, sdo apresentados na Tabela 9 e
representados graficamente na Figura 18.

A andlise dos dados revela que a elevagdo da concentragdo de Ca®* no banho
fisioldgico provocou um efeito inotropico positivo nas tiras ventriculares de B. cephalus, a
partir da concentracdo de 7,5 mM para o grupo controle e a partir de 9,5 mM para o grupo
exposto ao MP, entretanto a analise dos dados normalizados indica que a elevagédo da
concentragdo de Ca®* implicou em aumentos da Fc a partir do primeiro incremento (3,5 mM)
para o grupo controle e 5,5 mM para o grupo exposto ao MP.

Apesar da tendéncia observada de aumentos sucessivos na Fc apdés os demais
incrementos na concentragdo de Ca*, a analise estatistica indica que, apesar de diferentes
em relagdo aos valores iniciais, os respectivos valores ndo séo significativamente distintos
dos valores observados nas concentragdes extracelulares de 7,5 e 9,5 mM para os grupos
controle e exposto ao MP, respectivamente. Na concentragédo mais elevada de calcio (19,5
mM), a Fc média das tiras ventriculares atingiu um valor aproximadamente 2,3 vezes
superior ao inicial, nos dois grupos experimentais.

A Tabela 10 apresenta os valores médios do tempo para o pico maximo de tensao
(TPT — Time to Peak tension) e do tempo para 50% de relaxamento (THR — Time to Half
Relaxation) desenvolvidos pelas tiras ventriculares de B. cephalus quando submetidas a
elevagdo gradual da concentragdo extracelular de Ca?. Esses valores encontram-se
representados graficamente nas figuras 19 e 20.

A analise estatistica revela que, durante as elevagbes da concentracio extracelular de
Ca?*, os valores de TPT ndo sofreram alteragdes significativas (Figura 19). Os valores de
THR obtidos em todas as concentracdes extracelulares de Ca®* seguiram a mesma
tendéncia apresentada pelos valores de TPT, ndo sendo observadas alteragbes
significativas deste parametro (Figura 20).

Normalizando-se os valores de TPT e THR (% dos valores iniciais), observou-se ainda
que nao houve diferenca significativa entre esses dois pardmetros em nenhuma das
concentragdes extracelulares de Ca?* para nenhum dos grupos experimentais, indicando
que a elevagao na concentragéo extracelular de deste ion ndo agiu diferentemente sobre os

tempos de contracéo e relaxamento cardiacos, nestas condi¢cdes experimentais (Figura 21).
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Tabela 9- Valores da forga de contracdo (Fc - mN.mm?) desenvolvida pelo musculo
cardiaco isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B.
cephalus, em resposta & elevacdo gradual na concentragdo extracelular de Ca?*.
Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em negrito indicam diferencga significativa
em relacao aos valores iniciais. #: diferenca significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).

Fc (mN.mm?)

[Ca%'] (mM) Controle MP
1,5 1,9+0,3 # 1,0+£0,2
35 23+0,3 # 14+0,2
55 29+0,5 # 1,4+0,3
7.5 31+%0,5 # 18+0,3
9,5 34105 # 2,0+0,4
11,5 36105 2,3+0,4
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Figura 18- Efeito da elevacgdo gradual da concentracdo extracelular de Ca** sobre a forca de
contragao (Fc) de tiras ventriculares de matrinxd dos grupos controle (n = 10) e
exposto ao MP (n = 10). A: Valores absolutos (mN.mm™); B: Valores normalizados
(% dos valores iniciais). Valores médios + 1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam
diferenga significativa em relagdo aos valores iniciais; #: diferenca significativa
entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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Tabela 10- Valores para o tempo para o pico maximo de tensdo e tempo para 50% de

relaxamento (TPT e THR - ms) desenvolvidos pelo musculo cardiaco isolado dos
grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B. cephalus, em resposta a
elevagdo gradual na concentragdo extracelular de Ca?'. Valores médios * 1
E.P.M. #: diferenca significativa entre os grupos experimentais.

TPT (ms)
[Ca?**] (mM) Controle MP
1,5 700,0 £ 27,8 693,5 £ 31,6
3,5 700,9 £ 31,6 696,5 £ 35,2
5,5 690,3 + 30,9 664,4 + 30,5
7,5 688,8 + 31,5 638,3 £ 25,7
9,5 691,3 £ 36,3 680,3 £ 35,6
11,5 7146 £ 34,2 690,5 + 28,0
THR (ms)
[Ca?*] (mM) Controle MP
1,5 502,8 £47,0 # 726,1 £ 54,7
3,5 508,2+47,4 # 711,5+61,8
5,5 4954 £ 442 # 697,5 £ 52,3
7,5 499,8 + 43,5 # 676,8 £ 47,6
9,5 494 4 + 38,8 # 692,3 £43,9
11,5 502,1 + 38,2 # 719,0 £40,0
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Figura 19- Efeito da elevacdo gradual da concentracdo extracelular de Ca?* sobre o tempo
para o pico de tensdo (TPT) de tiras ventriculares dos grupos controle (n = 10) e
exposto ao MP (n = 10) de matrinxa. A: Valores absolutos (ms); B: Valores
normalizados (% dos valores iniciais). Valores médios + 1 E.P.M.
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Figura 20- Efeito da elevacdo gradual da concentracdo extracelular de Ca?* sobre o tempo
para 50% de relaxamento (THR) de tiras ventriculares dos grupos controle (n = 10)
e exposto ao MP (n = 10) de matrinxa. A: Valores absolutos (ms); B: Valores
normalizados (% dos valores iniciais). Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenca
significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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Figura 21- Comparagéo entre os valores normalizados dos parametros tempo-dependentes
(TPT e THR - % dos valores iniciais) das tiras ventriculares dos grupos
controle (A, n = 10) e exposto ao MP (B, n = 10) de matrinxa, em resposta a
elevagao gradual da concentracdo extracelular de Ca®*. Valores médios + 1 E.P.M.
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4.3.3. Tensao pos-repouso.

Os valores médios da forga de contracdo (Fc), dados como uma porcentagem dos
valores observados na ultima contragdo precedente ao periodo de repouso (% antes do
repouso) desenvolvidos pelas tiras ventriculares de matrinxd em resposta a pausas
diastdlicas prolongadas variando de 10 a 300 s, sdo elencados na tabela 11, que apresenta
os resultados obtidos na auséncia (n = 10) e na presencga (n = 10) de 10 uM de rianodina. A

representacao grafica desses resultados pode ser observada nas figuras 22 e 23.

4.3.3.1. Grupo controle.

Houve resposta inotropica positiva na tensao pés-repouso (ou potenciacio pds-pausa)
do grupo controle em todas as pausas diastolicas utilizadas no experimento. Quando
comparados os valores de Fc pds-repouso e os observados imediatamente antes da pausa,
a potenciagdo maxima foi de 58,8 %, para a maior pausa diastélica (5 min). Apds o
tratamento com rianodina, contudo, o miocardio ventricular de B. cephalus ndo apresentou

potenciagao pds-repouso, retornando aos valores obtidos antes das pausas diastélicas.

4.3.3.2. Grupo exposto ao MP.

Houve resposta inotrépica positiva na tensdo pos-repouso do grupo exposto ao MP,
para todas as pausas diastdlicas utilizadas. Quando comparados os valores de Fc pos-
repouso e os observados imediatamente antes da pausa, a potenciacdo maxima foi de
57,9 %. Apbs o tratamento com rianodina, o miocardio ventricular de B. cephalus nao
apresentou potenciacdo poés-repouso, retornando aos valores obtidos antes das pausas

diastolicas.

4.3.3.3. Controle x Exposto ao MP.

A comparacao dos efeitos das pausas diastdlicas prolongadas sobre a Fc das tiras
ventriculares de matrinxa, na presencga e auséncia de 10 uM de rianodina revela que nao
houve diferencga significativa nas potenciacdes pds-pausa entre o grupo controle e o grupo
exposto ao MP, em nenhuma das pausas diastélicas utilizadas.

Quando tratadas com rianodina, a Fc das tiras ventriculares de ambos os grupos
experimentais retornaram aos valores observados anteriormente a pausa diastdlica em

todas as pausas diastdlicas utilizadas.
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Tabela 11- Valores da Tensao pés-repouso (Fc) desenvolvida pelas tiras ventriculares de
B. cephalus dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) registrados na
primeira contragdo apds periodos crescentes de repouso (% antes do repouso)
em preparagdes ndo tratadas e tratadas com 10 uM de rianodina. Valores médios
+ 1 E.P.M. Os valores em negrito indicam diferenca significativa em relacao aos
valores obtidos antes da pausa diastdlica. #: diferenca significativa entre as

preparacdes controle e as tratadas com rianodina (p < 0,05).

Tensao Pés-Repouso (Fc)

Pausa Diastélica (s) 0 rianodina (%) 10 pM rianodina (%)
10 109,3+£1,9 # 101,6 £ 1,4
30 116,8 + 4,3 # 99,1+2,5
Controle

60 125,8 + 6,6 # 98,3+1,7
300 158,8 +9,9 # 92,2+3,9
10 109,7 + 2,3 103,2+ 2,0
30 + # +

MP 119,8 +4,4 106,7 + 2,1
60 133,7 £ 6,2 # 1151+7,0
300 157,9 + 11,6 # 117,3+10,3
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Figura 22- Valores da forga de contragao (Fc - % da ultima contragao precedente ao repouso)
da primeira contracdo apés pausas diastélicas crescentes de tiras ventriculares
dos grupos controle (A: n = 10) e exposto ao MP (B: n = 10) de B. cephalus, na
auséncia e na presenca de 10 uM de rianodina. Valores médios £ 1 E.P.M. *:
diferenga significativa em relacao aos valores obtidos antes da pausa; #:
diferenga significativa entre as preparagdes controle e tratadas com rianodina (p
< 0,05).
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Figura 23- Valores da forga de contragao (Fc - % da ultima contragao precedente ao repouso)
da primeira contracdo apos pausas diastélicas crescentes de tiras ventriculares
dos grupos controle (A: n = 10) e exposto ao MP (B: n = 10) de B. cephalus, na
auséncia e na presenca de 10 yM de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M.
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4.3.4. Aumento da freqiiéncia de estimulacao (Relagao Forga-freqiiéncia).
4.3.4.1. Relagao forgca-freqiiéncia sem rianodina.

A Tabela 12 apresenta os valores médios da forca de contracdo (Fc - mN.mm?) do
musculo cardiaco isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B.
cephalus., sujeitos a incrementos na frequéncia de estimulagdo (bpm) até que os registros
se tornassem irregulares. Esses valores encontram-se representados graficamente na
Figura 24, que revela que, para o grupo controle, houve uma reducéao significativa da forca
de contracdo (Fc) em relacdo aos valores iniciais (12 bpm), a partir da freqiéncia de
estimulagao de 48 bpm. Acima de 48 bpm ocorreu uma diminuigdo progressiva da Fc, cujo
valor minimo observado foi de 0,3 mN.mm™2, na freqiéncia de 120 bpm, freqiiéncia acima da
qual os registros tornaram-se irregulares. Para o grupo exposto ao MP, a reducédo da Fc
ocorreu a partir da freqiiéncia de 36 bpm, atingindo o valor minimo de 0,2 mN.mm? na
freqiéncia de 108 bpm, a maxima atingida por este grupo experimental.

A analise dos dados normalizados indica que os aumentos progressivos na freqiéncia
de estimulacao nao interferem na Fc diferentemente entre o grupo controle e exposto ao MP.

Os valores médios do tempo para o pico maximo de tensdo (TPT — Time to Peak
Tension) e tempo para 50% de relaxamento (THR — Time to Half Relaxation) desenvolvidos
pelo musculo cardiaco isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de
B. cephalus , quando submetidas a incrementos na freqluéncia de estimulagdo séao
apresentados nas Tabelas 13 e 14. Esses dados estdo representados graficamente nas
figuras 25 e 26.

Os valores de TPT obtidos em todas as frequéncias de estimulacdo foram
significativamente inferiores aos valores iniciais (12 bpm) pra ambos os grupos
experimentais, chegando ao valor minimo de 246 ms na freqténcia de 120 bpm, para o
grupo controle e 269 ms para o grupo exposto ao MP, na freqiiéncia de 108 bpm.

Os valores obtidos para o THR foram significativamente inferiores aos valores iniciais
(12 bpm), a partir da frequiéncia de 36 bpm para o grupo controle, chegando ao valor minimo
de 136 ms na frequéncia de 120 bpm. No grupo exposto ao MP, os valores foram
significativamente inferiores aos valores iniciais a partir de 24 bpm, chegando ao valor

minimo de 156 ms, aos 108 bpm.
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Tabela 12- Valores da forca de contragdo (Fc — mN.mm™) do musculo cardiaco isolado dos
grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B. cephalus em resposta a
incrementos na freqliéncia de estimulagao. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores
em negrito representam diferencga significativa em relagdo aos valores iniciais. #:
diferenga significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

Fc (mN.mm?)

Frequéncia (bpm) Controle MP
12 3,104 # 1,6+0,2
24 26+0,4 # 1,3+0,1
36 22+0,3 # 1,0+ 0,1
48 1,8 0,3 # 0,8+0,1
60 1,4 0,3 # 0,6 +0,1
72 1,1+0,2 # 0,4%0,1
84 0,8%0,2 # 0,3+0,1
96 0,6 +0,1 # 0,2+0,0
108 0,5+0,1 0,2+0,0
120 0,3+0,1
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Figura 24- Efeito do aumento da frequéncia de estimulacdo sobre a forgca de contragéo
(Fc — A: mN.mm?% B: % dos valores iniciais) dos grupos controle (n = 10) e
exposto ao MP (n = 10) de tiras ventriculares de matrinxa. Valores médios *
1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam diferenga significativa em relacdo aos
valores iniciais; #: diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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Tabela 13- Valores para o tempo para o pico maximo de tensdo (TPT - ms) do musculo
cardiaco isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de
B. cephalus em resposta a incrementos na freqiéncia de estimulagédo. Valores
médios = 1 E.P.M. Os valores em negrito representam diferenga significativa em
relacdo aos valores iniciais (p < 0,05).

TPT (ms)
Frequéncia (bpm) Controle MP

12 644,1 + 17,6 670,9 + 18,5
24 582,3+7,5 578,6 £ 9,5
36 502,3+9,2 521,4 16,3
48 451,4 + 4,0 4457 +5,3
60 400,4 £4,3 388,2+4,3
72 357,8 £2,9 349,8 4,2
84 328,4 10,2 318,6 4,5
96 293,5+ 3,9 292,8 4,2
108 272,1 % 8,1 269,0 £ 9,4
120 2459+ 2,6
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Figura 25- Efeito do aumento da freqiéncia de estimulacdo sobre o tempo para o pico de
tensédo (TPT — A: ms; B: % dos valores iniciais) dos grupos controle (n = 10) e

exposto ao MP (n =
1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam diferenga significativa em relacédo aos

valores iniciais (p < 0,05).
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Tabela 14- Valores para o tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) do musculo cardiaco
isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B. cephalus em
resposta a incrementos na frequéncia de estimulagao. Valores médios + 1 E.P.M.
Os valores em negrito representam diferenga significativa em relagao aos valores

iniciais; #: diferencga significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

THR (ms)

Frequéncia (bpm) Controle MP
12 508,6 + 39,2 #  697,7+37,1
24 470,7 £ 32,0 #  601,8%22,2
36 408,7 £ 21,5 # 47811120
48 337,7%£12,9 # 373,81 6,0
60 283,6 £ 7,0 # 305,1 % 3,4
72 241,6 £ 4,4 251,9 + 3,5
84 203,0 £ 2,9 212,6 £ 5,6
96 180,3+ 1,9 182,6 % 3,2
108 153,9 £ 2,2 156,4 £ 2,5
120

136,2+ 3,4
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Figura 26- Efeito do aumento da frequéncia de estimulagdo sobre o tempo para 50% de
relaxamento (THR — A: ms; B: % dos valores iniciais) dos grupos controle (n = 10)
e exposto ao MP (n = 10) de tiras ventriculares de matrinxa. Valores médios +
1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam diferenca significativa em relacdo aos
valores iniciais; #: diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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4.3.4.2. Relagao forga-freqiiéncia com rianodina.

A Tabela 15 apresenta os valores médios da forca de contracdo (Fc - mN.mm?) do
musculo cardiaco isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B.
cephalus na presenga de 10 yM de rianodina, sujeito a incrementos na freqiéncia de
estimulagao (bpm) até que os registros se tornassem irregulares.

Esses valores encontram-se representados graficamente na Figura 27, que revela que
houve uma reducao significativa da Fc em relagdo aos valores iniciais (12 bpm) a partir da
freqiéncia de estimulacido de 48 bpm no grupo controle, atingindo o valor minimo de
0,2 mN.mm? na freqiiéncia de 108 bpm, freqliéncia maxima atingida, a partir da qual os
registros se tornaram irregulares. No grupo exposto ao MP a Fc também foi
significativamente inferior aos valores iniciais a partir da freqiiéncia de 48 bpm, atingindo o
valor minimo de 0,1 mN.mm? na freqiiéncia de 96 bpm, a maxima alcangada neste grupo
experimental.

O efeito do aumento da frequéncia de estimulacdo sobre os parametros tempo-
dependentes (TPT e THR - ms) das tiras ventriculares de B. cephalus., na presenga de
10 uM de rianodina, estdo representados nas Tabelas 16 e 17, e apresentados graficamente
nas Figuras 28 e 29.

Os valores de TPT obtidos em todas as frequéncias de estimulagdo foram
significativamente inferiores aos valores iniciais (12 bpm), chegando aos valores minimos de
257,4 £ 21,3 ms na freqiéncia de 108 bpm, para o grupo controle e 281,9 + 3,1 ms na
freqUéncia de 96 bpm, para o grupo exposto ao MP.

Os valores obtidos para o THR foram significativamente inferiores aos valores iniciais
(12 bpm) em todas as freqléncias de estimulagdo, chegando aos valores minimos de
171,2 £ 16,1 ms no grupo controle e 180,4 + 2,6 ms no grupo exposto ao MP.

A andlise estatistica dos dados normalizados de Fc, TPT e THR (% valores iniciais)
nao aponta quaisquer diferencas significativas entre os grupos controle e exposto ao MP em

nenhuma das frequiéncias de estimulagao utilizadas.
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Tabela 15- Valores da forca de contragdo (Fc — mN.mm™) do musculo cardiaco isolado dos
grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B. cephalus, na presenca
de 10 uM de rianodina, em resposta a incrementos na freqliéncia de estimulagao.
Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em negrito representam diferenca

significativa em relagéo aos valores iniciais (p < 0,05).

Fc (mN.mm?)

Frequéncia (bpm) Controle MP

12 0,9+0,1 0,6 £ 0,1
24 0,7+0,1 0,5+0,1
36 0,6 £0,1 0,4+0,1
48 0,5+0,1 0,3+0,1
60 0,4+0,1 0,3+0,0
72 0,3%0,1 0,2+0,0
84 0,2%+0,0 0,2+0,0
96 0,2+0,0 0,1+0,0
108 0,2+0,0
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Figura 27- Efeito do aumento da frequéncia de estimulagcao sobre a forca de contragao
(Fc — A: mN.mm?;, B: % dos valores iniciais) dos grupos controle (n = 10) e
exposto ao MP (n = 10) de tiras ventriculares de matrinxa, na presenca de 10 uM
de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam diferenga
significativa em relagao aos valores iniciais (p < 0,05).
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Tabela 16- Valores para o tempo para o pico maximo de tensdo (TPT - ms) do musculo
cardiaco isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B.
cephalus, na presenga de 10 uM de rianodina, em resposta a incrementos na

freqiéncia de estimulagdo. Valores médios

1 E.P.M. Os valores em negrito

representam diferenga significativa em relagao aos valores iniciais (p < 0,05).

TPT (ms)
Frequéncia (bpm) Controle MP

12 649,3 + 22,9 640,8 + 15,9
24 561,9 + 11,6 547,6 + 14,8
36 489,0 £ 7,9 486,2 + 8,9
48 4279 +7,5 439,5 + 14,2
60 383,9%8,5 383,4 % 8,1
72 339,8 + 10,9 341,2 £ 6,0
84 306,1 £ 11,2 310,3 £ 5,0
96 274,9 13,1 281,9 + 3,1
108

257,4 21,3
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Figura 28- Efeito do aumento da freqiéncia de estimulacdo sobre o tempo para o pico de
tenséo (TPT — A: ms; B: % dos valores iniciais) dos grupos controle (n = 10) e
exposto ao MP (n = 10) de tiras ventriculares de matrinxa, na presenca de 10 uM
de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam diferenga
significativa em relagéo aos valores iniciais (p < 0,05).
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Tabela 17- Valores para o tempo para 50% de relaxamento (THR - ms) do musculo cardiaco

isolado dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B. cephalus, na
presenca de 10 uM de rianodina, em resposta a incrementos na freqiiéncia de
estimulagdo. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em negrito representam
diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais (p < 0,05).

THR (ms)

Frequéncia (bpm) Controle MP
12 7249 + 12,4 7749 + 16,7
24 635,2 12,0 655,0 10,5
36 498,8 + 4,4 514,5+9,4
48 400,6 * 8,9 391,8 £ 5,2
60 317,31 10,4 316,1 % 4,3
72 262,3 + 11,6 261,1 4,1
84 222,7 £ 13,4 213,8 £2,6
96 191,5 = 14,0 180,4 £ 2,6
108

171,2 £ 16,1
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Figura 29- Efeito do aumento da frequéncia de estimulagdo sobre o tempo para 50% de

relaxamento (THR — A: ms; B: % dos valores iniciais) dos grupos controle (n = 10)
e exposto ao MP (n = 10) de tiras ventriculares de matrinxa, na presenga de 10 uM
de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M. Os simbolos cheios indicam diferenca
significativa em relagéo aos valores iniciais (p < 0,05).
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4.3.4.3. Sem rianodina x Com rianodina.

Uma comparacéo entre os valores de Fc, TPT e THR desenvolvidos pelo musculo
cardiaco isolado dos grupos controle e exposto ao MP de B. cephalus em resposta a
incrementos na freqiéncia de estimulagao, obtidos na auséncia e na presenca de 10 uM de
rianodina é mostrada nas tabelas 18, 19, 20, 21, 22 e 23 e representada graficamente nas
figuras 30, 31 e 32.

Para o grupo controle, os resultados indicam que a Fc do grupo tratado com rianodina
foi menor em todas as freqiiéncias de estimulacao até 84 bpm, freqiiéncia abaixo da qual
nao houve diferenga significativa entre os tratamentos (0 rianodina x 10 yM rianodina). No
grupo exposto ao MP, a Fc apresentada pelas tiras ventriculares tratadas com rianodina foi
significativamente inferior aquelas na condigdo controle em todas as frequéncias de
estimulacao utilizadas.

A andlise estatistica revela que ndo ocorreu diferenca significativa entre os valores de
TPT em nenhuma das frequéncias de estimulacdo testadas entre as tiras ventriculares
tratadas com rianodina e as n&o tratadas, em ambos os grupos experimentais.

Ao contrario de TPT, os resultados mostram que THR foi significativamente maior no
grupo tratado com rianodina, em ambos os grupos experimentais, sendo que no grupo
controle a diferengca se manteve até a frequéncia de 60 bpm e no grupo exposto ao MP até
48 bpm.
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Tabela 18- Comparacéo entre os valores da forga de contragdo (Fc — mN.mm™) do musculo
cardiaco isolado do grupo controle de B. cephalus, em resposta a incrementos na
frequéncia de estimulagdo, na auséncia (n = 10) e na presenga (n = 10) de 10 uM
de rianodina. Valores médios = 1 E.P.M. #: diferenca significativa entre as
preparacgdes controle e as tratadas com rianodina (p < 0,05).

Fc (mN.mm?)
Frequéncia (bpm)
0 rianodina 10 uM rianodina

12 31+04 # 0,9+0,1
24 26+04 # 0,7+0,1
36 22+0,3 # 0,6 £0,1
48 1,8+0,3 # 0,5+0,1
60 1,4+0,3 # 0,4+0,1
72 1,1%+0,2 # 0,3+0,1
84 0,8+0,2 # 0,2+0,0
96 0,6 £0,1 0,2+0,0
108 0,5+0,1 0,2+0,0
120 0,3+0,1
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Tabela 19- Comparacéo entre os valores da forga de contragdo (Fc — mN.mm™) do musculo
cardiaco isolado do grupo exposto ao MP de B. cephalus, em resposta a
incrementos na freqliéncia de estimulagao, nas auséncia (n = 10) e na presenga
(n = 10) de 10 uM de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenga
significativa entre as preparagées controle e as tratadas com rianodina (p < 0,05).

Fc (mN.mm?)
Frequéncia (bpm)
0 rianodina 10 uM rianodina

12 1,6+0,2 # 0,6 £0,1
24 1,3+0,1 # 0,5+0,1
36 1,0+0,1 # 0,4+0,1
48 0,8 +0,1 # 0,3+0,1
60 0,6 £0,1 # 0,3+0,0
72 0,4+0,1 # 0,2+0,0
84 0,3+0,1 # 0,2+0,0
96 0,2+0,0 # 0,1+0,0
108 0,2+0,0
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Figura 30- Comparacéo entre os valores de Fc (mN.mm™) de tiras ventriculares de matrinxa,
B. cephalus, em resposta ao aumento na frequéncia de estimulagdo, no grupo
controle (A: n = 10) e exposto ao MP (B: n = 10) na auséncia e presenca de
10 uM de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenca significativa entre as
preparagdes controle e as tratadas com rianodina (p < 0,05).
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Tabela 20- Comparacdo entre os valores do tempo para o pico maximo de tensao

(TPT — ms) do musculo cardiaco isolado do grupo controle de B. cephalus, em
resposta a incrementos na frequéncia de estimulagao, na auséncia (n = 10) e na
presenca (n = 10) de 10uM de rianodina. Valores médios £ 1 E.P.M.

Frequéncia (bpm)

TPT (ms)

0 rianodina 10 uM rianodina

12 644,1+ 17,6 649,3 + 22,9
24 582,3+7,5 561,9 + 11,6
36 502,3 +9,2 489,0 +7,9
48 4514 +4.,0 4279+75
60 400,4 + 4,3 383,9+8,5
72 357,8 +2,9 339,8 + 10,9
84 328,4 + 10,2 306,1+ 11,2
96 293,5+3,9 274,9 + 13,1
108 272,1 £ 8,1 2574 21,3
120

2459+26
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Tabela 21- Comparacdo entre os valores do tempo para o pico maximo de tensao

(TPT — ms) do musculo cardiaco isolado do grupo exposto ao MP de B. cephalus,

em resposta a incrementos na freqliéncia de estimulagao, na auséncia (n = 10) e

na presencga (n = 10) de 10 uM de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M.

Frequéncia (bpm)

TPT (ms)

0 rianodina 10 uM rianodina

12 670,9 + 18,5 640,8 + 15,9
24 578,6 +9,5 5476 + 14,8
36 521,4 + 16,3 486,2 + 8,9
48 4457 +5,3 4395 + 14,2
60 388,2+4,3 383,4 + 8,1

72 349,8 + 4,2 341,2+6,0
84 318,6 +4,5 310,3+5,0
96 2928 +4,2 281,9 + 3,1
108

269,0+94
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Figura 31- Comparacdo entre os valores de TPT de tiras ventriculares de matrinxa,
B. cephalus, em resposta ao aumento na frequéncia de estimulagao, nos grupos
controle (A: n = 10) e exposto ao MP (B: n =10) na auséncia e presenga de 10 uM
de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M.
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Tabela 22- Comparagéao entre os valores do tempo para 50 % de relaxamento (THR — ms) do
musculo cardiaco isolado do grupo controle de B. cephalus, em resposta a
incrementos na freqiéncia de estimulagédo, na auséncia (n = 10) e na presencga

1 E.P.M. #: diferenca

significativa entre as preparagdes controle e as tratadas com rianodina (p < 0,05).

(n = 10) de 10 uM de rianodina. Valores médios

THR (ms)
Frequéncia (bpm)
0 rianodina 10 uM rianodina

12 508,6 + 39,2 # 7249 + 12,4
24 470,7 32,0 # 635,2 + 12,0
36 408,7 + 21,5 # 498,8 + 4,4
48 337,7+12,9 # 400,6 + 8,9
60 283,6 + 7,0 # 317,3+ 10,4
72 2416 +4.4 262,3+11,6
84 203,0 £2,9 2227 + 13,4
96 180,3+ 1,9 191,5 + 14,0
108 153,9 + 2,2 171,2 £ 16,1
120

136,2+ 3,4
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Tabela 23- Comparagéo entre os valores do tempo para 50 % de relaxamento (THR — ms) do
musculo cardiaco isolado do grupo exposto ao MP de B. cephalus, em resposta a
incrementos na freqiéncia de estimulagédo, na auséncia (n = 10) e na presenga

1 E.P.M. #: diferenca

significativa entre as preparagdes controle e as tratadas com rianodina (p < 0,05).

(n = 10) de 10 uM de rianodina. Valores médios

THR (ms)
Frequéncia (bpm)
0 rianodina 10 uM rianodina

12 697,7 + 37,1 # 7749 + 16,7
24 601,8 + 22,2 # 655,0+ 10,5
36 478,1£12,0 # 514,5 + 9,4
48 373,8 + 6,0 # 391,8 5,2
60 305,1 + 3,4 316,1 £4,3
72 251,9+3,5 261,1 + 4,1
84 2126 +5,6 213,8+2,6
96 182,6 + 3,2 180,4 + 2,6
108

156,4 + 2,5
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Figura 32- Comparagcao entre os valores de THR de tiras ventriculares de matrinxa, B.
cephalus, em resposta ao aumento na freqiéncia de estimulagdo, nos grupos
controle (A: n = 10) e exposto ao MP (B: n = 10) na auséncia e presenca de
10 uM de rianodina. Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenga significativa entre as
preparacdes controle e as tratadas com rianodina (p < 0,05).
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4.3.5. Adicao de Adrenalina.

Os valores médios da forca de contracdo (Fc - mN.mm? e % dos valores iniciais)
desenvolvida pelo musculo cardiaco isolado dos grupos controle e exposto ao MP de
B. cephalus, em resposta a adicdo de doses crescentes de adrenalina ao meio extracelular
sdo apresentados na Tabela 24 e representados graficamente na Figura 33.

Considerando-se os resultados obtidos, apesar da tendéncia de elevacao apresentada
pela Fc de ambos os grupos experimentais, nao foi verificada diferenga significativa em
relagcdo aos valores iniciais. A analise estatistica dos dados normalizados indica uma
diferenca significativa em relagao aos valores iniciais na Fc do grupo exposto ao MP, a partir
da concentragdo de 5 x 107 M de adrenalina e mostra também uma diferenca entre a Fc dos
dois grupos experimentais nas concentragdes de adrenalina a partir de 5 x 107

Os valores médios do tempo para o pico maximo de tensdo (TPT — Time to Peak
Tension) e tempo para 50% de relaxamento (THR — Time to Half Relaxation) desenvolvidos
pelas tiras ventriculares dos grupos controle e exposto ao MP de B. cephalus., quando
submetidas a adicdo de doses crescentes de adrenalina ao meio extracelular, estido
representados na Tabela 25. A Figura 34 apresenta graficamente esses valores.

Os valores de TPT e de THR obtidos em todas as concentragbes experimentais de
adrenalina ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais, em
nenhum dos grupos experimentais (controle e exposto ao MP).

A analise estatistica dos dados revela que os valores obtidos para o THR do grupo
exposto ao MP foram significativamente superiores aqueles observados para o grupo
controle, em todas as concentracdes experimentais de adrenalina.

A comparagao entre os dados normalizados de TPT e THR nao indica diferenga entre
0s grupos experimentais, sugerindo que a adrenalina ndo age diferentemente sobre os

tempos de contracao e relaxamento cardiacos.
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Tabela 24- Forca de contragdo (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares dos grupos controle
(n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de B. cephalus, em resposta a elevagao na
concentracao extracelular de adrenalina. Valores médios + 1 E.P.M. #: diferenca
significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

Fc (mN.mm?)

[Adr] (mM) Controle MP
0 3,1+0,8 # 1,1+0,2
10°® 3,2+0,8 # 1,2+0,2
107 3,1+0,8 # 1,2+0,2
5x 107 3,2+0,8 # 1,4 +0,2
106 3,2+0,8 # 1,4+0,2
10°® 3,3+£0,8 # 1,5+0,2
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Figura 33- Efeito da elevagédo gradual da concentracao extracelular de adrenalina sobre a
forga de contragdo (Fc - mN.mm?) de tiras ventriculares dos grupos controle
(n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de matrinxa. Valores médios + 1 E.P.M.
Os simbolos cheios indicam diferenga significativa em relacdo aos valores
iniciais; #: diferencga significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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Tabela 25- Valores para o tempo para o pico maximo de tenséo e para 50% de relaxamento
(TPT e THR - ms) de tiras ventriculares dos grupos controle e exposto ao MP de
matrinxd em resposta a elevacdo na concentracdo extracelular de adrenalina.
Valores médios = 1 E.P.M. #: diferenca significativa entre os grupos experimentais

(p < 0,05).
TPT (ms)
[Adr] (mM) Controle MP
0 648,1 £ 29,5 636,4 + 34,3
10° 637,8 £ 34,3 631,6 £ 34,0
10 647,5 £ 28,9 632,5+ 32,7
5x 107 639,3 £ 23,9 643,51+ 31,0
108 642,6 £ 19,6 645,1 + 32,7
108 647,4 £ 23,6 647,51 31,0
THR (ms)
[Adr] (mM) Controle MP
0 642,7 £ 39,5 741,0 £ 38,2
10° 644,2 + 41,2 # 750,2 + 35,3
10 646,0 £ 38,9 # 758,4 £ 32,4
5x 107 658,3 £ 35,3 # 768,0 £ 31,2
106 663,5 £+ 33,2 # 757,9 £ 29,5
10 666,1 + 33,5 # 762,0 + 28,1
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Figura 34- Efeito da elevacdo gradual da concentracdo extracelular de adrenalina sobre os
parametros tempo-dependentes (TPT e THR) de tiras ventriculares dos grupos
controle (n = 10) e exposto ao MP (n = 10) de matrinxa. A: Valores absolutos (ms);
B: Valores normalizados (% dos valores iniciais). Valores médios + 1 E.P.M.
#: diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).



5. DISCUSSAO.

5.1. Frequéncia cardiaca de Brycon cephalus submetido a hipoxia gradual.

A fy média de B. cephalus em normdxia manteve-se em ~63 bpm e esta préxima a
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 fy 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). Em todas essas
espécies, a resposta a redugdo da tensdo de O, foi uma bradicardia, que se tornou
acentuada quando os peixes foram expostos a niveis de O, na agua iguais ou inferiores a
tenséo critica (P:0O5).

MARVIN & HEAT (1968), estudando respostas cardiacas de espécies de habitos
lentos (Ictalurus nebulosus), moderados (Lepomis macrochirus) e ativos (Onchorynchus
mykiss), expostas a uma hipdxia gradual, observou que todas respondem de forma uniforme,
com uma pronunciada bradicardia.

B. cephalus foi capaz de manter a fy constante somente até a P;;O, de 80 mmHg,
tensdo a partir da qual ocorreu uma bradicardia, até que, na menor tensdo de O, utilizada
(20 mmHg), a fy foi de apenas 31 bpm, valor este ~50 % menor que o observado em
normoxia.

FARRELL (1984) sugeriu que o reflexo bradicardico produzido pela hipdxia pode ser
valioso para assegurar a performance do coracao durante a hipdxia do miocardio. Assim a
reducao da fy; do matrinxa provavelmente preserva o gasto energético do coragdo quando a
disponibilidade de O, se torna reduzida. Além disso, a bradicardia aumenta o tempo de
residéncia do sangue dentro do ventriculo, o que poderia permitir um aumento da EO, pelo
préprio miocardio esponjoso. Alternativamente, segundo GLASS et al. (1991), a bradicardia
aumenta a eficiéncia da transferéncia de gases nas branquias pelo desenvolvimento da
sincronia cardio-respiratéria.

A fy tem sido usada como indicador dos efeitos téxicos de contaminantes ambientais
em peixes (TEUSCHLER et al., 2005). De acordo com HEATH (1995), redugbes na fy com
concomitantes aumentos na ventilagdo branquial sao as respostas comuns quando os
peixes sao expostos a uma variedade de xenobidticos. Reducdes na fy foram descritas
como resultado da exposigcdo ao tolueno (STOSS & HAINES, 1979), metilmercurio
(DIAL, 1978), aos pesticidas carbaril, malation e paration (SOLOMON & WEIS, 1979) e ao
tricloroetileno (VILLALOBOS et al., 2000) em “medaka”, Oryzias latipes, bem como apés
exposicao do “killifish”, Fundulus heteroclitus, a inseticidas (WEIS & WEIS, 1974).
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No presente trabalho, os valores de fy; do grupo exposto ao MP foram
significativamente inferiores aos do grupo controle, seguindo a tendéncia descrita acima. De
acordo com GEHRKE (1988), esta bradicardia é resultante do aumento da inibicdo cardiaca
pelas fibras colinérgicas que inervam o coragdo. No entanto, o efeito deste OP diretamente

nos mecanismos contrateis ndo pode ser esquecido, o que sera discutido posteriormente.

5.2. Respostas respiratdrias de Brycon cephalus submetido a hipéxia gradual.
5.2.1. Consumo de oxigénio (VOZ) e tensao critica de O, (P.0,).

O consumo de oxigénio (\'/O2 - mlO,.kg™".h™") de B. cephalus mostrou-se independente
da concentragao de O, no meio, comportando-se como uma espécie oxirreguladora, capaz
de manter a \'/O2 constante em torno de 95,0 mlO,.kg”".h™" até a tensdo de O, na agua de
aproximadamente 40 mmHg. Nas P;,O. inferiores, essa espécie ndo foi capaz de manter a
\702, tornando-se dependente da concentragdo de O, na agua. Isso mostra uma reducgao

gradual na eficiéncia dos mecanismos homeostaticos envolvidos na captacado de O, pelas

branquias e na difusdo desse gas para os tecidos.

A \'/O2 em normoxia de B. cephalus foi semelhante a verificada em trutas (HOLETON

& RANDALL, 1967; MARVIN & HEAT, 1968), espécie considerada ativa, cuja \'/O2 em

norméxia fica em torno de 100 mlO,.kg™.h™, ligeiramente superior ao observado em dourado,
S. maxillosus, espécie também ativa e migratéria (SOUZA et al., 2001). Em comparagao
com algumas espécies tropicais, a \'/O2 de B. cephalus foi semelhante a encontrada para
espécies ativas, como o pacu, P. mesopotamicus (72 mIOz.kg'1.h'1; GUERRA, 1992), o
tambaqui, C. macropomum (78 mlO,.kg".h™"; CORREA, 1996), o curimbata, P. scrofa (90
mlO,.kg™.h™; FERNANDES et al., 1995) e mais alta que para algumas espécies sedentarias,
como a traira, H. malabaricus (37 mIOz.kg'1.h'1; KALININ, 1991) e o cascudo, H. regani (40
mlO,.kg™.h™"; MATTIAS, 1994).

Segundo CHRISTIANSEN et al. (1982), peixes submetidos a diferentes intensidades
de exercicio apresentam um aumento do consumo de oxigénio. Em duas espécies de atuns
muito ativos (K. pelamis e T. albacares), foram observados altos valores de \'/O2
(BUSHNELL & BRILL, 1992). Considerando-se que Brycon cephalus € uma espécie ativa,
migratoéria, sendo encontrada em ambientes de aguas rapidas e bem oxigenadas e em
constante movimento, a forma com que essa espécie é capaz de regular a \'/O2 se

assemelha ao que € observado em espécies com caracteristicas semelhantes.
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Comparando-se os dados obtidos com alguns serrasalmideos tropicais, o valor
normoxico médio de \'/O2 obtido para B. cephalus foi semelhante ao verificado em espécies

também migratdrias, como pacu, P. mesopotamicus (GUERRA, 1992; RANTIN et al., 1998),
o curimbata, Prochilodus scrofa (FERNANDES et al., 1995) e o tambaqui, C. macropomum
(CORREA, 1996). Essas espécies geralmente habitam ambientes sujeitos a oscilages
drasticas na disponibilidade de O, do meio.

Algumas espécies pertencentes a familia Loricariidae, de respiracdo aérea facultativa,

habitats Iénticos e capturadas nos mesmos ambientes que B. cephalus, apresentam uma
VO, em normoéxia em torno de 40 mlO,.kg'.h' e 23 miO,kg™.h™", respectivamente

(MATTIAS et al.,, 1996; TAKASUSUKI, 1994), valores considerados muito inferiores aos

observados no presente estudo, evidenciando o modo de vida ativo que a espécie apresenta
em seu habitat, refletida pelos altos valores de VOZ. KALININ et al. (1996), estudando a
tolerancia a hipoxia de traira, Hoplias malabaricus, espécie sedentaria de habitos lentos,
observaram um valor médio de VO, em torno de 20 miO,.kg™".h™.

A P.O, calculada para B. cephalus (35,4 mmHg) é semelhante a encontrada para
espécies ativas como o "black-bass", Micropterus salmoides (P.O, = 40 mmHg) (CECH et al.,
1979). Ao ser comparado a serrasalmideos tropicais, como o tambaqui
(P:O2 = 24 mmHg), o pacu (PO, = 30 mmHg), o curimbata (P.O, = 21,9 mmHg), observa-se
que os valores de P,O, desses animais sao inferiores aos encontrados para B. cephalus no
presente estudo (CORREA, 1996; GUERRA, 1992; FERNANDES et al., 1995,
respectivamente). E importante ressaltar que estas espécies sdo encontradas também em
locais de alimentacéo, sujeitos freqientemente a grandes oscilagbes da concentracao de O,
da agua.

Espécies sedentarias que vivem no fundo de lagos ou rios, geralmente pobres em
oxigénio, como a traira e a carpa (Cyprinus carpio), apresentaram uma PO, em torno de 19
mmHg (KALININ, 1991; OTT et al., 1980). Tais valores sao nitidamente mais baixos do que
0s observados para as espécies descritas anteriormente e do que os apresentados por
B. cephalus no presente estudo. Segundo FERNANDES & RANTIN (1989), as espécies
tropicais estdo mais sujeitas a hipéxia ambiental e os baixos valores de P.O, podem
representar uma vantagem adaptativa, pois permitem uma maior capacidade de regular a
tomada de O, do meio. Dessa maneira, o alto valor da P.O, observado em B. cephalus

parece refletir o habito e o habitat dessa espécie, sugerindo uma incapacidade em manter a
\'/O2 em ambientes com baixas tensdes de O.

A exposicdo ao MP aumentou significativamente a P.O, de B. cephalus, de ~35 para

~52 mmHg. Assim, o MP reduziu a capacidade de manter a tomada de O, constante e a
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\'/O2 da espécie passa a ser dependente da concentragdo de O, do meio em tensdes de O,

mais elevadas, reduzindo sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes hipdxicos.
MACHADO & FANTA (2003) estudaram o efeito da exposicao ao MP sobre as
branquias de pacu prata, Metynnis roosevelti. Na primeira hora de exposi¢ao a dose subletal
de 1 ppm de MP, toda a estrutura das lamelas respiratérias ja foi alterada, incluindo o
colapso das células pilares, o que aumentou progressivamente ao longo de 96 horas de
exposicdo. Durante as 96 horas, o MP causou aumento da produgdo de muco, intenso
descolamento do epitélio branquial e alteragdes morfolégicas da superficie das células,
hiperplasia e degeneragdo das células lamelares e interlamelares, colapsamento dos
espagos sanguineos e alteragdo na forma dos eritrocitos. De acordo com estes autores,
estas alteragbes causam desequilibrio osmaético e ibnico, aumento da distancia de difusdo
agua-sangue e redugao da capacidade de difusao do O, além de redugéo da perfusdo dos
filamentos branquiais e das lamelas secundarias, reduzindo drasticamente a eficiéncia das

trocas gasosas. Se este for também o caso para B.cephalus, estes efeitos explicariam os
menores valores de \'/O2 em hipdxia severa e os maiores valores de P.O, para os animais

expostos ao MP.

SAHIB et al. (1981) estudaram o efeito do OP malation sobre a funcao respiratéria de
Tilapia mossambica e sugeriram que a reducdo no consumo de O, da espécie é devida ao
diminuido nivel de enzimas oxidativas apds 48 h de exposicdo e, provavelmente, a maior
absorcdo deste pesticida pelas branquias. Em consonancia com tais afirmagdes,
MONTEIRO et al. (2006) verificaram que a exposi¢cao de matrinxd ao MP por 96 h resulta
em indugéo significativa da atividade da superoxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) e
redugédo na atividade da glutationa peroxidase (GPx) nas branquias. A exposi¢ao ao MP
também induz um aumento significativo na atividade da glutationa S-transferase (GST) e
aumento da peroxidacéo lipidica neste tecido, demonstrando que o MP é um potente indutor
de estresse oxidativo em B. cephalus e que as branquias sdo 6rgaos muito sensiveis e com

um baixo potencial antioxidante. Tais resultados podem explicar, ao menos em parte, a
reduzida \'/O2 e 0s maiores valores de P.O, apresentados pelo grupo exposto ao MP no

presente estudo.

5.2.2. Ventilagdao Branquial (VG ), Freqiiéncia Respiratéria (fz) e Volume Corrente/

Ventilatorio (V7).

A Vs de Brycon cephalus em norméxia, determinada no presente estudo, foi

semelhante a encontrada para outras espécies estudadas nas mesmas condi¢des, como P.
mesopotamicus (546 mIH,O.kg"'.min™; GUERRA, 1992), P. scrofa (451 miH,0.kg".min™;
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FERNANDES et al., 1995), C. macropomum (313 mIH,O.kg".min™"; CORREA, 1996) e
menor do que a encontrada para o cascudo Hypostomus regani (913 miH,O.kg™.min™";
MATTIAS, 1994) e para o dourado, S. maxillosus (914 mIH,O.kg™".min™'; SOUZA et al., 2001),
espécies que habitam aguas rapidas e bem oxigenadas.

De acordo com a "equacgao fundamental da fisiologia respiratoria" de DEJOURS (1981):

(Vg /VO, ).EO,. PO, = 1,

a manutencao da tomada de O, constante quando a concentracao de O, do meio declina s6
é possivel se ocorrer um aumento na ventilagdo branquial e/ou na extracdo de O, da

corrente ventilatéria (EO;). Como a capacidade de aumento na EO, € muito limitada em

peixes, 0 aumento na VG € necessario para a manutencao da \'/O2 (KALININ, 1996).

Durante a hipdxia gradual, a VG de B. cephalus aumentou 5,5 vezes de normédxia a

20 mmHg (menor P;,0, estudada). BUSHNELL & BRILL (1992), estudando duas espécies

de atuns muito ativas (K. pelamis e T. albacares), observaram aumentos significativos da

Vs quando compararam seus valores em normoxia e apos a exposicao a hipdxia moderada.

Em truta arco-iris (Onchorhynchus mikiss), foi observado um aumento de 13 vezes na VG

em resposta a hipoxia, indicando a grande capacidade do aparato respiratério dessa
espécie em elevar a ventilagdo branquial (HOLETON & RANDALL, 1967). Tal resposta
também foi observada para outras espécies de teledsteos, submetidos a diferentes niveis de
hipéxia ambiental (HUGHES, 1973; GLASS, 1992; NONNOTTE et al., 1993).

Aumentos na VG durante hipdxia gradual também foram verificados para outras

espécies de peixes tropicais ativos. C. macropomum foi capaz de aumentar a VG em 10,9

vezes (CORREA, 1996), P. scrofa, 12 vezes (FERANDES et al., 1995) e Hoplias lacerdae,

8,5 vezes (KALININ et al.,, 1996). A comparacado destes resultados com os obtidos no
presente estudo sugere que B. cephalus tem uma reduzida capacidade de elevacdo da VG ,
a contrario das espécies consideradas resistentes a hipdxia, que apresentam maior
capacidade de aumento da VG. Porém, em seu ambiente natural, B. cephalus pode langar

mao da chamada ram ventilation, que consiste da passagem forcada de agua pelas
branquias posicionando-se contra a corrente, ou nadando com a boca parcialmente aberta,

o que melhoraria a eficiéncia da ventilagdo a um menor custo energético (RANDALL, 1982).
A exposicdo ao MP fez com que o aumento da VG em resposta a hipdéxia fosse mais

pronunciado (7,7 vezes) que aquele apresentado pelos peixes controle, reforcando a
hipétese de prejuizo a superficie de troca gasosa causado por este MP. Em hipdxia severa

(40 e 20 mmHg), os peixes expostos ao MP apresentaram valores de tomada de O,
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significativamente inferiores aos apresentados pelos controles, e na tentativa de manter a

tomada de O,, apresentaram valores de VG mais elevados.

Durante a exposi¢ao gradual a hipdxia, o aumento de 5,5 vezes da VG observado em
B. cephalus é devido, primariamente, ao aumento de 2,9 vezes no Vr, enquanto que a fg
aumenta 1,7 vezes. Esta resposta permanece nos animais expostos ao MP, onde o
aumento da VG de 7,7 vezes tem como principal componente o aumento da Vi, de 5,6

vezes, contra a elevacao da fr de 1,7 vezes. Esse padrao de resposta parece ser comum
em peixes, conforme observado por PERRY & WOOD (1989) e por PERRY & GILMOUR
(1996).

Entre as diversas espécies de teledsteos, observam-se diferentes estratégias para

acionar a hiperventilagdo em resposta a hipoxia. Por exemplo, em carpa, Cyprinus carpio e
em Lepomis macrochirus, o aumento da VG é devido a maior elevacao da fr do que no V+
(MARVIN & HEAT, 1968; LOMHOLT & JOHANSEN, 1979). Em tilapia, Oreochromis niloticus,
o0 aumento da VG ocorre com a elevagao simultanea da fz e do V1 (FERNANDES & RANTIN,

1989). Apesar da diversidade de estratégias entre as espécies, a resposta mais comumente
observada em teledsteos € a hiperventilagdo através de um maior aumento do V1 do que da
fr, sendo exatamente a mesma resposta observada para B. cephalus no presente estudo.

Tal padrao de resposta parece estar relacionado a vantagem representada pelo menor
custo energético da elevagao da VG através de um maior aumento do Vr do que na fr.

Segundo RANTIN et al. (1992), a utilizacdo desta estratégia baseia-se no baixo custo para a
manutencdo da velocidade e constancia da contracdo muscular, enquanto que uma alta
frequéncia de contracdo € limitada pelo trabalho muscular contra uma alta viscosidade da

agua ventilada.

5.2.3. Necessidade Ventilatoria (\'lG /\'IO2 ).

A eficiéncia das branquias como 6rgao trocador de O, pode ser avaliada por meio da

necessidade ventilatéria (“water convection requirement” - V/VO, ), também chamada de

requerimento branquial de convecg¢ao de agua (DEJOURS, 1981). Aumentos na \'/G/\'/O2

em fungdo da reducdo na disponibilidade de O, do meio sado indicativos da reducdo na
eficiéncia de extragdo de O, da corrente ventilatoria, ou seja, uma maior quantidade de agua
deve passar pela superficie funcional respiratéria para que a mesma quantidade de O, seja
obtida.

No presente estudo, a necessidade ventilatéria manteve-se constante até a P;,O, de

60 mmHg, indicando uma grande eficiéncia da superficie respiratoria funcional nas trocas



Discussdo 89

gasosas. Nas PO, mais baixas, a \'/G/\'/O2 aumentou significativamente, mas em

proporcgao diferente nos dois grupos experimentais. No grupo controle, a \'/G/\'/O2 na P;,O,
de 20 mmHg foi de ~46 mIH,O.mIO,™", valor 10,5 vezes maior que o observado em normodxia
(4,4 mIHZO.mI02'1), ao passo que nos peixes expostos ao MP a VG /\'/O2 na mesma P;,0, foi

de ~95 mIH,O.mIO,", valor este 18,3 vezes mais elevado do que aquele observado em
norméxia (5,2 mIHZO.mIO2'1) e ~2 vezes mais alto em comparagio ao grupo controle.

Esse resultado mostra uma diminuigdo significativa da eficiéncia das branquias na
troca de O, apds a exposi¢cao ao MP, provavelmente devido aos efeitos descritos acima, de
forma que os peixes do grupo MP necessitaram ventilar uma quantidade muito maior de
agua para obter uma mesma quantidade de O, que os peixes do grupo controle. Desta
forma, pode-se inferir que, além dos efeitos discutidos acima, o MP implica em um maior

gasto energético para a troca gasosa.

5.2.4. Extracao de O, da Corrente Ventilatoria (EO,).

A extracdo de O, da agua observada para B. cephalus no presente estudo é
relativamente baixa quando comparada a outras espécies de peixes, como a tilapia,
O. niloticus, o tambaqui, C. macropomum, o pacu, P. mesopotamicus, o curimbata,
P. scrofa, a traira, H. malabaricus e carpas, todas apresentando uma EO, em normodxia
maior que 70 % (KALININ, 1996; CORREA, 1996; GUERRA, 1992; FERNANDES et al.,
1995; MATTIAS et al., 1996; SAUNDERS, 1962).

No grupo controle, a EO, se mantém constante, em torno de 59 %, até a P;,O, de
40 mmHg. Apenas na menor PO, (20 mmHg) a EO, diminui, atingindo ~43 %. Estes
valores sdo semelhantes aos encontrados para outras espécies de peixes ativos, como os
atuns K. pelamis e T. albacares, para os quais foi observada uma EO, de 55 % em normoxia.
Porém, nessas espécies a EO, diminui significativamente quando os peixes s&o expostos a
uma hipéxia moderada (BUSHNELL & BRILL, 1992), o que nao ocorreu com
B. cephalus, que apresentou redugao da EO, apenas nas P;;O, de 20 e 40 mmHg para os
grupos controle e exposto ao MP, respectivamente.

Interessante ressaltar que Hoplerythrinus unitaeniatus, um eritrinideo de respiragao
aérea facultativa, foi capaz de manter a EO, constante em torno de 80%, mesmo quando
exposto a concentragdes muito baixas de O, na agua (MATTIAS et al., 1996). Rhinelepis
strigosa e H. regani, duas espécies de loricariideos, também de respiracdo aérea facultativa,
foram capazes de aumentar a EO, quando expostos a hipéxia gradual (TAKASUSUKI, 1994;
MATTIAS, 1994). Tal fato pode ser explicado pela grande superficie de trocas gasosas

observada nesses animais
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Considerando-se a “equagao fundamental da fisiologia respiratoria”, observa-se que a
extracdo e/ou a ventilacdo devem aumentar para manter a tomada de O, quando a

concentracado de O, da agua inspirada diminui. Como o potencial para aumentar a EO, é

freqientemente limitado, uma relagdo inversa entre a V; e a P;,O, é esperada, se a VO,

for mantida constante. Essa relagao entre VG e Pi,O, é conhecida para todos os grupos de

vertebrados, refletindo que os reflexos ventilatérios freqlientemente mantém a tomada de O..

5.3. Contratilidade cardiaca de Brycon cephalus in vitro.
5.3.1. Efeito do Tempo de Duragao do Experimento

Esta série experimental foi realizada no intuito de se verificar se o tempo de duracao
dos protocolos experimentais, que tiveram duragdo maxima de 40 minutos, poderia ter
qualquer efeito inotrépico negativo devido a deterioragao das preparacgdes.

Os resultados mostraram que a forga contratil da tiras ventriculares, tanto do grupo
controle quanto do exposto ao MP, se manteve constante ao longo do tempo experimental.
Adicionalmente, foi possivel observar o efeito inotrépico negativo do MP sobre as
preparagdes do grupo exposto ao MP quando comparado ao grupo controle, uma vez que a
Fc média deste grupo (~1,9 mN.mm™) foi aproximadamente 2 vezes menor que a do grupo
controle (~3,7 mN.mm?).

O tempo experimental também nao alterou os parametros tempo-dependentes (TPT e
THR), uma vez que os mesmos mantiveram-se constantes ao longo dos 40 minutos em
ambos os grupos experimentais. Quanto ao efeito especifico do MP, ndo foram observadas
diferencas entre os valores de TPT do grupo controle e do exposto ao MP, indicando que
este pesticida aparentemente n&o altera a velocidade de contragédo ventricular. Entretanto,
os valores de THR do grupo exposto ao MP (~630 ms) foram significativamente mais
elevados que os do grupo controle (~434 ms). Tal efeito do MP no relaxamento cardiaco,

bem como na forca de contracao, sera discutido nos itens seguintes.

5.3.2. Aumento da Concentragao de Calcio Extracelular.

Segundo CHAPMAN (1983), a variacao da forca de contragdo do musculo cardiaco
envolve um numero variavel de pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina,
que irdo requerer quantidades variaveis de ions Ca*". Essa alteragdo na forga de contracdo
pode ser obtida alterando-se as propriedades de ligagdo das proteinas contrateis ao calcio,
por exemplo, pela alteragdo na quantidade disponivel deste ion e pela estimulagao

adrenérgica.
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Elevacdes do Ca®* no meio extracelular parecem aumentar o influxo de Ca®* através
da sarcolema (SL) sem a atuagdo de qualquer via de transdugao de sinal, diferente do que
ocorre com a estimulacéo adrenérgica (SHIELS & FARRELL, 1997).

Diversos estudos tém comprovado que a contratilidade cardiaca da maioria dos peixes
é dependente da concentragcdo extracelular de calcio, refletindo a importancia dos
movimentos transarcolemais de Ca®" para o acoplamento E-C cardiaco (TIBBITS et al.,
1992, DRIEDZIC & GESSER, 1994; VORNANEN, 1996). Em diversas espécies de
elasmobranquios e teledsteos, dentre elas Alosa pseudoharengus, Bathygobius soporator,
Cyclopterus lumpus, Hemitripterus americanus, Katsuwonus pelamis, Lophius americanus,
Macrozoarces americanus, Myxocephalus octodecimspinosus, Oncorhynchus mykiss,
Oreochromis niloticus, Salmo salar, Scomber scombrus, a forga isométrica maxima de suas
tiras ventriculares aumenta significativamente apds elevacbes nas concentragbes
extracelulares de Ca®' (DRIEDZIC & GESSER, 1985, 1988; KEEN et al, 1992,
RANTIN et al., 1998, COSTA et al., 2000).

A importancia do calcio extracelular para a contragdo cardiaca de Brycon cephalus
pdde ser evidenciada pela adigdo de concentracdes crescentes de Ca?* ao meio. No grupo
controle, tais incrementos resultaram em um aumento da forca de contracdo de 2 vezes,
quando atingida uma concentracdo de Ca?* de 11,5 mM, sendo que o efeito inotrépico
positivo foi observado na concentragao de 7,5 mM. No grupo exposto ao metilparation (MP),
o calcio extracelular continua sendo importante para a contragdo cardiaca, ja que um efeito
inotrépico positivo foi observado a partir da concentragdo de 9,5 mM, com um aumento da
forga de contragao de 1,8 vezes na concentragdo maxima utilizada (11,5 mM).

Analisando-se os dados normalizados do desenvolvimento de forga de contracao pelas
tiras ventriculares de matrinxa, nota-se uma tendéncia maior de aumento no grupo exposto
ao MP, (apesar de ndo serem observadas diferencas significativas). Este fato corrobora os
resultados obtidos por GREENWOOD & HUDDART (1975) e por HUDDART (1977), onde a
exposicao ao organofosforado (OP) paration diminuiu a capacidade de armazenamento
intracelular de calcio do musculo esquelético de baratas, por uma inibicdo na tomada de
calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (RS), aumentando a importadncia dos estoques
extracelulares para a contracao.

O presente estudo indicou que a concentracdo de calcio na qual foi observado um
aumento da forgca de contragdo corresponde a concentragéo limitante (7,5 mM e 9,5 mM
para os grupos controle e MP, respectivamente), acima da qual o desenvolvimento de forga
passa a ser limitado pelas distancias difusionais, tanto do meio extracelular e do RS, quanto
dos filamentos, e ndo mais por quaisquer adicbes de calcio ao meio. Tais resultados
corroboram a observagao de KEEN et al. (1992) de que as tiras atriais de atum (Katsuwonus

pelamis) apresentaram um aumento da for¢a de contragdo da ordem de 90% quando se
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elevou a concentracgdo extracelular de Ca** de 3 para 9 mM, sendo que o maior aumento de
forga ocorreu entre 1 e 5 mM. Resultados semelhantes foram encontrados por COSTA et al.
(2000) para tiras ventriculares de Oreochromis niloticus.

BLASIAK (1995), estudando o figado de porcos, propds que um mecanismo indireto de
interacdo entre inseticidas OPs e a Na'/K'-ATPase. Segundo este autor, os OPs podem
inibir a atividade da Na'/K*-ATPase excluindo a parte protéica da enzima de seu meio
lipidico normal. Se esta hipétese for véalida para a Na‘'/K’-ATPase cardiaca, uma menor
quantidade de Na® estaria disponivel no sarcoplasma e, conseqiientemente, o trocador
Na*/Ca? (NCX) teria uma menor disponibilidade deste ion para a troca com Ca* quando
trabalhando em seu modo reverso. Levando-se em conta a importancia dos mecanismos
transarcolemais de entrada de Ca®" para o acoplamento excitagdo-contragdo em peixes, tal
reducdo na concentracdo intracelular de Na* e, conseqiientemente, de Ca*, poderia resultar
na menor forca de contracao desenvolvida pelas tiras ventriculares do grupo exposto ao MP.

Os incrementos na concentracdo de Ca®" extracelular ndo causaram mudancgas
significativas no tempo para o desenvolvimento do pico de tensao (TPT) de nenhum dos
grupos experimentais. Também nao foram observadas diferengas significativas entre os
valores de TPT do grupo controle e do grupo exposto ao MP. Tais resultados sugerem que a
contragdo ventricular ndo é significativamente afetada nem pela sobrecarga de Ca? nem
tampouco pela exposicao ao MP.

Por outro lado, o THR do grupo exposto ao MP foi significativamente mais elevado que
o do grupo controle em todas as concentragbes de Ca®* extracelulares, apesar dos
incrementos de Ca®* ndo terem afetado significativamente o THR de nenhum dos grupos.
Esse aumento no tempo para o relaxamento sugere, mais uma vez, uma acgao inibitéria do
MP nos mecanismos de remocgao do Ca?" da célula, como a Ca*-ATPase e o NCX,
trabalhando agora em seu modo normal. Também n&o pode ser descartado um possivel
efeito do MP sobre a Ca®*-ATPase da sarcolema e do RS. DIERKES-TIZEK et al. (1984)
verificaram um efeito inibitério de inseticidas OPs sobre a Ca®*-ATPase cardiaca de ratos.
Segundo SUN et al. (2000), o paraoxon, metabdlito ativo do MP, pode diminuir a atividade
da SERCA do RS das glandulas salivares de humanos, diminuindo a captacao de calcio por
essa organela. Esses autores afirmam que além da SERCA, a Ca®*-ATPase da membrana
celular também pode ter sua atividade diminuida pelo paraoxon, contribuindo ainda mais

para uma elevacao do tempo de relaxamento.
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5.3.3. Tensao Pés-Pausa e Relagao Forga x Freqiiéncia.

A forca de contragdo desenvolvida pelo musculo cardiaco esta diretamente
relacionada com a freqléncia de estimulagdo e sua regularidade. O estudo do intervalo
entre uma contracdo cardiaca e a contracao precedente é de crucial importancia para a
determinacgao da tensao (BOWDITCH, 1871 apud HAJDU, 1969).

A primeira correlacdo entre freqiéncia de estimulacido e forca de contragcdo foi
proposta por Bowditch, em 1871. Trabalhando com miocardio de ra, ele verificou que apds
uma pausa diastélica prolongada, a forca de contragao desenvolvida apés o musculo ser
novamente estimulado na frequéncia anterior sofria uma reducao e retornava lentamente
aos valores anteriores, que eram entdo mantidos. Trabalhos posteriores com outros animais
confirmaram essas observagbes também para o coragdo de alguns mamiferos, como
coelhos e cobaias (YU et al., 1994; BERS, 2001). A essa relagao foi dado o nome de “efeito
escada” (staircase).

Em contrapartida, um fenbmeno oposto ao descrito anteriormente foi observado pela
primeira vez no musculo cardiaco de caes por WOODWORTH (1902). Segundo esse autor,
uma reducdo na frequiéncia de estimulacdo causava um aumento na for¢ca de contracédo dos
primeiros batimentos na nova frequéncia, ao invés de causar uma reducdo, como seria
prevista pelo “efeito escada” de Bowditch. “Efeito escada reversa” é outro nome utilizado
para descrever este efeito. A potenciacdo pds-pausa é também um exemplo de “efeito
escada reverso’, j& que uma pausa na estimulacdo pode ser considerada como uma
reducdo na freqUéncia de estimulacao, o que causa um aumento na forca de contragao.

A partir destas observacdes fica clara a importdncia da analise de alteragdes na
freqiéncia de estimulacdo sobre as respostas do miocardio, assim como a analise de

pausas diastélicas prolongadas (repouso).

5.3.3.1. Tensao pos-pausa.

Estudos utilizando microscopia eletrbnica sugerem que existem grandes diferengas no
grau de desenvolvimento do reticulo sarcoplasmatico (RS) do mdusculo cardiaco de
diferentes espécies de peixes (SANTER, 1985). A despeito dessas diferencas, o RS
cardiaco de peixes € em geral menos desenvolvido anatomicamente e menos importante
para o acoplamento E-C do que o RS de mamiferos. Em bacalhau, Gadus virens, por
exemplo, o RS corresponde a 0,6% do volume do midcito, enquanto que em mamiferos
estes valores variam de 3,5% a 7% do volume do midcito (HELLE, 1983; LEKNES, 1984).

O desenvolvimento de forga do primeiro batimento apds um periodo de repouso esta
relacionado com o preenchimento das reservas intracelulares de calcio, especialmente do

RS, durante uma pausa diastélica prolongada e néo-fisioldgica (COSTA et al., 2002).
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A utilizacdo do RS como armazenador e fornecedor de calcio para o aparato contratil
varia grandemente entre as classes de vertebrados, entre diferentes espécies de um mesmo
grupo filogenético e até mesmo entre as fases do desenvolvimento ontogenético de um
individuo (BERS, 2001). O RS é bem desenvolvido em midcitos de mamiferos e aves, onde
é a principal fonte e reservatério do Ca*" ativador. Nos vertebrados ectotérmicos e em
mamiferos neonatos, o RS cardiaco é relativamente esparso e a contragao e o relaxamento
cardiacos sdo mais dependentes da entrada e saida transarcolemais de Ca?* (FABIATO,
1983; BOSSEN & SOMMER, 1984; VORNANEN, 1996).

Além disso, a exposicao a inseticidas organofosforados afeta grandemente o balango
celular do calcio, tanto diretamente quanto indiretamente, através de receptores nicotinicos,
muscarinicos e adrenérgicos, proteina G, fosfolipase C, modificando a importancia relativa
de cada compartimento celular como fornecedor de calcio para o aparato contratil
dependendo das condig¢des (SUN et al., 2000).

Na maioria das espécies de teledsteos ja estudados, principalmente de ambientes
temperados, a corrente de calcio através dos canais tipo L da sarcolema contribui com a
maior parte do calcio ativador da contragao (TIBBITS et al., 1992; VORNANEN, 1997; 1998).
Esta afirmagao encontra-se fundamentada em algumas caracteristicas do tecido cardiaco de
peixes, como: 1) midcitos de pequeno diametro, facilitando a ativagdo dos miofilamentos
pelo influxo transarcolemal de Ca?* e 2) auséncia de sensibilidade & rianodina (conhecida
por seu efeito inibidor da funcdo do RS) sobre a contragao cardiaca, tanto in situ quanto em
preparagdes multicelulares (DRIEDZIC & GESSER, 1988; 1994; HOVE-MADSEN, 1992;
MO@LLER-NIELSEN & GESSER, 1992). Entretanto, em algumas espécies de peixes como o
atum e o pacu, o0 RS, sob determinadas condi¢cdes (temperaturas supra-fisiolégicas e
freqliéncia de estimulagdo sub-fisiolégica), pode atuar como a principal fonte de Ca?*
sistélico (KEEN et al., 1992; SHIELS et al., 1999; SHIELS & FARRELL, 2000; ANELLI-JR, et
al., 2004).

A musculatura cardiaca de varias espécies de peixes como a carpa cruciana,
Carassius carassius (VORNANEN, 1989), o “sea-raven”, Hemitripterus americanus, o
bacalhau, Gadus morhua (DRIEDZIC & GESSER, 1988), a tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus (COSTA et al., 2000), e o amboré de pocas de maré, Bathygobius soporator
(RANTIN et al., 1998), tém sido descritas como insensiveis a rianodina. Por outro lado, em
espécies ativas, a rianodina reduziu o desenvolvimento de forca em ~20% na cavala do
pacifico, Scomber japonicus (SHIELS & FARRELL, 2000), ~30% no atum “skipjack”,
Katsuwonus pelamis (KEEN et al., 1992), ~25% no mugum, Synbranchus marmoratus
(ROCHA et al., 2007) e ~40% no atum “yellowfin”, Thunnus albacares (SHIELS et al., 1999)

e no pacu, Piaractus mesopotamicus (ANELLI-JR et al., 2004).
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HOVE-MADSEN & TORT (1998) e HOVE-MADSEN et al. (1998), trabalhando com
células isoladas do musculo ventricular de truta, observaram que a corrente através dos
canais de calcio do tipo L é insuficiente para ativar completamente a contragcdo e que o RS é
capaz de participar da regulacdo de Ca®* citosdlico durante o acoplamento E-C na
temperatura de aclimatagéo.

No presente estudo, por meio da utilizagcao da rianodina em condigdes fisiologicas, foi
possivel verificar uma importante diferenca entre o coragdo de B. cephalus e da grande
maioria das espécies de peixes de ambiente temperado estudadas até o momento. Os
resultados obtidos demonstram que a contragdo ventricular dessa espécie é dependente
dos estoques intracelulares de Ca®** uma vez que foi observado o desaparecimento da
potenciacdo pds-pausa da Fc ao utilizar-se este alcaldide. A evidéncia de um RS funcional
na temperatura em que a espécie ocorre naturalmente s6é havia sido descrita para tiras
atriais de atum (KEEN et al., 1992), levando-se em consideracido que em diversas espécies
o atrio normalmente apresenta RS mais desenvolvido do que o tecido ventricular, tanto
estrutural como funcionalmente (BERS, 2001), e para tiras ventriculares do pacu (ANELLI-
JR et al, 2004), do curimbata e do cascudo (RIVAROLI et al., 2006), da traira (OLLE, 2003)
e do mugum (ROCHA et al., 2007), espécies tipicamente neotropicais.

Assumindo que, como em mamiferos, a mitocondria ndo seja importante para
suplementar o Ca?" ativador do aparato contratil e que as caracteristicas de ligacdo da
rianodina sejam similares em mamiferos e em peixes, o Ca®" responsavel pela ativacdo da
contracdo no coracado de B. cephalus, assim como no atum, pacu, mugcum, curimbata e

cascudo, deve vir de pelo menos duas fontes: o meio extracelular e 0 RS.

5.3.3.2. Relagao forga x freqiiéncia.

Embora a analise da tensido pds-repouso seja a maneira tradicional de se verificar a
importancia do RS na regulacdo de Ca* no musculo cardiaco, é importante verificar a
participacao do RS em freqliéncias relevantes fisiologicamente, através do estudo da
relacao entre a forga de contracdo e a frequéncia de estimulagao na presenca da rianodina.

A relagao entre a forca isométrica maxima e a freqiiéncia de contragao, ou relagao
forca-frequéncia, € documentada para diversas espécies de peixes. Para a maioria das
espécies estudadas, o desenvolvimento de forga em tiras cardiacas isoladas diminui em
resposta a um aumento na frequéncia de estimulacdo. Esta relagao inversa & conhecida
como relagao for¢a-freqiéncia negativa ou “efeito escada” negativo.

Em tiras atriais de Myxine glutinosa e em tiras ventriculares da maioria dos teledsteos,
um aumento na freqliéncia de estimulacdo causa uma redug¢ao na duragao do estado ativo,

diminui a tensdo isométrica maxima e a taxa de contragdo (ASK, 1983; DRIEDZIC &
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GESSER, 1985; VORNANEN, 1989). Em freqliéncias elevadas, logo antes das contragbes
se tornarem arritmicas, a for¢a é reduzida de 50 a 90% no musculo cardiaco da maioria dos
teledsteos (FARRELL & SHIELS, 2000).

Em outros grupos de vertebrados, conforme demonstrado em estudos realizados com
tecido ventricular de mamiferos, répteis, anfibios e também de elasmobranquios (DRIEDZIC
& GESSER, 1985; 1988) e no tecido atrial de atum, Katsuwonus pelamis (KEEN et al., 1992),
ha uma relacao positiva entre a freqiéncia de contracdo e a tensado isométrica maxima em
baixas frequéncias, relacdo que se torna negativa em freqliéncias mais elevadas.

Atualmente sabe-se que estas diferengas entre os grupos de vertebrados parecem
refletir, indiretamente, variagcbes nos processos que envolvem a acumulagao e liberacao de
calcio, inclusive a participagao do reticulo sarcoplasmatico (RS) como fornecedor deste ion
para o aparato contratil durante o ciclo cardiaco.

Segundo HELLE (1983), o RS funciona ndo apenas como fonte de ions Ca** para a
contragdo, mas também desempenha um papel fundamental como armazenador deste ion
no relaxamento cardiaco, pela tomada de célcio dependente de ATP (Ca®*-ATPase). Existe
uma correlagdo direta entre o desenvolvimento do RS e a frequiéncia de contracdo maxima
que o musculo pode atingir, sendo que as maiores taxas de contragdo s&o encontradas nos
tecidos que apresentam um RS mais desenvolvido ou mecanismos de transporte
sarcolemais de calcio mais eficientes.

Uma outra limitacdo a manutencio da tensdao em freqliéncias de contragcao elevadas
(relacao forgca-freqiéncia positiva) é a distancia de difusdo intracelular que o calcio deve
atravessar para ativar os filamentos contrateis (KEEN et al., 1992) e também a velocidade
com que este ion deve ser removido do sarcoplasma para promover um relaxamento
maximo.

Em anfibios, o menor didmetro da célula reduz o tempo de difusdo do calcio e a
quantidade necessaria deste ion para promover a contracao, permitindo que estes animais
mantenham um acoplamento E-C eficiente, refletindo-se em uma relacéo forga-frequéncia
positiva, mesmo na auséncia de um RS anatomicamente bem desenvolvido (CHAPMAN,
1983; TIBBITS et al., 1992).

De acordo com VORNANEN (1989), a duragdo do potencial de agdo miocardico de
teledsteos e anfibios € muito semelhante a duragdo da contragao, apresentando uma fase
de platd mais prolongada que a de mamiferos, indicando que a despolarizagdo da
membrana desempenha um papel fundamental na geragao de tensio. Este autor concluiu
que a relagdo negativa observada na maioria dos teledsteos pode ser devida em um tempo
insuficiente para a difusdo de Ca®* da superficie do midcito ao aparato contratil, ou vice-

versa, ocasionado pela diminuicdo do tempo de contracio a elevadas freqUéncias.
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Segundo DRIEDZIC & GESSER (1985), a razdo da ocorréncia de uma relagao forga-
freqiéncia negativa apresentada pela maioria dos teledsteos esta relacionada ao controle
intracelular do Ca*". Tal relacdo evidencia uma menor capacidade de obtengdo do Ca®" livre
a partir de reservas intracelulares nestes animais, associada a mecanismos de transporte
sarcolemais deste ion insuficientes para a manutencao do inotropismo a elevadas taxas de
estimulagdo, o que determina indiretamente o grau de eficiéncia do acoplamento E-C no
musculo cardiaco.

A variagdo da forca de contragdo das tiras ventriculares de B. cephalus apos
incrementos na freqliéncia de estimulagao foi obtida com o objetivo de indicar uma possivel
limitacdo dos mecanismos envolvidos com o transporte de Ca?* durante o ciclo cardiaco,
bem como avaliar os efeitos da exposi¢cao ao metilparation neste ciclo.

A contragao cardiaca dos vertebrados ectotérmicos, ao contrario dos endotérmicos, é
mais dependente do fluxo de ions Ca®" através da sarcolema, enquanto o RS parece ser de
importancia menor (CHAPMAN, 1983). No coragao de teledsteos, o RS também parece ser
pouco importante em temperaturas e freqiiéncias fisiologicamente relevantes (DRIEDZIC &
GESSER, 1988; HOVE-MADSEN & GESSER, 1989). TIBBITS et al. (1990) sugerem que o
fluxo transarcolemal de Ca** é o maior mediador da regulagdo da concentragdo do Ca?
citosolico quando o musculo esta em “steady-state”.

A relacao forga-freqiiéncia na presenca de 10 uM de rianodina foi estudada com o
intuito de verificar a importancia do RS no manejo do calcio ativador nas freqliéncias de
contragdo em que a espécie é encontrada in vivo.

Os resultados mostram que a rianodina causou uma reduc¢ao significativa na Fc, desde
as frequéncias mais baixas até as maiores freqiéncias alcangadas, tanto no grupo controle
quanto no grupo exposto ao MP. HOVE-MADSEN (1992) relata que a rianodina nao teve
efeito significante sobre o TPT de tiras ventriculares de Oncorhynchus mykiss, o que foi
observado no presente trabalho, onde TPT ndo apresentou sensibilidade a rianodina em
nenhuma freqiiéncia utilizada. O mesmo nao foi observado para os valores de THR, que
sofreram aumentos significativos em resposta ao tratamento com rianodina, tanto no grupo
controle quanto no grupo exposto ao MP, em freqiéncias abaixo de 60 bpm, embora esses
aumentos tenham sido menores para o grupo exposto ao MP, pois a exposicdo ao
metilparation ja foi responsavel por um aumento de THR, aumento que também foi
observado nos protocolos de efeito do tempo de exposi¢cao e de adicao de adrenalina.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que pelo menos dois mecanismos
estdo envolvidos na regulacado da producéo de forga no coracao de B. cephalus. Primeiro,
um componente dependente da freqliéncia de estimulacdo. Esse componente parece
depender do fluxo de fons através de canais de Ca®" do tipo L e dos trocadores Na*/Ca?* da

sarcolema, ambos insensiveis a rianodina. O segundo, um componente dependente do RS,
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cuja atividade nao é afetada pelo aumento na freqiéncia de estimulacdo e € sensivel a
rianodina, substancia que reduz significativamente a producdo de forca nas tiras
ventriculares de B. cephalus.

Vale ressaltar que a maior contribuicdo do RS no manejo de Ca®" para a geracdo de
forca de contracao cardiaca, observada no miocardio de peixes, foi descrita por SHIELS et
al. (1999) no tecido atrial de atum, T. albacares, no qual a rianodina provocou uma redugao
de aproximadamente 60% na Fc, nas freqléncias observadas in vivo, resultados
semelhantes aos obtidos no presente trabalho para o tecido ventricular de B. cephalus.

Embora a exposi¢édo ao MP tenha causado uma reducéo de aproximadamente 50% na
Fc nas freqléncias observadas in vivo, reducdo esta semelhante aquela causada pela
rianodina, ndo se pode afirmar que o MP tenha seu efeito principal no RS, pois 0 mesmo
pode alterar a atividade de diversos mecanismos transportadores de calcio, como as Ca?'-
ATPases da membrana celular e do reticulo sarcoplasmatico, assim como alterar a
sensibilidade dos canais ao Ca®', ou ainda alterar a atividade de proteinas G e da
fosfolipase C (ANTUNES-MADEIRA & MADEIRA, 1982, SUN et al., 2000). Um esquema do

efeito de organofosforados sobre a funcdo celular € mostrado na figura 35.
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Figura 35 - Efeito dos organofosforados (OPs) sobre o sistema de transducgao de sinais via

fosfoinositol. O estimulo de receptores a-adrenérgicos e muscarinicos ativa a
proteina Gq que esta acoplada com a isoforma Bda fosfolipase C (PL-C). Essa
enzima catalisa a formagado de inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3;) e diacilglicerol
(DAG). O IP; se liga ao receptor de IP; do RS e induz a liberagdo de Ca?*. O
DAG ativa a isoforma lipidio-dependente da proteina-quinase C (PKC). A
deplecdo dos estoques de Ca*" IPs-sensiveis envia um sinal ‘a membrana
plasmatica induzindo o influxo de Ca*". Tanto a aumentada [Ca?‘] intracelular
quanto a ativacao da PKC podem ativar uma variedade de fungdes celulares.
Os OPs modulam varios elementos dessa via por meio de fosforilagdo e
alteram suas respostas aos estimulos. Adaptado de Sun et al. (2000).
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5.3.4. Adicao de Adrenalina.

Segundo LAURENT et al. (1983) o coracao de todos os teledsteos, com excec¢ao dos
pleuronectideos (como o linguado, Pleuronectes platessa), apresenta inervagado adrenérgica,
além de estar sob a influéncia das catecolaminas circulantes produzidas no tecido cromafim.
A estimulagdo destas fibras causa a cardioaceleragdo e/ou um aumento na forca de
contracdo (CAMERON & BROWN, 1981).

ASK (1983) aponta a adrenalina como a catecolamina dominante tanto nas
terminagdes nervosas do coracdo de teledsteos como em sua circulagdo. Além disso, ao
utilizar agonistas e antagonistas do sistema adrenoceptor de mamiferos, esse autor
classificou o B-adrenoceptor existente no coragédo de vertebrados inferiores que apresentam
inervagdo simpatica como sendo predominantemente do tipo B,, ou seja, um receptor
sensivel a adrenalina, apesar da existéncia de outros tipos de receptores adrenérgicos ainda
nao ter sido descartada (SHIELS & FARRELL, 1997).

A adrenalina estimula a contratilidade miocardica por meio de diversos mecanismos.
Os citados a seguir sdo de interesse especial no presente contexto. A tomada de calcio pela
sarcolema € aumentada em mamiferos (CARMELIET & VEREECKE, 1969) e diversos
teledsteos (SHIELS & FARRELL, 1997; RANTIN et al., 1998). No midcito, a estimulagéo dos
B.-adrenoceptores pela adrenalina provoca a fosforilagdo dos canais L da sarcolema pela
ativacdo de uma proteina quinase A (TIBBITS et al.,, 1992), aumentando a condutancia
destes canais de calcio e, consequentemente, a entrada de calcio na célula (KEEN et al.,
1992). LINDEN & BROOKER (1982) ainda comprovaram que a adrenalina tem a
propriedade de aumentar a duragao do potencial de acao das tiras ventriculares de anfibios
por meio do prolongamento da fase platé.

Além disso, também ja foi constatado que a adrenalina estimula a bomba de Na*/K" da
sarcolema em mamiferos (BERS, 2001; HOVE-MADSEN & GESSER, 1989), impedindo a
acumulacéo intracelular de Na* e assim favorecendo o efluxo de calcio através do trocador
Na*/Ca?* (NCX).

Estudos do tecido muscular cardiaco de mamiferos tém mostrado que o RS é também
afetado pela adrenalina, aumentando a tomada de calcio (TADA et al., 1974) e sua liberagao
(BOLLER & POTT, 1989). Uma elevacédo da acumulacao intracelular de calcio é devida ao
aumento da atividade da bomba de calcio (Ca*-ATPase - SERCA), resultante da
desinibicao do fosfolambano, enquanto o aumento do efluxo de calcio do RS é obtido por
um aumento da liberagcdo de calcio calcio-induzida (FABIATO, 1983), proporcionado pela
elevacado (mediada pela adrenalina) dos niveis de calcio no citosol, ou ainda pela elevagao
dos niveis intracelulares de IP; (inositol trifosfato) decorrente da ativagcao de uma fosfolipase
C por uma possivel estimulagéo pq-adrenérgica (BERRIDGE, 1993; BERS, 2001; SHIELS &
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FARRELL, 1997). Este ultimo mecanismo ainda culminaria em um aumento do influxo de
calcio na célula via fosforilagdo dos canais L, resultante da ativacdo de uma proteina-
quinase C por meio da elevacao concomitante dos niveis citosolicos de diacilglicerol (DAG).

O aumento da atividade dos sistemas de transporte de calcio apds a estimulacao
adrenérgica resulta em um efeito cronotrdpico positivo, particularmente numa taxa de
relaxamento mais rapida, enquanto um possivel efeito inotropico positivo pode vir a ocorrer
como consequéncia de uma maior disponibilidade de ions calcio ao aparato contratil. Efeitos
inotrépicos positivos da estimulagéao p-adrenérgica foram demonstrados como resultantes de
aumentos tanto na taxa quanto na duragdo da contracdo em carpa cruciana e truta arco-iris
(VORNANEN, 1989).

BERS (2001) ainda aponta que a estimulagao adrenérgica também produz seu efeito
cronotrépico positivo diminuindo a sensibilidade dos miofilamentos ao calcio, por meio da
fosforilagdo da troponina | (Tnl) via AMPc, aumentando assim a taxa de desligamento entre
este ion e a troponina C, sendo entdo observado um relaxamento mais rapido na presenca
de B-agonistas. Cabe aqui assinalar que essa dessensitizagdo dos miofilamentos ao calcio
nao é totalmente responsavel pela maior taxa de relaxamento, uma vez que esta também
depende dos mecanismos responsaveis pela diminuicdo dos niveis citosolicos de calcio
(NCX e SERCA). A figura 36 resume os principais efeitos da estimulagcao adrenérgica nos
midcitos cardiacos.

A concentracdo de adrenalina presente no plasma de uma variedade de peixes sob
condicdes de estresse é da ordem de 10° M (SHIELS et al., 1998), enquanto um nivel tdnico
de adrenalina em torno de 10° M é observado quando estes animais estdo em repouso. Tal
efeito pdbde ser simulado nas tiras ventriculares de B.cephalus pela adicao de doses
crescentes de adrenalina ao meio extracelular. A adrenalina ndo exerceu efeito inotrépico
positivo em nenhuma das concentragcbes utilizadas, diferentemente do efeito inotropico
positivo observado por esta autora para tiras ventriculares de truta, O. mykiss. Além disso, a
adrenalina falhou em acelerar os tempos de contracido e relaxamento cardiaco nesta
espécie.

O nivel de catecolaminas circulantes em peixes aumenta durante uma variedade de
disturbios fisiolégicos e ambientais (FRITSCHE & NILSSON, 1993). Dessa forma, uma
liberagdo de catecolaminas em resposta ao estresse pode representar a estratégia adotada
pela espécie em estudo para conseguir apresentar elevagdes acentuadas na sua frequéncia
cardiaca.

Uma hipétese a ser levantada para justificar a falta de efeito inotropico apds
estimulagdo adrenérgica € uma possivel liberagdo de noradrenalina como a principal
catecolamina. De acordo com FRITSCHE & NILSSON (1993), embora seja esperado que as

quantidades relativas de adrenalina e noradrenalina no plasma possam refletir, pelo menos
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parcialmente, os niveis estocados nos tecidos cromafins, isso ndo parece ser sempre 0 caso.
A razéo entre as duas catecolaminas liberadas, segundo esta autora, varia em relagéo a
natureza e duracdo do estimulo. Isso pode ser verificado pela observagao da tabela 26,
onde sdo mostrados valores de concentracdo plasmatica dessas duas catecolaminas para
diferentes espécies em diferentes situagcdes, mostrando quao variavel pode ser a liberagao
de catecolaminas em virtude de diferentes tipos de estimulos. Dessa forma, estudos
posteriores serao necessarios para que se determine qual das duas catecolaminas

predomina em B. cephalus durante o estresse.

Em resumo, o presente trabalho mostrou que a exposigdo de matrinxa, Brycon
cephalus, ao inseticida organofosforado metilparation, mesmo em baixas concentracbes (2
ppm, 1/3 CLsy) comumente utilizadas no combate a larvas de insetos em tanques de
piscicultura, é capaz de acentuar as respostas cardio-respiratérias a hipoxia como
bradicardia e hiperventilacdo, além de diminuir o consumo de oxigénio e elevar a tensao
critica do O,, respostas comuns quando os peixes s&o expostos a uma série de xenobidticos.
Além disso, o efeito deste OP diretamente nos mecanismos contrateis reduzindo a forca de
contracdo miocardica, associado a pronunciada bradicrdia, deve levar a diminuicdo do
débito cardiaco da espécie, o que pode ser critico durante condi¢des hipdxicas, comumente

enfrentadas por peixes em situagdes de cultivo e na natureza.
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Figura 36- Esquema das vias de ativagdo adrenérgica em um midcito cardiaco e dos locais
de agao de inseticidas organofosforados (OPs). Os sitios de inibigdo pelos OPs
estado assinalados com um X vermelho. PL-C — fosfolipase C; PK-C — proteina-
quinase C; AC — adenil-ciclase; M, — receptor muscarinico tipo 2; a - receptores
o-adrenérgicos; - receptores p-adrenérgicos.

Tabela 26 - Concentragdes de adrenalina e noradrenalina no plasma de diferentes espécies
de peixes antes e apods estresse. Concentracdes expressas em nM de plasma.

(modificada de NILSSON, 1983).
Repouso Estresse

Espécie Adr ([Nor [Tipo Adr |Nor Referéncia
Scyliorhinus canicula 44,2 | 53,7 | hipoxia (30) 464 410 |[Mazeaud (1971)
Scyliorhinus canicula 25,6 | 32,1 | exercicio fisico | 284 | 446 |Butleretal. (1978)
Squalus acanthias 49,1 | 14,8 | hipdxia (10) 164 169 | Abrahamsson et al. (1979)
Cyprinus carpio 8,19 | 47,4 | hipdxia (30’) 36,6 | 97,8 |Mazeaud (1971)
Cyprinus carpio 8,19 | 47,4 |disturbio fisico | 10,9 | 225 |Mazeaud (1971)
Gadus morhua 30,0 | 13,2 | hipoxia (10’) 292 | 32,1 [Wahlqgvist & Nilsson (1980)
Gadus morhua 30,0 | 13,2 | exercicio fisico | 212 85,0 |Axelson & Nilsson (1986)
Hoplias malabaricus 0,4 1,5 [hipoxia (10’) 24 (Adr+Nor) | Perry et al. (2004)
Hoplerythrinus unitaeniatus | 1,8 1,5 [hipoxia (10’) 64 (Adr+Nor) | Perry et al. (2004)




6. CONCLUSOES.

No presente trabalho, o estudo do comportamento dos sistemas cardiaco e
respiratorio de Brycon cephalus (matrinxa) expostos por 96 h a concentragdo subletal de 2
ppm de FoliSuperl 600BR® (metil paration — MP - 600 g.L™") permitiram as seguintes

conclusoes:
a. B. cephalus mostrou-se uma espécie oxireguladora, com uma PO, média de ~35 mmHg;

b. a exposi¢cdo ao MP causou um aumento na P.O, de aproximadamente 50 %, tornando a
tomada de O, dependente da concentracdo de O, do meio em tensdes mais elevadas,
reduzindo sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes hipoxicos;

c. a exposicao ao MP reduziu a capacidade de tomada de O, do meio (VOZ) em hipdxia
severa;

d. a manutengao da \'/O2 constante até a P.O, foi possivel mediante o aumento da
ventilagao branquial (\'/G ) em ambos 0s grupos experimentais;

e. os incrementos da Vg deveram-se aos aumentos tanto da frequéncia respiratoria (fr)

quanto do volume ventilatério (V1), sendo o aumento do Vr o principal responsavel por
tais incrementos;

f. a exposicdo ao MP fez com que o aumento da VG em resposta a hipoxia fosse mais

pronunciado que aquele apresentado pelos peixes do grupo controle, sugerindo um
prejuizo a superficie de troca gasosa causado pelo MP.

g. a manutengao da EO, constante até 20 mmHg no grupo controle e 40 mmHg no grupo
exposto ao MP indica que as respostas ventilatérias foram suficientes para responder a
diminuicado da tensao de O, da agua;

h. os maiores aumentos na necessidade ventilatéria apresentados pelo grupo exposto ao
MP indicam uma diminuicdo significativa da eficiéncia das branquias na troca de O,
implicando em um maior gasto energético para a troca gasosa;

i. a hipoxia causa a bradicardia antes mesmo da tensao critica de O, (P:O,) ser atingida;

j- os valores forca de contragcdo (Fc) das tiras ventriculares foram significativamente
inferiores no grupo exposto ao MP em todos os protocolos experimentais;

k. a contracdo ventricular dessa espécie é dependente dos estoques intracelulares de Ca**
(do reticulo sarcoplasmatico - RS), assim como do fluxo de ions através de canais de
Ca?" do tipo L e dos trocadores Na*/Ca?" da sarcolema;

l. a reducao da Fc nas frequéncias observadas in vivo, causada pela exposi¢cao ao MP pode
ter sido causada por um efeito deste organofosforado no RS bem como na atividade de
diversos mecanismos transportadores de calcio, como as Ca**-ATPases da sarcolema e
do RS, assim como pela alteragdo da sensibilidade dos canais ao Ca?*, da atividade de
proteinas G e da fosfolipase C;

m. a falta de efeito inotrépico apds estimulacao adrenérgica em B. cephalus é uma possivel
indicacao da liberacao de noradrenalina como a principal catecolamina nesta espécie.
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