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RESUMO

O trichlorfon (TRC) ¢ um composto organofosforado (OP) amplamente utilizado
para o controle de uma variedade de artrépodes parasitas, tanto como inseticida na agricultura
quanto como vermicida. Em pisciculturas brasileiras, o TRC ¢ utilizado para controlar
infestagdes por Lernaea sp e Argulus sp, dois ectoparasitas causadores de epizootias. Para
esse fim, as doses recomendadas variam de 0,1 a 1,0 mg.L'l, embora doses excessivas sejam
comumente aplicadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢ao a uma dose
subletal de TRC (0,5 mg.L™" triclorfon - NEGUVON?®, durante 96 h) sobre a fungdo cardio-
respiratoria in vivo e in vitro de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. A exposigdo ao TRC
causou hipertrofia cardiaca possivelmente devido ao efeito hipertensivo dos OPs e/ou pelo
estresse oxidativo induzido pelo TRC no tecido cardiaco. O TRC reduziu a taxa metabolica

(VO,) e aumentou marcadamente a tensdo critica de O, (PcO,), reduzindo a capacidade de
manutengdo da VO, constante. A ventilagio branquial (V) aumentou significativa e
progressivamente em ambos 0s grupos experimentais para manter a V02 durante a hipéxia.

Os aumentos na V, foram caracterizados por aumentos no volume ventilatorio (Vr),

enquanto que a freqiiéncia respiratoria (fr) alterou muito pouco. Uma possivel explica¢do para
os menores valores de fr registrados para o grupo TRC seria o rapido efeito dos OPs sobre os
nervos respiratorios devido aos seus efeitos anticolinesterasicos. A menor fr induzida pelo

TRC afetou a V, durante a hipdxia severa, uma vez que este grupo apresentou maiores

valores de V1 em relagdo ao grupo controle (C) apenas em normoxia e hipdxia moderada. A
freqiiéncia cardiaca (fy) foi significativamente reduzida pelo TRC em todas as PO,
experimentais. Ambos 0s grupos experimentais mantiveram a fy constante, desenvolvendo

bradicardia apenas a 20 mmHg. A razdo para a redugdo da VO, antes da ocorréncia de

bradicardia hipoxica poderia ser a inibicdo dos sensores de O, das branquias pelos OPs,
bloqueando, desta forma, o reflexo bradicardico ou, alternativamente, indicando que o TRC
estaria atuando diretamente nos nervos respiratdrios € nao via sistema nervoso central. O
efeito mais marcante do TRC sobre o musculo cardiaco isolado foi a significativa reducao na
forga de contracdo (Fc). Aumentos na concentragdo de Ca’" extracelular causaram
inotropismo positivo em ambos os grupos experimentais, mas ndo foram capazes de restaurar
os valores controle para o grupo TRC, indicando que a disponibilidade de Ca®" extracelular
ndo ¢ um fator predominante para reverter o inotropismo negativo causado pelo TRC. Em
ambos os grupos experimentais, a Fc diminuiu durante os aumentos na freqiiéncia de
estimulacdo, resultando em uma relacdo forca-freqiiéncia negativa. Contudo, a exposi¢do ao
TRC deslocou a curva de freqii€éncia maxima para baixo, devido a seu efeito inotrépico
negativo, mostrando que a capacidade de bombeamento cardiaco também ¢ prejudicada por
este OP. Em conjunto, os resultados mostram que o TRC prejudica significativamente a
funcdo cardio-respiratoria da tilapia-do-Nilo, reduzindo suas chances de sobrevivéncia a
prolongados periodos de exposi¢ao a hipoxia ambiental.
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ABSTRACT

Trichlorfon (TRC) is a selective organophosphate compound (OPC) widely used to
control a variety of arthropod pests, both as an agricultural insecticide and zoo vermicide. In
Brazilian fish cultures, TRC is largely used to control Lernaea sp and Argulus sp, two
common ectoparasites causing epizooties. The recommended doses vary from 0.1 to 1.0
mg.L", but farmers often apply excessive amounts of TRC in fish and agriculture farm
management. The goal of this work was to evaluate the sublethal effects of TRC (0.5 mg.L™!
trichlorfon — NEGUVON®, during 96 h exposure) on in vivo and in vitro cardio-respiratory
function of Nile tilapia, Oreochromis niloticus. The exposure to TRC caused cardiac
hypertrophy which would be probably related to the hypertensive effect of the OPCs and/or to
the oxidative stress induced by TRC in the heart. TRC not only decreased oxygen uptake

(VO,) values but also increased markedly the critical oxygen tension (PcO,), reducing the
ability to maintain a constant O, uptake. Gill ventilation (V) increased significantly and
progressively in both experimental groups to maintain VO , during hypoxia. These increases

n VG were characterized by larger increases in the tidal volume (Vt), whereas respiratory

frequency (fr) changed little. A possible explanation for the reduced fg recorded for the TRC
group would be a rapid effect of the OPCs in the respiratory nerves due to its

anticholinesterasic effect. The lower fr induced by TRC exposure affected VG during severe

hypoxia as this group presented higher V1 values, when compared to the controls (C group),
only in normoxia and moderate hypoxia. The exposure to TRC significantly reduced heart
rate (fy) in all the experimental PO,, when compared to control values. Both C and TRC
groups maintained a constant fy and bradycardia was developed at 20 mmHg. The reason for

the early reduction in VO, without hypoxic bradycardia could be the inhibition of the oxygen

sensors located in the gills by OPCs, which block the hypoxic bradycardia reflex or,
alternatively, an indication that this OPC acts directly on the respiratory nerves and not via the
central nervous system. The most remarkable effect of TRC exposure in heart muscle
preparations was a significant decrease in force development, when compared to C group.
Increases in extracellular Ca®" concentration caused a positive inotropic effect in both
experimental groups, but not sufficient to restore the values developed by the controls in TRC
group, which indicates that extracellular Ca*" availability is not a predominant factor to
counteract the negative inotropism caused by TRC. In both experimental groups, contractile
force decreases as stimulation frequency increases, resulting in a negative force-frequency
relationship. However, exposure to TRC changed the curve of maximum frequency
downward due to its negative effect on force development, showing that the pumping capacity
is also injured by this OPC. Taken together, the results show that TRC significantly impairs
the Nile tilapia’s cardio-respiratory function, reducing the species capacity to survive
prolonged hypoxic conditions.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contaminagédo ambiental

Atualmente a degradag¢do dos recursos hidricos ¢ alvo de grandes preocupacgoes,
principalmente em razdo da intensa atividade antropogénica sobre o meio ambiente, a qual
vem provocando grande impacto nos ecossistemas aquaticos, podendo causar danos diretos ou
indiretos a biota associada e comprometer a saude e a sobrevivéncia dos organismos expostos
(CAJARAVILLE et al., 2000).

Compostos organicos de origem natural ou sintética, denominados xenobidticos,
penetram e sdo difundidos nos ecossistemas aquaticos por vdrias rotas, incluindo a descarga
proveniente de efluentes industriais, os processos de drenagem agricola, os derrames
acidentais de lixo quimico e os esgotos domésticos. Assim, esses ecossistemas estao sujeitos a
contaminagdo por uma ampla gama de agentes toxicos como metais pesados, agrotoxicos,
compostos organicos € outros contaminantes, os quais podem ser incorporados pelos tecidos
de invertebrados e vertebrados que habitam esses ambientes (COOPER, 1993;
LIVINGSTONNE, 1998, 2001).

Os agrotoxicos podem alcancar os ambientes aquaticos a partir dos locais onde foram
utilizados, através da aplicacdo intencional, deriva (movimento das gotas provenientes de
pulverizacao fora da area alvo) e/ou lixiviagdo (processo superficial responsavel pela lavagem
do solo pela chuva, provocando o carreamento dos agrotoxicos). A percolacdo, que € o
deslocamento da agua através do perfil dos solos, pode ocasionar a contaminagdo de lencgois
fredticos, local de dificil descontaminagdo (NETO & SIQUEIRA, 2005; TOMITA E
BEYRUTH, 2002; ZILBERMAN, 1997) (Figura 1).

Adicionalmente, a aplicacdo direta de substancias no ambiente hidrico, como os
agrotoxicos, também tém interferéncia nesses ecossistemas. Esse procedimento ¢ realizado
com objetivo de controlar espécies nocivas ou proteger espécies uteis, de acordo com
interesses e necessidades, assim como ocorre nos controles de vetores em campanhas de
saude publica, controle de plantas aquaticas e algas e em determinadas praticas de manejo na

aqiiicultura (Figura 1) (MAXIMIANO et al., 2005; TAUIL, 2006).
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Figura 1: Movimento dos agrotoxicos em ecossistemas aquaticos e a aplica¢do direta de produtos
quimicos, como ocorre nos controles de vetores em campanhas de satide publica, controle
de plantas aquaticas e algas, entre outras praticas na aqiiicultura (Modificado de TOMITA
E BEYRUTH, 2002).

Uma vez presentes nos ambientes aquaticos, estes compostos afetam a fauna ictica e,
embora as populacdes de peixes parecam inesgotaveis, a a¢do antroépica muito tem
contribuido para sua reducdo, tornando-se inevitavel que populagdes mundiais tornem-se cada
vez mais dependentes de peixes cultivados artificialmente (KLEIN et al., 2004).

A aqiiicultura ¢ uma importante fonte de proteina animal, apresentando-se em
constante expansdo (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2008).
O Brasil apresenta um enorme potencial para este crescimento devido a caracteristicas como
condicdes climaticas adequadas, grande rede hidrica e grande area coberta por reservatédrios
(ZANIBONI FILHO, 1997).

Em sistemas de cultivo de peixes, a penetragdo de parasitas e agentes patogénicos
torna-se facilitada pelo confinamento em tanques, pela alta densidade populacional e pela
introducdo de espécies exoticas, sem os cuidados sanitdrios necessarios. Para prevenir e

controlar os danos decorrentes, torna-se necessaria a intervengdo humana, por meio do uso de
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produtos quimicos os quais sdo utilizados, comumente, de forma indiscriminada (KLEIN et
al., 2004; MAXIMIANO et al., 2005), principalmente devido a escassez de informagdes a
respeito das dosagens, da estabilidade dos produtos na 4dgua e nos alimentos e das taxas de
bioacumulagdo (MUNDAY et al., 1992; SCHALCH et al., 2005). Além disso, a falta de
controle sobre a utiliza¢do destas substancias dificulta ou mesmo impede a implementacgdo de
uma legislacdo eficiente, principalmente nos paises em desenvolvimento (MAXIMIANO et
al., 2005).

Desta forma, os organismos aquaticos estdo freqlientemente expostos a produtos
toxicos e podem acumula-los em concentragdes excessivas (DORES & De-LAMONICA-
FREIRE, 2001; RAND & PETROCELLI, 1984). Os peixes sao particularmente sensiveis a
contamina¢do ambiental e a presenca de poluentes pode interferir significativamente em
determinados processos fisioldgicos e bioquimicos (LANG et al., 1997).

Além da toxicidade aguda direta, a presenca de produtos quimicos nos ecossistemas
aquaticos pode resultar na morte de peixes devido a efeitos secundarios, como a deplecao de
O, nos corpos d’agua, ja que o nivel de oxigénio dissolvido geralmente ¢ reduzido em aguas
poluidas. Adicionalmente, muitas respostas fisiolégicas de peixes a xenobidticos em
concentragdo aguda, sdo similares aquelas produzidas em resposta a hipdxia ambiental
(HEATH, 1995).

As alteracdes observadas em peixes devido a presenca de xenobidticos no ambiente
aquatico também podem estar relacionadas ao estresse desencadeado pela propria exposicao,
levando a um conjunto de respostas comportamentais e fisioldgicas com uma agao
compensatoria e/ou adaptativa. No caso de um estresse intenso e constante, a resposta
fisiolégica pode perder seu valor adaptativo e tornar-se disfuncional, acarretando danos
permanentes a sua saude e bem-estar (CARMICHAEL, 1984).

Embora a concentragdo da maioria dos pesticidas seja baixa por serem, comumente,
pouco soluveis em agua e também devido ao efeito de dilui¢do, ndo se pode excluir a
possibilidade de serem encontradas concentracdes elevadas apds pesadas chuvas,
especialmente quando as areas ao redor tenham sido recentemente expostas a altas doses
destes pesticidas (DORES & De-LAMONICA-FREIRE, 2001).

Entre os pesticidas, merecem destaque os organofosforados (OPs), os quais
constituem uma classe importante de inseticidas, acaricidas, nematicidas e fungicidas
utilizados no combate a diversos tipos de pragas na agricultura e, em geral, no tratamento de
ectoparasitas em animais (RODRIGUES et al., 2001). No Brasil, at¢ o ano de 2000, esta

classe de pesticidas representava aproximadamente 40% do consumo total de inseticidas
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(KUBOTA, 2000) e de acordo com Vitozzi & De Angelis (1991), aproximadamente um terco
dos OPs sao seletivamente toxicos aos peixes.

Os efeitos toxicos dos OPs tém sido atribuidos basicamente a sua acdo em inibir a
acetilcolinesterase (AChE), levando a uma hiperatividade do sistema colinérgico, uma vez
que a acetilcolina ndo ¢ rapidamente hidrolisada, resultando em estimula¢do colinérgica
continua (JOKANOVIC, 2001). Entretanto, os efeitos dos OPs ndo se restringem a inibicao da
AChE. Eles sdo capazes de induzir apoptose (CARLSON et al., 2000), provocar ataxia e
paralisia (JOHNSON, 1982), danos em membranas celulares (TONKOPII, 2003) e induzir
geracdo de espécies reativas de oxigénio in vitro e in vivo (BAGCHI et al., 1995).

Um composto constantemente utilizado no tratamento de ectoparasitas em peixes € o

triclorfon, um inseticida organofosforado comumente comercializado como NEGUVON®,

1.2 Triclorfon

O triclorfon (dimetil 2,2,2 tricloro-1-hidroximetil fosfonato) (Figura 2) ¢ um
inseticida e acaricida organofosforado, solivel em agua, amplamente utilizado no controle de
varias pragas em campos, lares, plantas ornamentais e contra parasitas em animais domésticos

e peixes (LOPES et al., 2006).

O

1
Cl,CCHP(OCH,),
OH

Figura 2: Estrutura quimica do triclorfon (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2007).

No ambiente, o triclorfon (TRC) possui curta duracdo e ¢ degradado rapidamente em
solos aerobios, com meia-vida estimada entre trés e 27 dias. Apresenta baixa persisténcia no
solo, ndo sendo adsorvido e, desta forma, tende a ir para aguas subterrdneas. E soltivel em
agua e estavel em condigdes 4cidas, apresentando meia-vida de 31 minutos em pH 9, de 34
horas em pH 7 e de 104 dias em pH 5 (EXTOXNET, 1996; EPA, 1997). Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ¢ classificado como de classe toxicologica II —

altamente toxico.
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A hidrélise do TRC ocorre rapidamente, gerando o metabdlito diclorvés, que ¢ um
organofosforado extremamente toxico, devido a sua alta atividade anticolinesterasica
(HIRATA et al., 2003).

A Resolu¢do n® 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
classifica os corpos d’4dgua naturais e fixa pardmetros para lancamento de efluentes e
estabelece que as aguas de classe I, destinadas a preservacao do equilibrio natural das
comunidades aquaticas e a preservacdo dos ambientes aquéticos em unidades de conservagao
de protecdo integral, devem apresentar niveis maximos de concentragdo de pesticidas
organofosforados de 10 pug.L™.

Embora o TRC seja amplamente utilizado no Brasil, existem poucos dados sobre a
presenca deste OP em ambientes aquaticos brasileiros. Marques et al. (2002) detectaram a
presenca de TRC em amostras de dguas de superficie e de fundo, oriundas da barragem de
Boa Esperanca (PI/MA), nas concentracdes de 34,5 ug.L'1 e 15,5 ug.L'l, respectivamente.

Em pisciculturas brasileiras, o TRC ¢ utilizado no controle de infestagdes por
Argulus sp e Lernaea sp (Figura 3), dois tipos comuns de crustaceos ectoparasitas
encontrados em uma grande variedade de peixes (LOPES et al., 2006; PAVANELLI et al.,
2002). Em casos de infestagcdo por parasitas monogenéticos (girodactileos e dactilogirideos), o

TRC também ¢ indicado (GOVEN et al, 1980; PAVANELLI et al., 2002).

Figura 3: Exemplares de Argulus (A) e Lernaea (B) (NOGA, 1996).
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Ao se alimentarem, o Argulus sp (subclasse Branchiura) ¢ a Lernaea sp (subclasse
Copepoda) provocam lesdes ulcerosas nos peixes e, em casos mais graves, chegam a
comprometer a musculatura. Estas lesdes podem causar hemorragias intensas e propiciar a
penetragdo e instalagdo de fungos e bactérias (PAVANELLI et al., 2002; SHIMURA et al.,
1983). Assim, o uso do TRC ¢ visto pelos piscicultores como uma alternativa para diminuir as
perdas econOmicas ocasionadas por esses parasitas em suas criagoes.

Segundo Pavanelli et al. (2002), banhos de longa duracdo, na concentragdo de 0,5
mg.L" de TRC, durante 3 dias consecutivos, sio muito eficazes contra infestagio parasitaria.

Embora as doses de TRC para erradicar ectoparasitas varie de 0,1 a 1,0 mg.L'],
geralmente os produtores aplicam quantidades excessivas desse compostos (CHANG et al.,
2006). Assim, o uso indiscriminado do TRC na piscicultura e, em altas concentra¢des, pode
levar a intoxicagdo, sobretudo por ser utilizado na forma de banhos, onde ¢ absorvido,
principalmente, pelas branquias e superficie corporal, podendo ocasionar efeitos subletais ou

letais (VARO et al., 2003; VEIGA et al., 2002).

1.2.1 Mecanismo de ac¢do dos organofosforados

Os OPs sdo potentes inibidores da acetilcolinesterase (AChE), que € responsavel pela
rapida degradagdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em produtos inativos (colina e
acido acético). Uma vez liberada, a ACh se liga a receptores nicotinicos (ionotropicos) e
muscarinicos (metabotropicos), causando efeitos variados nos diferentes tecidos (FUKUTO,
1990).

O sitio ativo da AChE ¢ composto por uma triade catalitica composta por residuos de
aminoacidos serina, histidina e glutamato. O mecanismo de hidrolise envolve o ataque
nucleofilico da serina ao carbono carbonilico da ACh, gerando um intermediario tetraé¢drico
estabilizado por ligagdes de hidrogénio, o qual produz colina livre e serina acetilada. Ao final,
a hidrolise do grupo acetila da serina pela agua, recupera o sitio catalitico da enzima
(VIEGAS JUNIOR et al., 2004).

Os OPs inibem a AChE através da interacdo do sitio ativo da serina para formar um
derivado enzimdtico fosforilado. A reagcdo ¢ aniloga aquela com o substrato acetilcolina,
exceto que o derivado ¢ muito mais resistente as hidrdlises subseqiientes que o derivado
acetilado e a inibi¢ao é, basicamente, irreversivel. A freqliéncia de reativacao varia de acordo

com a estrutura quimica do OP, localizacao celular e forma da enzima. Existem diferentes
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formas polimérficas de AChE mesmo em uma mesma espécie, cada qual com seu padrdo de
inibicao e reativacdo (INESTROSA & PERELMAN, 1989)

A intoxicacdo aguda leva a uma combina¢do de sintomas muscarinicos e nicotinicos
em diferentes espécies e a severidade varia de acordo com a dose, rota e extensdo da
exposicdo. Em muitos casos, a insuficiéncia respiratdria ¢ a principal causa de morte
(MARRS, 1996).

Devido as caracteristicas lipofilicas, os inseticidas também podem acumular-se nas
regides lipidicas das membranas, induzindo alteracdes fisicas e quimicas (VIDEIRA et al.,

1996).

1.2.2 Efeitos dos organofosforados em mamiferos

Em mamiferos, os principais sinais de intoxicacao por OPs observados sao salivacao,
sudorese, diarréia, tremores, disturbios cardio-respiratorios (decorrentes de broncoconstri¢ao,
aumento das secregdes bronquicas e bradicardia), sendo estas as principais causas de
mortalidade por tais produtos (ECOBICHON & JOY, 1991).

Uma vez que a insuficiéncia respiratéria ¢ uma das conseqiiéncias mais graves das
intoxicacdes por organofosforados, ¢ possivel que comprometimento da musculatura
esquelética, sobretudo da musculatura respiratoria contribua para tal efeito, o qual ocorre

devido a disfun¢ao do sistema nervoso autonomo (CAVALIERE et al., 1996).

1.2.3 Efeitos dos organofosforados em peixes

Os efeitos dos OPs no sistema cardio-respiratério de peixes incluem bradicardia e
inibi¢do da ventilagdo (GEHRKE, 1988). Olle (2007) verificou em matrinxa (Brycon
cephalus), que o OP metil paration em concentragio subletal (2 mg.L", 1/3 da CLs; - 96 h)
reduziu significativamente a freqiiéncia cardiaca in vivo, bem como a for¢a de contragdo in
Vvitro e aumentou o tempo para 50% de relaxamento (THR), fornecendo evidéncias do efeito
deste OP no manejo de Ca®" ventricular dessa espécie.

Dados especificos sobre o TRC mostraram que, embora apresente baixo potencial
para bioconcentragdo em peixes e curta meia-vida na agua (LOPES et al., 2006), este OP

apresentou efeitos imunossupressivos in Vvitro e in vivo em peixes, envolvendo efeitos toxicos
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direto nas células e/ou 6rgdos imunes ou efeito indireto ja que o sistema neuroendocrino € o
alvo principal dos poluentes (DUNIER et al. 1991, DUNIER & SIWIKI, 1993).

Embora Chandrasekara & Pathiratne (2005), ndo tenham observado mortalidade em
espécimes de carpa comum (Cyprinus carpio) expostas a 0,25 ¢ 0,5 mg.L" de TRC durante 1
e 24 h, estes animais apresentaram leucopenia (redugdo da taxa sanguinea de leucdcitos,
abaixo do limite da normalidade) e linfocitopenia (redugdo da taxa sanguinea de linfocitos,
abaixo do limite da normalidade), as quais ndo retornaram aos valores normais, mesmo
quando os peixes foram transferidos para dgua limpa por sete dias, indicando um
comprometimento na resposta imune.

Em altas concentragdes, o TRC inibe a AChE cerebral em peixes (DUNIER et al.
1991). Segundo Finlayson & Rudnicki (1985), embora residuos de OPs na agua e nos peixes
freqiientemente desapare¢am apos alguns dias, a atividade da AChE cerebral permanece
inibida por algumas semanas.

Em curimbata (Prochilodus linneatus), o TRC induziu alteragdes comportamentais
como agitacdo, incoordenacdo dos movimentos, respiragdo superficial e aumento da
amplitude opercular. Além disso, foram observadas alteragdes histopatologicas em tecido
renal, como hipertrofia celular, extravasamento sangiiineo e areas de necrose (VEIGA et al.,
2002). Resultados semelhantes foram encontrados em figado de P. lineatus apos 24 e 48h de
exposicdo a mesma concentracdo de TRC, incluindo migragdo lateral do nucleo, alteracdo no
diametro e densidade do nucleo e necrose (RODRIGUES et al. 2001). Também foram
observadas alteracdes hematologicas compativeis com um quadro de intoxicagdo (RANZANI-
PAIVA et al., 1997).

A exposicio de tilapias-do-Nilo (O. niloticus) a 0,5 mg.L" de TRC durante 96 h
induziu respostas tecido-especificas relacionadas as defesas antioxidantes e aos danos
oxidativos, sendo o coragdo o tecido mais sensivel ao estresse oxidativo induzido por este
organofosforado (MARTINS, 2007).

Guimaraes et al. (2007), também estudando a exposi¢do de tilapias-do Nilo (O.
niloticus) ao TRC, porém na concentragdo de 0,25 mg.L'1 por 8, 24, 48, 72 e 96 h, observaram
reducdo significativa na atividade da AChE no tecido muscular destes peixes. Adicionalmente
também foram encontradas alteragdes histopatologicas em branquias como edema,

proliferacdo celular, fusdo lamelar, congestdo e hipertrofia.
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1.2 Respostas cardio-respiratorias em peixes

Os ambientes aquaticos apresentam amplas variagdes em suas propriedades fisico-
quimicas tais como O, dissolvido, CO,/pH, ions dissolvidos, temperatura, entre outros fatores
que, individualmente ou em conjunto, alteram os sistemas fisioldgicos dos animais que
habitam estas areas (PERRY & LAURENT, 1993).

A poluigao ¢ responsavel pela reducdo da concentragdo de O, no ambiente aquatico
em larga escala no mundo inteiro (ALEXANDER et al., 2000; WETZEL, 1975; WU et al.,
2003). As alteragdes no metabolismo, decorrentes de alteragdes ambientais sdo acompanhadas
de ajustes ventilatorios, cardiovasculares, hematoldgicos e bioquimicos, os quais tém o
objetivo de suprir as necessidades teciduais de oxigénio (MASSARI et al., 1998; RANDALL
& CAMERON, 1973).

As alteragdes periddicas do oxigénio na agua tém grande impacto no grau de
atividade dos peixes e, portanto, na demanda da funcdo cardiaca (DRIEDZIC & GESSER,
1994). Dependendo da prevaléncia dos fatores ambientais e suas flutuacdes nos diferentes
habitats, os peixes apresentam ampla diversidade de estilos de vida e niveis de atividade, os
quais se refletem na fungdo e estrutura do sistema cardiovascular (FARREL & JONES, 1992).

O consumo de O; ¢ extensamente utilizado na fisiologia como um indicador
bioldgico que integra a atividade metabdlica global de um animal em resposta a fatores

ambientais especificos, refletindo o gasto energético (MEHRLE & MAYER 1984). A taxa
metabolica de peixes é, normalmente, mensurada pelo consumo de oxigénio (VO,), um

critério sugerido como indice de toxicidade subletal que, ao apresentar alteragdo, pode limitar
o desempenho aerobico do animal (MACKINNON & FARRELL 1992).

Os peixes expostos a hipdxia ambiental apresentam respostas que visam a economia
energética e a tentativa de aumentar a capacidade de extracdo de O,. Essas estratégias
implicam em alteragdes comportamentais, fisiologicas e bioquimicas (MUUSZE et al., 1998)
e essas respostas a hipoxia variam de acordo com a tensdao de O, na qual o animal se encontra
e a tolerancia da espécie ao grau de hipoxia (HERBERT & STEFFENSEN, 2005;
ISHIBASHI et al., 2002). Os peixes sdo capazes de manter a tomada de O, constante durante
a hipoxia aquatica através do aumento da ventilagdo branquial, causado pelo aumento na
freqliéncia e/ou no volume respiratorio (KALININ et al., 2000; SMITH & JONES, 1982).

O controle da fy também ¢é evidente durante a hipdxia, onde a resposta usual a esta

alteracdo ambiental corresponde a uma bradicardia, acompanhada de um aumento do volume
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sistolico. Como o débito cardiaco ¢ mantido, a importancia da bradicardia hipdxica ¢
interpretada como uma forma de aumentar o tempo de residéncia do sangue no miocardio,

possibilitando um maior tempo para tomada de O, pelo mesmo (ALTIMIRAS et al., 1995).

1.4 Acoplamento excitacdo-contragao cardiaco em peixes

A capacidade do musculo cardiaco em manter seu desempenho frente a diferentes
condigdes fisiologicas ¢ uma das mais importantes caracteristicas que permitem o0s
vertebrados sobreviverem em condigdes extremas (DRIEDZIC & GESSER, 1994).

Ajustes no débito cardiaco em resposta a xenobidticos, executados por alteracdes no
volume sanguineo e/ou na freqiiéncia cardiaca, sdo extremamente importantes, onde o volume
cardiaco ¢ determinado pela regulacdo da contratilidade miocardica, a qual depende da
regulacao intracelular de calcio em cada batimento (BERS, 2001; LEWATOWSKI &
PYTKOWSKI, 1987).

A seqliéncia de eventos que ocorre desde a despolarizagdo do midcito até a contragao
muscular ¢ denominada acoplamento excitagdo-contragdo (E-C) e a principal diferenca entre
ectotérmicos e endotérmicos estd relacionada com a origem do calcio a ser utilizado pelas
miofibrilas (TIBBITS et al., 1992).

O formato e a organizagdo intracelular dos midcitos cardiacos podem interferir no
acoplamento E-C. Os miocitos de peixes apresentam algumas diferengas com relagcdo aos
midcitos de mamiferos, como o tamanho reduzido (1 a 12,5 um em peixes ¢ 10 a 25 pm em
mamiferos); reticulo sarcoplasmatico (RS) pouco desenvolvido e esparso; miofibrilas
dispostas perifericamente e auséncia de invaginagdes da sarcolema (SL), conhecidas como
tubulos transversos ou tubulos T (FARREL & JONES, 1992).

A ativacdo do acoplamento E-C ocorre em resposta a um aumento na concentragao
de célcio no citosol da célula muscular cardiaca (TIBBITS et al., 1992). Esse aumento
depende da mobilizagdo deste ion que pode ser proveniente do influxo através da sarcolema,
por meio de canais de Ca’" e do trocador Na'/Ca*" (NCX), atuando em seu modo reverso e
também de reservas intracelulares (RS) (HOVE-MADSEN et al., 2001).

O influxo de célcio nos midcitos através dos canais de Ca”* voltagem-dependentes
do tipo-L (lentos), presentes na sarcolema, constituem o componente essencial para o
acoplamento E-C nos midcitos de vertebrados. Esses canais sdo caracterizados pelo tempo

relativamente longo que levam para se abrir e que permanecem abertos, sendo responsaveis
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pelo platd caracteristico dos potenciais de acdo da musculatura cardiaca. (BERS, 2001;
TIBBITS et al., 1992).

Nos midcitos de mamiferos, o influxo de calcio pelos canais do tipo-L ocorre em
quantidade insuficiente para desencadear a contragdo muscular por si s6 (BERS, 2001;
CHAPMAN, 1983; DRIEDZIC & GESSER, 1994). Desta forma, o influxo de Ca’" tem a
principal funcdo de disparar a liberagdo de uma quantidade ainda maior deste ion através de
canais presentes no RS (canais de rianodina). Este fendmeno ¢ conhecido como liberagdo de
calcio-calcio induzida (CALLEWAERT, 1992; FABIATO, 1983).

Embora a magnitude do influxo de Ca*" através dos canais lentos da sarcolema possa
ser varidvel entre as espécies de mamiferos, a maioria dos estudos indica que este ¢
insuficiente para ativar a contragdo (BERS, 2001; CHAPMAN, 1983). Assim, a principal
fonte de Ca®" envolvida na ativagio da contragdo muscular cardica em mamiferos é a
liberacdo deste ion do RS, através da liberagao de Ca’" Ca**-induzida (BERS, 2001; WIER,
1990).

Nos vertebrados ectotérmicos, o desenvolvimento do RS varia amplamente entre as
espécies. Em peixes, o RS ¢, relativamente, pouco desenvolvido e apresenta um papel
questionavel na ativagdo contratil na maioria das espécies (AHO & VORNANEN, 1998;
DRIEDZIC & GESSER, 1988; SHIELS & FARRELL, 1997).

A rianodina ¢ um alcaldide neutro que, quando aplicado em altas concentracdes (10
umol.L™"), liga-se especifica e irreversivelmente ao canal de liberagio de Ca®" do reticulo
sarcoplasmatico (canal de rianodina), mantendo-o fechado, impedindo a liberacdo do célcio
do RS (ROUSSEAU et al. 1987). Assim, a rianodina tem sido utilizada para o teste da
importancia funcional do RS no acoplamento E-C de diversos vertebrados, inclusive peixes,
onde vérias espécies de teledsteos parecem ser insensiveis a este alcaldoide (COSTA et al.,
2002; DRIEDZIC & GESSER, 1988; HOVE-MADSEN, 1992; RIVAROLI et al., 2006;
ROCHA et al., 2007).

Desta forma, na maioria das espécies de peixes, a corrente de célcio dos canais Ca*"
do tipo-L ¢ a responsavel pelo principal influxo do célcio que ativa a contracao (TIBBITS et
al., 1992; VORNANEN, 1997, 1998), como ocorre na tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
(COSTA et al., 2000). Entretanto, em alguns teledsteos, parte do Ca*" utilizado pelo aparato
contratil nos midcitos cardiacos ¢ liberada por depositos intracelulares (RS) como no
curimbata, Prochilodus lineatus e na traira, Hoplias malabaricus (RIVAROLI et al., 2006).

O relaxamento muscular ocorre com a redugao da concentragao de calcio do citosol,

através do efluxo pela SL, pela Ca*-ATPase e por meio do NCX e pela Ca*’-ATPase
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presente no RS, conhecida como calcio-ATPase-sarco(endo)plasmatica, ou SERCA
(TIBBITS et al., 1992).

No cora¢do de mamiferos, a SERCA e o NCX sdo os principais mecanismos para
reduzir a concentragdo citosolica de célcio a fim de induzir o relaxamento méximo. Ja os
peixes, por apresentarem um RS relativamente menos desenvolvido e uma maior razio
superficie/volume, diferem dos mamiferos em termos da contribuicdo relativa dos
mecanismos para a movimentacdo de célcio também no relaxamento cardiaco. Nos
vertebrados inferiores, o influxo transarcolemal relativamente grande de calcio ¢ removido do
citosol durante o relaxamento cardiaco, basicamente através do NCX e da Ca®'-ATPase
sarcolemal (THOMAS et al., 1996), o primeiro constituindo-se no principal mecanismo em
teledsteos (DRIEDZIC & GESSER, 1994; TIBBITS et al., 1991).

A lipofilicidade dos OPs favorece sua incorporacdo pelas membranas bioldgicas,
levando a perturbacdes fisicas e quimicas e, conseqlientemente, nas propriedades funcionais
destas membranas (ANTUNES-MADEIRA & MADEIRA, 1979; 1989; VIDEIRA et al.,
1996, 1999).

Em nivel celular, as proteinas de membrana, incluindo canais i0nicos, receptores e
enzimas, sdo os principais alvos de determinados inseticidas (DIERKES-TIZEK et al., 1984;
NARAHASHI, 1987; RAHEJA & GILL, 2002; RAYMOND-DELPECH et al., 2005). Assim,
torna-se importante o conhecimento dos efeitos do TRC sobre o acoplamento E-C no
miocérdio de peixes.

Considerando-se o impacto dos xenobiodticos nos ecossistemas aquaticos, muitas
vezes responsaveis pela deterioragdo da qualidade da agua e também por suas agoes diretas
nos organismos aquaticos, levando a alteracdes ventilatorias e cardiovasculares, o presente
trabalho se prop0s a estudar a agdo do organofosforado triclorfon, devido o seu amplo uso, na

fisiologia cardio-respiratdria do teledsteo Oreochromis niloticus.
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1.5 Considerac0es sobre a espécie estudada

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Figura 4) é originaria da Africa e da Asia
e foi introduzida no Brasil na década de 70 (PINHEIRO et al., 2006). A tilapicultura vem se
mostrando uma 6tima alternativa para a piscicultura de agua doce e estuarina. A expansao do
cultivo da tilapia-do-Nilo deve-se ao otimo desempenho, alta rusticidade, facilidade de
obtencdo de alevinos, adaptabilidade aos mais diversos sistemas de criagdo, grande aceitagao
no mercado de lazer (pesque-pague) e alimenticio (frigorificos) e pelas qualidades nutritivas e
organolépticas do seu filé (MEURER, et al., 2003).

Além disso, a tildpia €, entre as espécies de peixes mais cultivadas, a que melhor
resiste a alta temperatura, a baixa concentracdo de oxigénio dissolvido e a alta concentracao
de amdnia na agua. Possui héabito alimentar onivoro e aceita ragdes com grande facilidade,
desde o periodo de pos-larva até a fase de terminacdo (BOSCOLO et al., 2001).

Lahav e Ra'nam (1997) citam que a principal vantagem da tilapia-do-Nilo ¢ o seu
baixo custo relativo, principalmente quanto ao alevino, a alimentacdo e a qualidade da sua
carne.

Dados referentes a producdo brasileira da aqiiicultura continental do ano de 2005
mostram que a producdo de tilapia teve um aumento, sendo a espécie mais produtiva,
alcangando aproximadamente 68.000 toneladas, seguida da carpa (Cyprinus carpio) com
aproximadamente 42.000 t e do tambaqui (Colossoma macropomum), com aproximadamente
25.000 t (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, 2007).

Segundo Popma & Masser (1999), a tilapia-do-Nilo ¢ lateralmente comprimida, com
uma longa nadadeira dorsal, onde a parte anterior ¢ profundamente espinhada. Espinhas
também sdo encontradas na pélvis e na nadadeira anal. Peixes dessa espécie constroem ninhos

e os ovos fertilizados sdo incubados na boca.
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Segundo Trewavas (1982), a tilapia-do-Nilo ocupa a seguinte posicao sistematica:

Classe: OSTEICHTHYES
Subclasse: ACTINOPTERYGII
Superordem: TELEOSTEI
Ordem: PERCIFORMES
Familia: CICHLIDAE
Género: Oreochromis
Espécie: Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758)

Figura 4: Exemplar de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito do organofosforado
triclorfon (Neguvon®) sobre a fungio cardio-respiratéria do teledsteo de agua doce tilapia-do-

Nilo (Oreochromis niloticus).

2.2 Objetivos especificos

Para avaliar o efeito da exposi¢do ao organofosforado sobre a fungdo cardio-
respiratoria de tilapia-do-Nilo, exemplares controle e expostos a uma concentracao subletal de

triclorfon (0,5 mg.L™), foram utilizados para a determinar os seguintes parimetros:

a) Efeito da reducdo gradual na concentragdo de oxigé€nio do meio sobre a taxa
metabolica (\./O2 );

b) Efeito da redu¢do gradual na concentracdo de oxigénio do meio sobre a fungdo
respiratoria (freqiiéncia respiratoria - fr; volume vetilatorio - Vr. ventilagdo branquial -
V,, ; necessidade ventilatoria - V,,/VO,; e extragio de O, da corrente ventilatoria -
EO»);

¢) A tensdo critica de O, (PcO,);

d) A freqiiéncia cardiaca in vivo (fy);

e) A massa ventricular relativa (MVR);

f) As respostas inotropicas e cronotropicas de tiras ventriculares eletricamente

estimuladas, incluindo:

— Anidlise do efeito do tempo experimental sobre o desenvolvimento de forca
isométrica;

— Anélise da importancia do célcio extracelular para o desenvolvimento de forca das
tiras ventriculares da espécie;

— Analise dos efeitos do aumento da taxa de estimulagao sobre a for¢a de contragao;

— Anadlise da capacidade de bombeamento cardiaco (CBC).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e Drogas

No presente trabalho foi utilizada a formulagdo comercial do pesticida
organofosforado triclorfon (dimetil 2,2,2.tricloro-1-hidroximetil fosfonato, C4HgCL3;04P),
Neguvon® - Bayer. Todos os reagentes foram de procedéncia Sigma (St.Louis, MO, USA) ou

Merck (Darmsdat, Alemanha).

3.2 Animais

Os exemplares de O. niloticus, de ambos os sexos, foram gentilmente cedidos pelo
Centro de Piscicultura Aguas Claras, Municipio de Mococa, SP. Os peixes foram
transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa, do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas/UFSCar, onde os experimentos foram realizados.

Em laboratorio, os peixes foram mantidos em tanques com capacidade de 500 e 1000
litros, dotados de recirculagdo continua de dgua de 4gua termostatizada (25 + 1 °C) e aeragdo
constante, por um periodo minimo de 30 dias para a recuperacdo do estresse decorrente da
coleta e aclimatagdo. Durante este periodo os peixes foram alimentados ad libitum com ragéo
comercial peletizada (Fri-Acqua 32, Fri-Ribe Ragdes, SP - 32 % de proteina).

Apos a aclimatacdo, os peixes (150,6 + 4,9 g e 21,6 + 0,3 cm) foram divididos em
dois grupos experimentais: controle (n = 19) e expostos ao triclorfon (n = 19, TRC -
Neguvon®™- 97%) na concentragdo subletal de 0,5 mg.L™' do principio ativo triclorfon, durante
96 horas. O valor da CLsy do triclorfon para O. niloticus foi previamente estabelecido por
Alkahem et al. (1998), sendo de 21,7 mg.L'l, durante 96 horas de exposi¢do.

As caixas plasticas experimentais (250 L), utilizadas para a exposi¢ao dos peixes
foram mantidas com aerag¢@o constante e temperatura controlada por termostato (25 + 1 °C). A
relagdo de, aproximadamente, 1 g de peixe por litro de agua foi mantida, sendo exposto um
peixe por vez. Os peixes do grupo exposto ao TRC permaneceram em sistema semi-estatico

por 96 horas, no qual metade da solucdo experimental foi renovada a cada 24 horas para
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manter a qualidade da agua e ajustar a concentragao deste organofosforado. O grupo controle
foi submetido ao mesmo protocolo experimental, porém sem a adicao do TRC.

Durante este periodo, os peixes ndo foram alimentados e os parametros fisico-
quimicos da dgua foram monitorados em ambos os grupos e mantiveram-se aproximadamente
constantes: pH 7,0 a 7.5; oxigénio dissolvido 6,5 a 7,3 mg.L" (117 a 127 mmHg), dureza 48 a
56 mg.L" (como CaCOs); alcalinidade 40 a 43 mg.L"' (como CaCO;); aménia 0,1 mg.L™;
cloreto 42 mg.L™"; condutividade 110 pS.cm™.

3.3 Determinacédo das caracteristicas fisico-quimicas da 4gua

3.3.1 pH e alcalinidade

Amostras de 100 ml de agua foram coletadas das caixas experimentais, transferidas
para um Becker e mantidas sob agitagdo para determinacdo do valor do pH da 4gua. A
determinagdo da alcalinidade foi efetuada de acordo com as técnicas descritas por Golterman
& Climo (1969) utilizando-se acido sulfurico 0,01 N como indicador da alcalinidade, para
titular até o pH 4,0.

Para o calculo da alcalidade (expressa em mg CaCOs.L™") das amostras, foi utilizada

a seguinte formula:
ALCALINIDADE = (mL de H,SO4) x N x Eq /volume da amostra (mL), onde:

N (normalidade do H,SO4) = 0,01
Eq (equivalente do H,SO4) = 50.000

3.3.2 Dureza total

A andlise de dureza foi feita por titulacdo das amostras de &gua, previamente
tamponadas com EDTA, até o ponto de viragem de lilas para azul, usando-se como indicador
o Eriocromo Negro (ADAD, 1982). Para o calculo da dureza (em mg CaCO;.L™"), foi

utilizada a seguinte formula:

DUREZA = EDTA (mL) x 1000/ volume da amostra (mL)
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3.3.3 Cloreto

A concentracdo de cloreto foi determinada pelo método de Mohr descrito em
Ohweiler (1968), onde os ions cloreto sdo titulados com solug@o de nitrato de prata (AgNO3),
na presenca de cromato de potassio (K,CrO4) como indicador. O ponto final da titulagdo ¢
identificado quando todos os fons Ag" tiverem se depositado sob a forma de AgCl. Logo em
seguida, haverd a precipitagdo de cromato de prata (Agy,CrO4) de coloracdo marrom-
avermelhada. Adicionou-se 1 mL de cromato de potdssio 5% nas amostras de agua coletadas
das caixas experimentais ¢ diluidas 1:10 com agua destilada. Essas amostras de agua foram
mantidas sob agitacdo e tituladas com nitrato de prata 0,01 N até a viragem de amarela para o
vermelho tijolo. Para o calculo da concentracdo de ions cloretos das amostras, em mg.L'l, foi

utilizada a seguinte formula:
CLORETO = (mL de AgNO3) x N x Eq / volume da amostra (mL), onde:

N (normalidade do AgNO3) = 0,01
Eq (equivalente do AgNO;) = 35.450

3.3.4 Amonia total

A concentragdo de amonia foi determinada pelo método de Nessler (GREENBERG
et al., 1976), utilizando-se 2 mL de amostra de agua e 0,5 mL de reativo de Nessler. Apos 20
minutos a temperatura ambiente, a leitura optica foi realizada em A = 420 nm. Os valores de
amonia foram expressos em mg.L™! e estimados a partir de curva-padrio feita com cloreto de

amonia (NH4CI).

3.3.5 Oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e temperatura

A temperatura (°C) da 4gua nos tanques experimentais foi tomada diariamente e os
parimetros oxigénio dissolvido (mgL™') e condutividade elétrica (pS.cm™) foram
determinados por processo eletrométrico utilizando-se o oximetro YSI-55 e o condutivimetro

Check Mate II Corning. As andlises foram efetuadas nas proprias caixas experimentais.
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3.4 Experimentos in vivo

As preparacdes empregadas para a obtengdo dos pardmetros respiratorios e dos
eletrocardiogramas (ECG) para analise da freqiiéncia cardiaca (fy) foram baseadas na
metodologia utilizada por Glass et al. (1991) e adaptada por Rantin et al. (1993).

As cirurgias foram precedidas de anestesia, na qual os peixes foram submetidos a um
banho em benzocaina 0,01% por aproximadamente 5 minutos (ou até a cessacdo da atividade
espontinea). Imediatamente apos a anestesia, os animais foram transferidos para uma mesa
cirargica onde foi realizada a inser¢do dos cateteres de polietileno, para o monitoramento das
tensdes de O, da adgua inspirada e expirada, e a sutura de eletrodos de eletrocardiografia para o
registro da atividade cardiaca.

As tensdes de O, da agua inspirada (P;O, - mmHg) e expirada (P.O, - mmHg) ¢ a
freqiiéncia respiratoria (fr) foram monitoradas por meio de cateteres de polietileno (PE 100)
inseridos no interior da cavidade bucal (através de orificio acessado dorsalmente, proximo a
boca, com o auxilio de uma broca) e nas partes distais de ambos os cleitros operculares (PE
60). Os cateteres foram fixados com a ajuda de um flange e cola de secagem rapida (Figura
5).

Para a realizacdo do eletrocardiograma (ECG), foram inseridos dois eletrodos de aco
inoxidavel. O positivo foi posicionado ventralmente entre as branquias € o coragdo € o
negativo, em posi¢do ventro-caudal, proximo as nadadeiras pélvicas, ambos suturados com
pontos cirirgicos a musculatura corpdérea para evitar seu deslocamento (Figura 5). 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), o qual foi conectado a um canal de uma placa de
aquisicao DATAQ DI 154RS de um computador, para os registros da eletrocardiografia. Esta
preparagao permite que sejam obtidos registros similares aqueles observados na derivacao Dy
da eletrocardiografia padrdo, e foram utilizados para a determinacdo da freqiiéncia cardiaca

(fy - bpm).



Material e Métodos 20

Figura 5: Esquema do sistema utilizado na obtencdo das respostas cardio-respiratorias de
Oreochromis niloticus. Em A: a. cuveta termostatizada com eletrodos de O,; b. transdutor
de pressdo; c. analisadores de O,; d. amplificador de pressao; €. amplificador de ECG; f.
microcomputador com sistema de aquisi¢do de dados; g. torneira de 3 vias. Em B: Detalhe
de um eletrodo de ECG e do cateter para medidas de PO,: a. extremidade da agulha; b.
pedaco de cateter com a extremidade flangeada; C. revestimento termo-retratil; d. fixagdo
do fio de cobre; e. fio de cobre encapado; f. cateter de polietileno com a extremidade
flangeada para a tomada de agua; g. peca de fixacdo. (adaptado de MASSARI, 1993).

Com o registro da fy por eletrocardiografia foi possivel determinar pequenas
variagdes no intervalo entre batimentos cardiacos por meio da analise dos intervalos de tempo
entre duas ondas R consecutivas, os intervalos R-R, os quais determinam os sinais de
variabilidade da freqliéncia cardiaca.

Apos a preparagdo descrita acima, os peixes foram introduzidos no respirdmetro de
fluxo constante (Figura 6) e imediatamente transferidos para a cdmara experimental, mantida
em sistema de recirculacdo continua de agua termostatizada a 25 + 1 °C e aerada, onde
permaneceram por um periodo de, aproximadamente, 24 horas, para a recuperacao da
anestesia e restabelecimento das condi¢des metabodlicas basais (Figura 7). Assim, o esquema
de preparagdo experimental realizado para o estudo da fiy ¢ das respostas ventilatorias em O.
niloticus do grupo controle ¢ exposto a 0,5 mg.L" de triclorfon, durante norméxia e hipoxia

gradual pode ser observado nas figuras 5, 6 e 7.
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Figura 6: Detalhe do respirometro de fluxo constante utilizado nos experimentos in vivo. As setas
indicam a dire¢do do fluxo de agua através do respirdmetro (MASSARI, 1993).

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se um animal de cada vez, em
normoxia (PO, = 140 mmHg) e hipoxia gradual (100, 80, 60, 40 e 20 mmHg), em temperatura
constante de 25 + 1 °C.

As tensdes de O, hipdxicas foram obtidas borbulhando-se, por meio de um dispersor
(pedra de aeragdo), quantidades controladas de N, e ar comprimido no interior da camara
experimental. A temperatura experimental foi mantida constante por meio de um termostato
LifeTech 2010 (A & W Pet Ltda., China) controlando uma resisténcia localizada no interior
da camara experimental.

Ap0s a estabilizacdo, cada tensdo de O, foi mantida por um periodo de 30 minutos
antes de serem efetuadas as medidas e registros dos pardmetros acima citados. Os
procedimentos de tomada de medidas e registros foram efetuados, em média, dentro de 5
minutos.

As tensdes de O, (mmHg) da dgua de entrada (Pi,O,) e de saida (P,,O2) do
respirdmetro, bem como as tensdoes de O, da agua inspirada (P;O,) e expirada (P.O;) pelos
peixes foram continuamente monitoradas, conectando-se os cateteres de polietileno que
coletavam amostras de agua de entrada e de saida do respirometro e aqueles implantados na
boca e opérculos do peixe a um sistema de torneiras de 3 vias acopladas a eletrodos (FAC-
0010,, FAC, Sao Carlos, SP) de analisadores de O, (FAC-204A, FAC, Sao Carlos, SP)
(Figura 7).
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Figura 7: Sistema de respirometria de fluxo constante e respostas cardiacas utilizado no presente
estudo. a. respirdmetro; b, c. cateteres de polietileno para tomada da agua que entra (P;,0,)
e que sai (P, O,) do respirdmetro, respectivamente; d, €. cateteres de polietileno para
tomada da agua inspirada (P;O,) e expirada (P.O,), respectivamente; f. eletrodo cardiaco; g.
eletrodo de referéncia; h. torneiras de 3 vias; i. transdutor de pressdo; j. cuvetas
termostatizadas com eletrodos de O,; K. analisadores de O,; |. monitor cardiaco; m.
amplificador de ECG; n. amplificador de pressdo; 0. computador com sistema de aquisi¢ao
de dados; p. frasco de ajuste de fluxo de 4gua através do respirdmetro; . bomba para
circulacdo de agua; r. balde; S. controlador de temperatura; t. entrada de quantidades
controladas de N, ou ar comprimido. (adaptado de MASSARI, 1993).

A freqiiéncia respiratoria (fr) foi determinada através da contagem do nimero de
ciclos respiratorios por minuto, obtidos a partir da canula implantada na boca do animal,
acoplada a um transdutor de pressao (Utah Medical Products) conectado a um amplificador de
pressdo (AECAD 0804 — AVS, Sdo Paulo) e, este, a um canal de uma placa de aquisi¢do
DATAQ DI 154RS de um computador (Figura 7).
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3.5 Massa ventricular relativa

Os animais do grupo controle e exposto ao TRC foram sacrificados por sec¢ao
medular e a massa corpdrea foi mensurada (Wt - g). Posteriormente a dissec¢do do coragdo, o
ventriculo foi pesado (Wv - g) para determinacdo da massa ventricular relativa, a qual foi

expressa em porcentagem (Wv/Wt x 100).

3.6 Experimentos in vitro

As preparagdes para os experimentos in vitro foram realizadas de acordo com os
procedimentos adotados por Rivaroli et al. (2006) e Rocha et al. (2007), os quais estdo
descritos a seguir.

O ventriculo foi mantido em uma solucdo gelada propria para teledsteos e tiras
ventriculares com didmetro entre 1 ¢ 2 mm foram obtidas do coracdo de um unico peixe e
transferidas para um banho contendo solugdo fisioldgica com a seguinte composicdo (mM):
100,0 NaCl, 5,0 KCI, 1,2 MgSOs, 1,5 NaH,PO4, 27,0 NaHCOs, 2,5 CaCl,, 10,0 glicose,
borbulhada com mistura carbogénica (2% CO, € 98% O,) e mantida a 25 + 1 °C. A solugéo
fisiolégica foi preparada no momento do experimento, a partir de solucdes estoque
previamente preparadas e armazenadas sob refrigeragao (4 °C).

Em todos os protocolos experimentais foram utilizadas preparagdes ventriculares,
constituidas por uma rede de fibras, obtidas do coracdo de um unico peixe, apos a retirada do
bulbo arterioso e do atrio, para evitar contragdes espontaneas do miocardio.

Cada uma das tiras ventriculares foi transferida para um banho contendo 30 ml de
solucdo fisioldgica termostatizada a 25 °C, dotado de borbulhamento constante com a mistura
carbogénica descrita acima. Uma extremidade da tira foi fixada por uma espiral metalica, em
um gancho construido na extremidade de um eletrodo de estimulagcdo. A outra extremidade
foi conectada a um transdutor de forga isométrica AECAD 0408 (Solucdo Integrada Ltda.,
Sao Paulo, SP) por meio de uma espiral metalica presa a uma linha cirirgica, permitindo o
registro da contragao isométrica. Um segundo eletrodo de estimulagdo foi colocado no interior
do banho, ao lado do primeiro (Figuras 8 e 9). Os eletrodos de estimulacdo foram acoplados a
estimuladores AVS 100D (Solucao Integrada Ltda., Sao Paulo, SP), permitindo a estimulagao
elétrica das tiras para o desenvolvimento da for¢a de contracdo a diferentes taxas. Os tracados

das contracdes isométricas € os tempos de contragdo e relaxamento cardiacos foram
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adquiridos e analisados por um sistema informatizado Soft & Solutions (Solugdo Integrada
Ltda., Sao Paulo, SP). A figura 8 mostra o set experimental utilizado no presente estudo.

Inicialmente, as fibras foram estimuladas a uma taxa de 0,2 Hz (12 bpm) e estiradas
para aumentar a distancia entre o transdutor e o gancho de fixagdo, até que uma relagdo
constante entre o comprimento da preparagao e o pico da forca de contragao fosse obtida.

Apos estabilizagdo, os diferentes protocolos experimentais foram aplicados nas
preparacdes controle e naquelas retiradas dos animais expostos ao triclorfon (N eguvon®), para
as medidas da for¢a de contracdo (Fc) e dos parametros tempo-dependentes (tempos para o
pico maximo de forga - TPT e para 50% do relaxamento - THR). As relagdes de tempo com a
forca de contragdo (TPT/Fc e THR/Fc) foram calculadas em razao do tempo para o pico de
forca com a forca de contracdo e em razdo do tempo para 50% do relaxamento com 'z da
forca de contracdo, respectivamente (CELICHOWSKI & BICHLER, 2002).

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

haviam sido registradas.
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Figura 8: Set experimental utilizado para a obtencdo das respostas inotropicas in vitro das tiras
ventriculares de tilapia-do-Nilo. A: banho com quatro cubetas; B: banho termostatizado;
C: cilindro de mistura carbogénica; D: estimuladores elétricos; E: transdutores de forca
isométrica, acoplados a microestiradores; F: amplificador de forga; G: sistema
informatizado de aquisigdo e tratamento dos dados.



Material e Métodos 25

Figura 9: A: Esquema da cubeta experimental: a. transdutor de forca; b. fio de fixacdo e estiramento
da preparagéo; . argola metalica; d. tira ventricular; e. eletrodo de estimulacdo; f. entrada
de mistura carbogénica; g. entrada de 4gua para termostatizar a cubeta; h. saida de agua da
cubeta (cedido por Rivaroli, L.). B: Foto da cubeta descrita em A.

3.7 Protocolos experimentais
3.7.1 Experimentos in vivo

3.7.1.1 Variaveis ventilatorias

A taxa metabolica ( VOz) em cada uma das tensdes de O, experimentais foi

determinado utilizando-se o sistema de respirometria de fluxo constante, pelo monitoramento

das tensoes de O, da 4gua de entrada e de saida do respirdmetro.
A VO, (mLO,.Kg™'.h™") foi calculada por meio da equagio proposta por Hughes et
al. (1983):

VO, = (P02 - PuO2). 01, . Vi, onde:
W,

oo, = coeficiente de solubilidade do O, na 4gua (mLO,.L"".mmHg™");

VR = fluxo de 4gua através do respirdmetro (L.h™);

W = peso fresco do animal (Kg).
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A ventilagdo branquial (VG) foi determinada pelo 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 respirdmetro, bem como da agua inspirada e

expirada pelos peixes em cada uma das tensdes de O, experimentais.

AV, (mLH,0 kg .min™) foi calculada segundo Hughes & Saunders (1970), por

meio da expressao:

VG = (PinO; - PoutO,/Pi0O; - Pe0,). VR , onde:
Wt

PinO, = tensdo de O, da agua de entrada do respirometro (mmHg);
PoutO, = tensdo de O2 da 4gua de saida do respirometro (mmHg);
PiO, = tensdo de O, da 4gua inspirada pelo animal (mmHg);
PeO, = tensdo de O, da dgua expirada pelo animal (mmHg);

. , , s A . -1
V, = fluxo de dgua através do respirdmetro (mL.min"),

Wt = peso fresco do animal (kg).

A freqiiéncia respiratoria (fr) foi mensurada pelo cateter de polietileno inserido na
boca do peixe, conectado a um transdutor de pressdo (Utah Medical Products), acoplado a um
amplificador (AECAD 0804 — AVS, SP, Brazil), e conectado a uma placa de aquisi¢ao de
dados DATAQ DI 154RS (Dataq Instruments, Akron, OH, USA).

Analisando-se os registros assim obtidos, a contagem do numero de ciclos
respiratorios por unidade de tempo em cada tensdo de O, experimental forneceu os valores de
fr, que foram expressos em ciclos respiratérios.min”.

O volume ventilatério (Vr), em cada uma das tensdes de O, experimentais, foi
calculado pelo quociente entre a ventilagio branquial (V) e a respectiva freqiiéncia
respiratéria (fr). O Vr foi expresso em mLH,0.kg ™ .ciclo respiratorio™.

A necessidade ventilatéria (V,/VO,), em cada uma das tensdes 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

mLH,0.mLO,™".
A extragdo de O, da corrente ventilatoria (EO,) pelas branquias, em normoxia e

durante hipoxia gradual, foi calculada a partir da equagdo (Dejours, 1981):
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E02 (%) = P102 - PeOZ . 100 , onde:
PiOZ

PiO; = tensdo de O, da 4gua inspirada pelo animal (mmHg);

PeO, = tensdo de O, da dgua expirada pelo animal (mmHg);

3.7.1.2 Frequéncia cardiaca (fu).

Apos o periodo de recuperacdo, a fy foi registrada em normoxia e nas subseqiientes
tensdes de O, hipoxicas, durante as quais os registros foram obtidos. A fy foi expressa em
batimentos cardiacos por minuto (bpm). A andlise dos intervalos de tempo entre duas ondas R
consecutivas do registro de ECG, os intervalos R-R, determinou-se possiveis sinais de

variabilidade da freqiiéncia cardiaca.

3.7.2 Experimentos in vitro
3.7.2.1 Efeito do tempo experimental

As tiras ventriculares foram mantidas a 0,2 Hz (12 bpm) na temperatura de 25 £ 1 °C
por um periodo de 40 minutos, durante o qual a for¢a de contracdo (Fc) foi registrada
Ininterruptamente para avaliar a possivel ocorréncia de uma deterioragdo da mesma ou
alteracdes 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.
3.7.2.2 Aumento da concentracéo de célcio extracelular
Para avaliar a dependéncia da contra¢io em relacdo ao célcio extracelular ([Ca*'].),

as tiras ventriculares foram inicialmente estabilizadas a 0,2 Hz ¢ 25 + 1 °C, em um banho

contendo 2,5 mM de Ca*", por um periodo de aproximadamente 30 min. Em seguida, foram
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efetuados registros do desenvolvimento de forca isométrica de contragdo (Fc) e dos
parametros tempo-dependentes (TPT e THR) das tiras por 2 min. Depois deste periodo, as
[Ca®]. foram elevadas em 2 mM a cada 5 min ou até que o calcio tivesse produzido seu efeito

completo.

3.7.2.3 Aumento da frequéncia de estimulagdo

Apoés a estabilizagdo das tiras musculares a 0,2 Hz, na temperatura de 25 + 1 °C,
foram efetuados os registros do desenvolvimento de forg¢a isométrica (Fc) e dos parametros
tempo-dependentes (TPT e THR) de ambas as tiras por 2 minutos. Ao final desse tempo, as
taxas de estimulagdo foram progressivamente aumentadas, até que os registros se tornaram
irregulares. Foi considerada a freqiliéncia de estimulagdo maxima aquela na qual, pelo menos,
80 % das tiras ainda foram capazes de se contrair regularmente.

Este protocolo foi realizado com o objetivo de determinar a capacidade do miocérdio

do animal em manter o acoplamento E-C frente a incrementos da freqiiéncia cardiaca.

3.7.2.4 Capacidade de bombeamento cardiaco

Com os valores de Fc durante os incrementos na freqiiéncia de estimulagdo foi
possivel o calculo da capacidade de bombeamento cardiaco, a qual, segundo Matikainen &
Vornanen (1992), ¢ determinada pelo produto da freqiiéncia de estimulacdo pela forca de

contracdo da tira ventricular.
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3.8 Forma de apresentacéo dos dados
3.8.1 Experimentos in vivo

Os parametros ventilatorios de O. niloticus foram comparados aos valores obtidos

inicialmente em cada protocolo (normoxia - 140 mmHg) e expressos da seguinte forma:

a) Taxa metabdlica (VOz) - expressa em mLOz.kg'l.h'l;

b) Ventilacdo branquial (VG ) - expressa em mLH,0. kg .min™;

¢) Freqiiéncia respiratoria (fr) - expressa em ciclos respiratorios.min’;

d) Volume ventilatorio (Vr) - expresso em mLH,0.kg™" .ciclo respiratorio™;
e) Necessidade ventilatoria (VG / VOZ) - expressa em mLH,0.mLO,™;

f) Extracdo de O, (EO;) - expressa em porcentagem (%);

g) Freqiiéncia cardiaca (fy) - expressa em batimentos cardiacos por minuto (bpm).

3.8.2 Experimentos in vitro

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

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

a) Tempo para o pico de forca (TPT - time to peak tension): representado em
valores absolutos (ms);

b) Tempo para 50% do Relaxamento (THR - time to half relaxation): expresso em
valores absolutos (ms);

c) A relagdo entre os pardmetros tempo-dependentes (TPT e THR) e sua respectiva

forca de contracdo (Fc) foram analisados e expressos da seguinte maneira:

- Razao entre tempo para o pico de forca e forca de contracdo (TPT/Fc): expressa
2

3

em ms.mN"'.mm

- Razdo entre tempo para 50% do Relaxamento e '2 da for¢ca de contragdo

(THR/Fc): expressa em ms.mN ™' .mm?;
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A representacao de um registro de for¢a de contragdo com as medidas dos parametros

descritos acima ¢ mostrada na figura 10.

-

Fc

Figura 10: Esquema mostrando as variaveis medidas no registro de for¢a de contragdo isométrica no
presente estudo. Fc: Forga de contragdo; TPT: Tempo para que o pico maximo de forga
seja atingido; THR: Tempo necessario para que ocorra 50% do relaxamento.

3.9 Tratamento estatistico dos dados

Os valores estdo apresentados como média + E.P.M. Foram consideradas diferencas
estatisticas ao nivel de 5% de significancia. Os seguintes procedimentos estatisticos foram

adotados no presente estudo:

— O teste-t ou de Mann-Whitney (dependendo dos critérios de normalidade,
homogeneidade e homocedasticidade) foi realizado para verificar a ocorréncia de
possiveis diferencas significativas nas mesmas condigdes experimentais nos
diferentes grupos experimentais (controle e exposto ao TRC) (GraphPad Instat v.

3.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

— A Analise de variancia (ANOVA) one-way complementada pelo teste de Tukey-
Kramer de comparagdes multiplas, foi realizada para a identificacdo de diferencgas
significativas durante os protocolos experimentais em cada grupo experimental, de
forma isolada (GraphPad Instat v. 3.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).
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— A Analise de variancia (ANOVA) two-way complementada pelo teste de Tukey-
Kramer de comparagdes multiplas, foi realizada para a identificacdo de possiveis
interacdes entre a exposicdo ao TRC e a hipoxia gradual nos diferentes protocolos

experimentais realizados in vivo (SigmaStat v.3.5, Systat Softwarw, CA, USA).
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4 RESULTADOS

Todos os peixes de ambos os grupos experimentais sobreviveram ao delineamento
experimental realizado. Quando comparados com o grupo controle, os peixes expostos ao
triclorfon (TRC) permaneceram agrupados dentro dos tanques, mostrando-se agressivos e

fotofobicos.

4.1 Determinacdo das caracteristicas fisicas e quimicas da 4gua

Os parametros fisico-quimicos da d4gua, apresentados na Tabela 1, foram

monitorados em ambos 0s grupos e mantiveram-se aproximadamente constantes.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas da agua do grupo controle e exposto a 0,5 mg.L™' de TRC,
medidas ao longo do periodo experimental. Os valores sdo médias +£ E.P.M.

Controle Triclorfon
pH 75+0,5 7,5+0,9
Temperatura (°C) 23,8+0,5 250+0,4
Oxigénio dissolvido (mg L™ 73+0,5 6,7+ 0,8
Cloreto (mg.L™) 42,0 +3,1 479 +5,5
Ambnia (mg L™) 0,2 + 0,03 0,1+0,01
Alcalinidade (mg CaCO; L'l) 43,0+3,1 42.5+49
Dureza (mg CaCO; L™) 56,0 + 4,2 57,0+ 6,6
Condutividade elétrica (uS cm'l) 112,0 £ 8,1 107,6 £ 12,4
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4.2 Experimentos in vivo

4.2.1 Taxa metabélica (VO,) e Tensdo critica de oxigénio (PcO,)

Os valores médios da taxa metabdlica do grupo controle e exposto ao TRC, frente as
diferentes tensdes de oxigénio da dgua de entrada no respirometro (P;,O;) estdo apresentados
na tabela 2 e representados graficamente na figura 11.

No grupo controle, os valores de VO, permaneceram constantes desde a tensido
normoxica (99,4 + 7,4 mLO,.kg".h™) até a tensdo de 40 mmHg (89,2 + 4,7 mLO,.kg'.h™).
Apenas na menor tensdao de O, experimental utilizada (20 mmHg) observou-se uma redugao

significativa dos valores de \702 (redugao de ~ 42 %)

No grupo exposto ao TRC os valores de VO, ndo apresentaram diferenca

significativa até a tensao de 80 mmHg, quando comparados aos valores de normoxia (93,1 +

5,0 mLO,.kg™".h™). A partir da tensdo de 60 mmHg (70,8 + 4,1 mLO,.kg™".h™), os valores de
VO, apresentaram uma reducio significativa, onde os menores valores foram observados na
tensdo de 20 mmHg (reducao de ~49%)

Quando comparados ambos os grupos, os valores de VO, do grupo exposto ao TRC

apresentaram-se significativamente inferiores (aproximadamente 20%) nas tensdes de 80, 60 e
40 mmHg.

A andlise de variancia two-way indicou que ndo houve interacao significativa entre a
exposicao ao TRC e a hipdxia para este parametro.

As tensdes criticas de O, (PcO,) de ambos os grupos foram obtidas como descrito
por RANTIN et al. (1992). Uma reta ¢ ajustada com a abscissa, P;,O, versus VO, , obtida a

partir da expressdo Y = a +bX, onde a e b sdo calculados por regressdo linear pelo método dos

minimos quadrados. A outra reta, paralela a abscissa, ¢ plotada pela média dos valores da
VO, que ndo apresentaram diferenga significativa em relacdo aos valores normoxicos. A

intersecdo dessas retas ajustadas determinou o ponto que, projetado sobre o eixo x, fornece a

PcO, da espécie. Este ponto é definido como sendo a tensdo parcial de O, abaixo da qual a
espécie perde sua capacidade de manter uma VO , constante, independente da disponibilidade

de O, do ambiente. Portanto, a PcO, determina a tensdo de O, abaixo da qual o peixe nao
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consegue mais acionar eficientemente seus mecanismos de compensagdo a hipoxia e, assim,
manter seu consumo de O, constante.
A PcO; calculada para o grupo controle foi de 35,3 mmHg (Figura 12) e para o grupo

exposto ao TRC foi de 60,1 mmHg (Figura 13), cujo aumento foi de aproximadamente 70%.

4.2.2 Ventilagio branquial (V)

Os valores médios da ventilagdo branquial (V) do grupo controle e exposto ao
TRC, frente as diferentes tensdes de oxigénio da agua de entrada no respirdmetro (P;,O,)
estdo apresentados na tabela 3 e representados graficamente na figura 14.

A ventilagdo branquial (VG) no grupo controle nao apresentou diferenga
significativa entre os valores obtidos em normoéxia (369,6 + 24,9 mLH,0.kg™ .min™") até a
tensdo de 80 mmHg (587,6 + 36,7 mLH,0.kg".min™), abaixo da qual, os valores de VG
foram significativamente maiores quando comparados com os valores obtidos em normoxia,

sendo o maior valor observado em 20 mmHg (2367,5 + 230,0 mLHzo.kg'l.min'l),

correspondendo a um aumento de aproximadamente 6,4 vezes neste parametro.

No grupo exposto a0 TRC, com relagdo aos valores de V, obtidos em norméxia

(414,2 +£ 29,8 mLHZO.kg'l.min'l), a VG apresentou-se constante até a tensdo de 60 mmHg,

abaixo da qual, os valores deste parametro foram significativamente maiores que aqueles

obtidos em normodxia. Assim como observado nos peixes do grupo controle, os peixes
expostos a0 TRC também apresentaram os maiores valores de V;na tensdo de 20 mmHg

(1800,6 + 213,3 mLH,0.kg™".min™), correspondendo a um aumento de aproximadamente 4,3
vezes neste parametro.

Quando comparados, os grupos experimentais diferiram entre si nas tensoes de 60 a
20 mmHg, sofrendo uma reducdo de aproximadamente 27%. A analise de variancia two-way
indicou que nao houve interagdo significativa entre a exposi¢ao ao TRC e a hipoxia para este

parametro.
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Tabela 2: Valores médios da taxa metabolica (VO, - mLO,.kg".h™") de O. niloticus, dos grupos
controle (n = 7) e exposto ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensdes de O, da dgua. Valores em
negrito indicam diferenca significativa em relacdo aos obtidos em normoéxia (139,6 = 0,1 mmHg).
Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios +
E.P.M.

VO, (mLO,.kghh™)

PinO2 (MmHQ)
Controle Triclorfon
139,6 £ 0,1 994+74 93,1+5,0
100,7+£0,2 93,3+4,7 85,5+3,9
80,1 +£0,3 89,4 +4,9 75,8+3,7*
60,3 +0,1 89,4 +5,1 708+ 4,1 *
40,3+ 0,1 89,2 +£4,7 68,0+4,6*
20,3+0,2 574+48 475+ 34
120 -
100
:*—‘. 80 -
2
O 60 -
-
£
S 40 -
>
20~ —e— Controle —®&— TRC
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 140

PinO2 (mmHg)

Figura 11: Taxa metabolica ( VO, ) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n =
7), submetidos a hipoxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em
relacdo aos valores obtidos em normoxia (139,6 + 0,1 mmHg). Asteriscos indicam
diferenca significativa em relagao ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.
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VO2 (MLO2.kg™*.h™)

Figura 12:
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Efeito da redugdo gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do respirOmetro

(PinO, - mmHg) sobre a taxa metabolica (\./O2 - mLO,.kg" h™") de O. niloticus do grupo
controle (n = 7). A seta representa a PcO,.

140 -

120 ~ o
100 | 5_ o
= im] Dl—|
2 80 o 5 = m—
8 4 B I

m]
_E' 60 - o o o C
- g
N a
g 40 8
20 1 PcO,: 60,1 mmHg
0 I I I I I I 1
0 20 40 60 80 100 120 140
PinO2 (MmHg)

Figura 13: Efeito da reducdo gradual das tensdes de oxigénio da dgua de entrada do respirdmetro
(PO, - mmHg) sobre a taxa metabélica (VO, - mLO,.kg".h™") de O. niloticus do grupo
exposto ao TRC (n = 7). A seta representa a PcO,.
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Tabela 3: Valores médios da ventilagdo branquial (VG

- mLH,0.kg".min™") de O. niloticus, dos

grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua.
Valores em negrito indicam diferenca significativa em relagdo aos obtidos em normoxia (139,6 + 0,1
mmHg). Asteriscos indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Valores

médios = E.P.M.

Vs (MLH,0.kg*.min™)

PinO2 (MmHgQ)

Controle Triclorfon
139,6 £ 0,1 369,6 +£ 24,9 414,2 + 29,8
100,7 £0,2 462,4 £ 25,5 4549 £ 32,0
80,1 +£0,3 587,6 + 36,7 508,5 + 34,9
60,3 £ 0,1 848,4 + 42,7 618,8 £44,4 *
40,3 +0,1 14299 £ 120,4 10115+ 1119 *
20,3+0,2 2367,5 +230,0 1800,6 + 213,3 *

3000 -

2500 +

[\

(=

=

(=]
I

1500 ~ *

1000 -

Ve (mLHzO.kg'l.min'l)

500 + %

—e— Controle —®— TRC

O T T T
0 20 40 60

80 100 140

PinO2 (mmHg)

Figura 14: Ventilagdo branquial (V) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n
= 7), submetidos a hipoxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenga significativa em

relagdo aos valores obtidos em normoxia

(139,6 + 0,1 mmHg). Asteriscos indicam

diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.
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4.2.3 Frequéncia respiratoria (fr)

Os valores médios de freqiiéncia respiratoria (fr) frente as diferentes tensdes de
oxigénio da agua de entrada no respirdmetro (Pj,O,) estdo apresentados na tabela 4 e
representados graficamente na figura 15.

A fr dos peixes do grupo controle manteve-se aproximadamente constante em todas
as tensdes de O, experimentais (~ 75,5 + 0,3 ciclos respiratorios.min™"). Nos peixes do grupo
exposto ao TRC, a fr ndo apresentou diferenca significativa entre os valores obtidos em
normoxia (54,4 + 2,1 ciclos respiratorios.min™') até a tensio de 40 mmHg, abaixo da qual,
foram obtidos os maiores valores de fgx (73,0 + 4,4 ciclos respirat(')rios.min'l),
aproximadamente 34% maior do que aquele obtido em normoxia.

Comparando-se os dados obtidos em ambos o0s grupos experimentais, observou-se
que os valores apresentados pelos peixes do grupo exposto ao TRC foram significativamente
inferiores aos apresentados pelo grupo controle em todas as tensdes de O, experimentais
(redugdo de aproximadamente 23%). A andlise de varidncia two-way indicou que ndao houve

interagdo significativa entre a exposicao ao TRC e a hipdxia para este parametro.

4.2.4 Volume ventilatorio (V1)

Os valores médios do volume ventilatorio (V1) para os grupos controle € exposto ao
TRC estao apresentados na tabela 5 e representados graficamente na figura 16.

Nos peixes do grupo controle, o valor do Vr observado em norméxia foi de 4,3 £ 0,5
mLH,0.kg" ciclo respiratério”’. Abaixo 80 mmHg, houve aumento significativo neste
parametro e os maiores valores foram observados na tensdo de 20 mmHg (21,5 = 1,9 mL
H,0.kg ™" .ciclo respiratorio™), valor aproximadamente 5 vezes maior que aqueles obtidos em
normoxia.

Nos peixes do grupo exposto ao TRC, o V7 registrado em normoxia (8,2 = 0,7
mLH,0.kg ™" .ciclo respiratério’') manteve-se constante até a tensdo de 60 mmHg, abaixo da
qual, aumentos significativos neste parametro foram observados. Assim como observado no
grupo controle, os maiores valores de V1 foram observados na tensdo de 20 mmHg (25,9 +
2,6 mLH,0.kg" .ciclo respiratorio™), valor aproximadamente 3 vezes maior que aqueles

obtidos em normoxia.
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Nas tensoes de O, iniciais (140 a 80 mmHg), os valores de Vr obtidos para o grupo
exposto ao TRC foram significativamente maiores que aqueles observados para o grupo
controle, correspondendo a aumentos de aproximadamente 91, 56 e 34%, respectivamente.

A andlise de variancia two-way indicou que nao houve interacdo significativa entre a

exposicdo ao TRC e a hipdxia para este parametro.

4.2.5 Necessidade Ventilatoria (V,/VO,)

Os valores médios da necessidade ventilatoria (V,/VO,) do grupo controle e
exposto ao TRC frente as diferentes tensdes de O, experimentais estdo apresentados na tabela
6 e representados graficamente na figural7.

A reducdo nas tensdes de O, experimentais induziu aumentos significativos nos
valores de VG /VO, de ambos os grupos experimentais. No grupo controle, a VG /VO, em
normoxia foi de 3,9 £ 0,2 mLH,O.mLO,". A partir da tensdo de 60 mmHg (9,3 + 0,2
mLH,0.mLO, "), os valores da necessidade ventilatoria apresentaram um aumento
significativo, apresentando os maiores valores na tensdo de 20 mmHg (34,7 = 2,0
mLH,0.mLO,™).

No grupo exposto ao TRC, aumentos significativos da \./G/\'/O2 em relagdo aos

valores obtidos em normoxia (4,3 + 0,2 mLHzO.mLOZ'l) s6 foram observados em P;,0;
abaixo de 60 mmHg. Os maiores valores de V,,/VO, foram obtidos na tensio de 20 mmHg
(40,3 + 5,1 mLH,0.mLO,™).

Quando comparados, os grupos experimentais nao diferiram entre si em nenhuma das
tensoes de O, analisadas.

A anélise de variancia two-way indicou que nao houve interagao significativa entre a

exposi¢do ao TRC e a hipoxia para este parametro.



Resultados 40

Tabela 4: Valores médios da freqiiéncia respiratoria (fg - ciclos respiratorios.min™) de O. niloticus,
dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua.
Valores em negrito indicam diferenga significativa em relagdo aos obtidos em normoxia (139,6 + 0,1
mmHg). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Valores
médios = E.P.M.

fr (ciclos respiratérios.min™)
PinO2 (MmHg)

Controle Triclorfon
139,6 £ 0,1 72,6 £ 3,1 544+2,1%*
100,7 +£ 0,2 72,5+3.,6 55,7+2,6*
80,1 +£0,3 70,0 £4,1 55,4+2,8%*
60,3 +0,1 739 +44 56,3 +3,0*
40,3+ 0,1 79.4+49 62,6 £3,8 *
20,3+0,2 84,4 + 4,1 73,0+44*
100
"t g0 -
S
QS 60
© %
L 40
3
o
o
= 20 -
= —e— Controle —#— TRC
0 I I I I I 1
0 20 40 60 &0 100 140
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Figura 15: Freqiiéncia respiratoria (fr) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC
(n = 7), submetidos a hipdxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenca significativa
em relagdo aos valores obtidos em normodxia (139,6 £ 0,1 mmHg). Asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. (P < 0,05). Valores médios = E.P.M.
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Tabela 5: Valores médios do volume ventilatorio (Vi - mlIH,O.kg  ciclo respiratorio™) de O.
niloticus, dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensdes de O,
na agua. Valores em negrito indicam diferencga significativa em relacdo aos obtidos em normoxia
(139,6 £ 0,1 mmHg). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P <
0,05). Valores médios = E.P.M.

Vr (mLH20.kg™ ciclo respiratério™)

Pin02 (mmHg)

Controle Triclorfon
139,6 £ 0,1 43+0,5 82+0,7*
100,7 £ 0,2 55+0,4 8.6+0,8*
80,1 +£0,3 7,1 +£0,6 9,5+0,7*
60,3 +£0,1 10,0+0,8 11,5+0,8
40,3 +0,1 153+172 16,2+1.2
20,3 +£0,2 215+19 259+2,6

(O8]
[e)
]

—e— Controle —a— TRC

—_ — [\ ) [\
() (%)) o (9}
I I I I

*

Vr (mLHzO.kg'l.cicIos'l)

W
I

0 T T T T T 1

20 40 60 80 100 140
PinO2 (mmHg)

Figura 16: Volume ventilatorio (Vt) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n
= 7), submetidos a hipoxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em
relagdo aos valores obtidos em norméxia (139,6 = 0,1 mmHg). Asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. (P < 0,05). Valores médios = E.P.M.
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Tabela 6: Valores médios da necessidade ventilatoria (VG/ VO2 - mLH,0.mLO,™") de O. niloticus

dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensoes de O, na agua.
Valores em negrito indicam diferenga significativa em relacdo aos obtidos em normoxia (139,6 + 0,1
mmHg) (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.

V,/VO, (MLH,0.mLO,™)

PinO2 (MmHgQ)

Controle Triclorfon
139,6 £ 0,1 3,9+0,2 43+02
100,7+ 0,2 5,1+0,1 54+03
80,1 = 0,3 6,5+ 0,1 7,0+04
60,3 +0,1 9,3+0,2 9,0+0,4
40,3 +0,1 16,3+ 0,7 156+1,3
20,3+0,2 34,720 40,3+5,1

50
—a— TRC —e— Controle

Ve/VO2 (MLH20.mLO2™)
N 98] B
S S S

—_
S
|
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0 20 40 60 80 100 140
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Figura 17: Necessidade ventilatéria (VG/VOZ) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto

ao TRC (n = 7), submetidos a hipdxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relagdo aos valores obtidos em normoxia (139,6 + 0,1 mmHg). Valores
médios + E.P.M.
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4.2.6 Extracao de oxigénio (EO,)

Os valores médios de extracdo de oxigénio (EQO,) frente as diferentes tensdes de
oxigénio da agua de entrada no respirdmetro (Pj,O,) estdo apresentados na tabela 7 e
representados graficamente na figura 18.

A EO; dos peixes do grupo controle obtida em normoxia (82,8 + 2,3 %) manteve-se
constante até a tensdo de 60 mmHg, abaixo da qual, os valores de EO, reduziram-se
significativamente, atingindo seus valores minimos na tensdo de 20 mmHg (51,4 £+ 3,2 %),
correspondendo a uma redugd@o de aproximadamente 38%.

Nos peixes do grupo exposto ao TRC, a EO, obtida em normoxia (73,8 + 3,7 %)
manteve-se constante até a tensdo de 40 mmHg, abaixo da qual, os valores da EO, obtidos
foram significativamente menores do que aqueles observados em normoxia. Os menores
valores de EO, foram observados na tensdo de 20 mmHg (54,2 + 6,3 %), correspondendo a
uma reducao de aproximadamente 27%.

A comparacdo dos valores de EO, de ambos os grupos experimentais ndo revelou
diferengas significativas em nenhuma das tensdes de O, analisadas.

A anélise de variancia two-way indicou que nao houve interagao significativa entre a

exposi¢ao ao TRC e a hipoxia para este parametro.
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Tabela 7: Valores médios da extragdo de O, (EO, - %) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e
exposto ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores em negrito indicam
diferenca significativa em relacdo aos obtidos em normoxia (139,6 £ 0,1 mmHg) (P < 0,05). Valores
médios + E.P.M.

EO; (%)
PinO2 (MmHgQ)
Controle Triclorfon
139.6 £ 0,1 82,8 +2,3 73,8 +3,7
100,7+0,2 81,829 77,0+3,9
80,1 +£0,3 80,2 +2,7 76,8 +£3.9
60,3+0,1 75,1 +£2,8 76,9+3,5
40,3 +0,1 65,3+15 69,2 +5,0
20,3+0,2 51,4+3,2 54,2 +6,3
100
g 60
O
W 40 -
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PinO, (mmHg)

Figura 18: Extrag¢do de oxigénio (EO,) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC
(n = 7), submetidos a hipdxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenga significativa
em relagdo aos valores obtidos em normodxia (139,6 £ 0,1 mmHg) (P < 0,05). Valores
médios + E.P.M.
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4.2.7 Frequéncia cardiaca

Os valores médios de freqiiéncia cardiaca (f; - bpm) in vivo de O. niloticus dos
grupos controle e exposto ao triclorfon (TRC) nas diferentes tensdes de O, estdo apresentados
na tabela 8 e representados graficamente na figura 19.

A fy do grupo controle manteve-se constante entre as tensdes de O, de 140 e 40
mmHg, com valores em torno de 36,0 £ 0,8 bpm. Na P;;O, de 20 mmHg ocorreu uma
bradicardia significativa ¢ a fy atingiu o valor minimo de 29,5 + 2.4 bpm, correspondente a
uma reducao de 23 % em relacdo ao valor observado em normoxia.

No grupo exposto ao TRC, a fy apresentou o mesmo padrao de resposta, com valores
de aproximadamente 30,0 = 1,3 bpm nas tensdes de 100 a 40 mmHg. Na P;;,O, de 20 mmHg,
este grupo também apresentou bradicardia ¢ a fy atingiu o valor minimo de 29,5 + 2.4 bpm,
correspondente a uma redugdo de 25 % em relagdo ao valor observado em normoxia.

Os valores de fy do grupo exposto ao TRC foram significativamente inferiores aos
registrados para o grupo controle em todas as tensdes de O, experimentais (Figura 18),
correspondendo a uma reducdo de aproximadamente 23 %.

A anélise de variancia two-way indicou que nao houve interagao significativa entre a

exposi¢do ao TRC e a hipoxia para este parametro.

4.2.8 Intervalo R-R

Os valores médios do intervalo R-R para os grupos controle e exposto ao TRC estao
apresentados na tabela 9 e representados graficamente na figura 20.

O intervalo R-R do grupo controle foi mantido constante at¢ 40 mmHg, aumentando
significativamente em 20 mmHg, enquanto que no grupo TRC, este parametro foi mantido
constante em todas as PinO, experimentais. Entretanto, os valores de intervalo RR do grupo
TRC foram significativamente superiores aos do controle no intervalo de PinO, compreendido
entre 140 e 40 mmHg.

A andlise de variancia two-way indicou que ndo houve interacao significativa entre a

exposi¢do ao TRC e a hipoxia para este parametro.
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Tabela 8: Valores médios da freqiiéncia cardiaca (fy — bpm) de O. niloticus dos grupos controle (n =
7) e exposto ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores em negrito
indicam diferenca significativa em relagdo aos obtidos em normédxia (139,6 £ 0,1 mmHg). Asteriscos
indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.

fr (bpm)
Pin02 (mmHg)
Controle Triclorfon
139,6 £ 0,1 384+ 1,6 30,0+ 1,3*
100,7 £ 0,2 36,5+ 1,8 283 +2,1*
80,1 +£0,3 359+1,9 27,8 +£2,1 *
60,3+0,1 355+1,5 26,722 %
40,3 +0,1 33,6 +1,5 25,5+2,6 *
20,3+0,2 295+24 223+13~*
45
40 -
35
30
€ 25 -
2
I 20
15
10
5 |
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0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 140
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Figura 19: Freqiiéncia cardiaca (fy;) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n =
7), submetidos a hipdxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em
relacdo aos valores obtidos em normoxia (139,6 + 0,1 mmHg). Asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. (P < 0,05). Valores médios = E.P.M.
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Tabela 9: Valores médios do intervalo R-R (s) de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto
ao TRC (n = 7), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores em negrito indicam diferenca
significativa em relagdo aos obtidos em normoxia (139,6 + 0,1 mmHg). Asteriscos indicam diferenca
significativa em rela¢do ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.

Intervalo R-R
PinO2 (MmHQ)

Controle Triclorfon
139,6 £ 0,1 1,5+0,1 2,1+0,1*
100,7 £ 0,2 1,6 £0,1 2,1+£02*
80,1 £0,3 1,6 £0,1 22+02*
60,3+ 0,1 1,6 £0,1 23+£02%*
40,3+0,1 1,9+0,1 25+03*
20,3+0,2 24+0,2 2,8+0,2

35 -
3,0
25

2,0 1

RR (s)

1,5 -
1,0

0,5

—o— Controle —8— TRC
0,0 T T T T T )
0 20 40 60 80 100 140

PinO, (mMmHQ)

Figura 20: Intervalo R-R de O. niloticus dos grupos controle (n = 7) e exposto ao TRC (n = 7),
submetidos a hipoxia gradual. Simbolos abertos indicam diferenga significativa em
relagdo aos valores obtidos em normoxia (139,6 £ 0,1 mmHg). Asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.
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4.3 Massa ventricular relativa

O indice de massa ventricular relativa, apresentado na figura 21, mostrou-se
significativamente maior no grupo tratado com TRC (0,063 £ 0,003 %), quando comparado

com o grupo controle (0,054 + 0,002 %).

0,08 -
0,07 - *
0,06 -
0,05 -
x 0,04 -
>
= 0,03 -
0,02 -

(%)

0,01

0,00
Controle TRC
Figura 21: Massa ventricular relativa (%) de O. niloticus dos grupos controle (n = 10) e exposto ao

TRC (n = 10). O asterisco indica diferenga significativa entre os grupos experimentais (P
<0,05). Valores médios + E.P.M.
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4.4 Experimentos in vitro

4.4.1 Efeito do tempo experimental

Os valores médios da forca de contragio (Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de O. niloticus, estimulados a 0,2 Hz, ao longo do tempo experimental (40 min),
nos grupos controle e exposto ao TRC estdo apresentados na tabela 10 e representados
graficamente na figura 22. Os valores médios dos pardmetros tempo-dependentes (TPT -
Time to Peak tension ¢ THR - Time to Half Relaxation) sdo apresentados na tabela 11 e
representados na figura 23.

Durante todo o protocolo experimental ndo houve redugdo significativa na Fc em
ambos os grupos. Entretanto, o grupo exposto ao TRC apresentou uma redugao significativa
na Fc quando comparado com o grupo controle (de 6,3 + 0,5 para 4,2 + 0,3 mN.mm™),
durante os 40 minutos experimentais, correspondendo a uma reducdo de aproximadamente
33%.

Os parametros tempo-dependentes (TPT e TRH) ndo sofreram alteragdo significativa
durante os 40 minutos experimentais em nenhum dos grupos, considerando-se os mesmos
tempos experimentais. Também ndo foram verificadas diferencas significativas entre estes
parametros quando comparados os diferentes grupos experimentais.

O grupo controle apresentou valores médios de 545,0 £ 15,6 ms para o TPT e de
402,1 = 21,6 ms para o THR enquanto que no grupo exposto ao TRC, estes valores foram de
583,2 + 20,4 e 453,4 + 47,8 ms, respectivamente.

No entanto, ao analisar-se a relacdo entre os parametros tempo-dependentes e a forca
de contracdo em cada grupo experimental de forma isolada, foi possivel observar que tanto a
relagdo TPT/Fc quanto o THR/Fc¢, apresentaram aumentos significativos em seus valores no
grupo exposto ao TRC durante todo o tempo experimental. Os valores médios para estes

parametros estdo apresentados na tabela 12 e representados graficamente na figura 24.
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Tabela 10: Valores da forca de contragdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de O.
niloticus nos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12), submetidas a 40 minutos de
estimulagdo a freqiiéncia de 0,2 Hz. Asteriscos indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (P < 0,05).

_ Fc (MN.mm?)
Tempo (min)
Controle Triclorfon
0 6,3+0,5 42+03*
10 6,1 £0,5 40+0,3 *
20 5,8+0,5 3,7+£0,3 *
30 54+04 35+£02*
40 4,9+04 32+0,2*
8,0
6,0 -
RS
£
Z40 -
E e ;
%k
L * 0
2,0
—@— Controle —— TRC
0,0 T T T T 1
0 10 20 30 40
Tempo (min)

Figura 22: Efeito do tempo experimental (40 minutos) no desenvolvimento de for¢a de contragdo
isométrica (Fc) de tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e
exposto ao TRC (n = 12). Asteriscos indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (P < 0,05).
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Tabela 11: Valores do tempo para o pico de tensdo (TPT - ms) e tempo para 50% de relaxamento
(THR - ms) de tiras ventriculares de O. niloticus, nos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n =
12), submetidas a 40 minutos de estimulacdo a freqiiéncia de 0,2 Hz. (P < 0,05). Valores médios +

E.P.M.
Tempo TPT - ms THR -ms
(min) Controle Triclorfon Controle Triclorfon
0 5450+ 15,6 583.2+204 402,1 £21,6  453.4+478
10 5444+ 153 563,6+254 398,5 £20,9 448,6 £ 50,4
20 558,3+16,7 563,5+25,2 397,6 £21,2 443,9 + 50,3
30 547,7+15,9 553,8+27,3 395,1+£214 441,8 £52,0
40 5384+ 15,0 552,5+234 397,6 £21,1 464,7 £ 56,9

Tabela 12: Valores da relagio TPT/Fc (ms.mN'.mm®) e¢ THR/Fc (ms.mN'.mm®) de tiras
ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12), submetidas a 40
minutos de estimulagdo a freqiiéncia de 0,2 Hz. Asteriscos indicam diferenca significativa em relagao
ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios = E.P.M.

TPT/Fc - ms.mN 1. mm?

THR/Fc - ms.mNt.mm?

Tempo
(min) . .
Controle Triclorfon Controle Triclorfon

0 91,8+ 7,4 152,24+ 19,1 * 1353 +12,8 215,7 £36,2 *
10 95,1 +7,6 156,9 £21,0 * 139,1 £13,2 225,0+39,0 *
20 102,2 + 8,0 167,7 £ 23,6 * 145,8 £ 14,0 237,3+41,3 *
30 108,3 + 8,7 1744 £21,2 * 156,3 £ 15,3 253,7+44,0 *
40 120,0 £ 10,5 189,1 £23,0* 177,7 £ 18,7 296,4 £52,3 *
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Figura 23: Efeito do tempo experimental (40 minutos) nos tempos para o pico de tensdo (TPT - ms) e
para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos
controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12). Asteriscos indicam diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle (P < 0,05).
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Figura 24: Efeito do tempo experimental (40 minutos) na relagio TPT/Fc (ms.mN"'.mm?) e THR/Fc
(ms.mN".mm?) de tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e
exposto ao TRC (n = 12). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle (P < 0,05).
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4.4.2 Aumento da concentracao de célcio extracelular

O efeito da elevagdo da concentrago de calcio extracelular ([Ca®'].) sobre a forga de
contragio (Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas tiras ventriculares dos grupos controle e
exposto ao TRC estdo apresentados na tabela 13 e representados graficamente na figura 25.

A elevagdo do (Ca®). provocou um efeito inotropico positivo nas tiras ventriculares
de O. niloticus de ambos os grupos experimentais. No grupo controle, a partir da concentragido
de 8,5 mM, houve um aumento significativo na Fc (de 6,1 £ 0,2 para 9,7 + 0,7 mN.mm™)
enquanto que no grupo exposto ao TRC, esse aumento significativo ocorreu a partir de 10,5
mM (de 3,9 + 0,4 para 6,7 + 0,7 mN.mm™).

A Fc do grupo controle foi significantemente maior que a observada para o grupo
exposto ao TRC em todas [Ca2+]e.

A tabela 14 apresenta os valores médios dos parametros tempo-dependentes (TPT e
THR - ms) desenvolvidos pelas tiras ventriculares de O. niloticus de ambos os grupos
experimentais, quando submetidas a elevagio gradual da concentragdo extracelular de Ca®".

A analise estatistica revelou que, durante as elevagdes da concentracdo extracelular
de Ca®", os valores de TPT ndo sofreram alteragdes significativas (Figura 26). Os valores de
THR obtidos em todas as [Ca®']. seguiram a mesma tendéncia apresentada pelos valores de
TPT, ndo sendo observadas alteragdes significativas deste parametro (Figura 26).

No entanto, a analise da relacdo entre os pardmetros tempo-dependentes e a forca de
contracdo em cada grupo experimental revelou que tanto a relagdo TPT/Fc quanto a relagdo
THR/Fc apresentaram aumentos significativos em seus valores no grupo exposto ao TRC,
durante todo o tempo experimental (Tabela 15 e Figura 27). Em ambos os grupos, os valores
de TPT/Fc apresentaram redugdes significativas a partir da [Ca’"] de 8,5 mM, quando

comparados aos valores iniciais (2,5 mM).
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Tabela 13: Valores da forca de contragdo isométrica (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de O.
niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12), em resposta a elevagdo gradual na
concentragio extracelular de Ca®*. Valores em negrito indicam diferenca significativa em relagdo aos
valores iniciais (2,5 mM). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P
< 0,05). Valores médios + E.P.M.

Fc (mN.mm?)

[Ca®*]e (MM)
Controle Triclorfon
2,5 59+0,4 39+0,5*
4,5 6,8+0,4 49+0,6*
6,5 7,9+0,5 59408 *
8,5 9,1+0,7 6,5+0,8 *
10,5 9,6+0,7 6,9+0,8 *
12,5 10,1+0,8 7,1+0,7*
12,0 -
10,0
<« 8,0 1
=
S
Z 6,0 -
£
(&)
LL 4’0 _
2,0
—@— Controle —— TRC
0,0 T T T T T 1
0,0 2,5 4.5 6,5 8,5 10,5 12,5

[Ca’'] (mM)

Figura 25: Efeito da elevagdo gradual na concentragdo extracelular de Ca*" no desenvolvimento de
for¢a (Fc) pelas tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto
ao TRC (n = 12). Simbolos abertos indicam diferenga significativa em relagdo aos valores
iniciais (2,5 mM). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagao ao grupo controle
(P <0,05).
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Tabela 14: Valores do tempo para o pico de tensdo (TPT - ms) e tempo para 50% de relaxamento
(THR - ms) de tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n =
12), em resposta & elevagdo gradual na concentragio extracelular de Ca>". (P < 0,05). Valores médios
+ E.P.M.

[Ca2+]e TPT -ms THR - ms

(mM) Controle Triclorfon Controle Triclorfon
2,5 501,7+ 13,3 521,5+19,8 331,2+ 15,4 343,9+22,0
4,5 506,5 £ 15,5 5229+ 11,3 336,1 £15,3 354,0+ 19,4
6,5 536,4+16,9 531,0+104 341,0+ 13,0 358,5+ 18,3
8,5 5119+ 14,2  532,0+£14,8 361,9 +23,7 396,1 £27,3
10,5 515,7+19,8 5442+ 13,7 370,8 + 18,5  398,0+214
12,5 524,6 £ 16,1 546,5+ 15,0 387,6 £11,8 426,8 £ 21,3

Tabela 15: Valores da relagio TPT/Fc (ms.mN'.mm®) e¢ THR/Fc (ms.mN'.mm®) de tiras
ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12), em resposta a
elevagdo gradual na concentragio extracelular de Ca®". Valores em negrito indicam diferenca
significativa em relagdo aos valores iniciais (2,5 mM). Asteriscos indicam diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.

[Ca?']. TPT/Fc ms.mN™.mm? THR/Fc - ms.mN™".mm?

(mMm) Controle Triclorfon Controle Triclorfon
2,5 932+7,7 1459 £ 14,1 * 131,4+ 16,1 196,0 £29,0 *
4,5 81,9+7,2 1194+ 12,7 * 116,0+ 13,6  159,0+ 19,4 *
6,5 71,2+5,5 1029+ 11,2 * 98,2 + 8.8 136,3 £ 16,3 *
8,5 62,054 89,2+8,6* 91,5+9,4 128,3 £13,0 *
10,5 58,8 +5,1 855+£8,2* 90,2 + 10,0 123,7+ 13,4 *
12,5 574+48 826+75%* 85,9+8,2 130,1 £13,7 *
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Figura 26: Efeito da elevagio gradual na concentragio extracelular de Ca®* nos tempos para o pico de
tensdo (TPT - ms) e para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de O.
niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12).
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Figura 27: Efeito da elevagdo gradual na concentragdo extracelular de Ca®" nas relagdes TPT/Fc
(ms.mN".mm?) e THR/Fc (ms.mN"'.mm?) de tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos

= 12) e exposto ao TRC (n = 12). Simbolos abertos indicam diferenca

controle (n =
significativa em relacdo aos valores iniciais (2,5 mM). Asteriscos indicam diferenca

significativa em relacdo ao grupo controle (P < 0,05).
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4.4.3 Aumento da frequéncia de estimulacéo

Os valores médios da forga de contragdo (Fc — mN.mm™) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de O. niloticus sujeitos a incrementos na freqiiéncia de estimulagdo (Hz) até que
0s registros se tornassem irregulares, nos grupos controle e exposto ao TRC, estdo
apresentados na tabela 16 e representados graficamente na figura 28. Os valores médios dos
parametros tempo-dependentes (TPT e THR - ms) sdo apresentados na tabela 17 e
representados na figura 29.

No do grupo controle, o aumento da freqiiéncia de estimulacdo causou uma redugao
significativa da Fc em relacdo aos valores iniciais (0,2 Hz) a partir da freqiiéncia de
estimulacdo de 1,0 Hz (de 6,4 = 0,6 para 4,4 + 0,4 mN.mm™?). Neste grupo as preparagoes
foram capazes de manter contragdes regulares até a freqiiéncia de 3,0 Hz, quando os valores
minimos de Fc foram registrados (0,4 + 0,1 mN.mm™).

No grupo exposto ao TRC, o aumento da freqiiéncia de estimulacdo causou uma
reducdo significativa da Fc em relacdo aos valores iniciais (0,2 Hz) a partir da freqiiéncia de
estimulac¢ao de 0,8 Hz (de 4,3 = 0,2 para 3,5 £ 0,2 mN.mm'z). As preparagdes nao foram
capazes de manter contragdes regulares a partir da freqiiéncia de 2,8 Hz, quando os valores
minimos de Fc foram registrados (0,4 = 0,1 mN.mm™).

Os valores de Fc no grupo controle foram significantemente superiores aos
registrados para o grupo exposto ao TRC em todas as freqiiéncias de estimulagdo
experimentais.

Os valores de TPT obtidos a partir da freqiiéncia de estimulagao de 0,6 Hz (475,7 +
7,3 ms) no grupo controle e 0,8 Hz (432,6 = 4,9 ms) no grupo exposto ao TRC foram
significativamente inferiores aos valores iniciais (controle: 548,6 = 12,6 ms; TRC: 537,7 +
13,6 ms), atingindo os valores minimos de 157,4 + 14,6 ms na freqiiéncia de 3,0 Hz (grupo
controle) e 162,3 + 23,7 ms na freqiiéncia de 2,8 Hz (grupo exposto ao TRC).

Em ambos os grupos experimentais, os valores de THR sofreram reducdes
significativas a partir da freqiiéncia de 0,8 Hz. No controle, o THR inicial (366,4 £ 22,4 ms)
reduziu-se significativamente para 298,8 + 11,6 ms a 0,8 Hz, chegando ao valor minimo de
86,6 = 8,1 ms na freqiiéncia de 3,0 Hz. No grupo TRC, o valor inicial de 347,6 = 14,5 ms
reduziu-se para 293,1 £ 7,8 ms a 0,8 Hz, chegando ao valor minimo de 85,0 = 11,5 ms na

freqiiéncia de 2,8 Hz.
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Quando comparados entre si, os valores de TPT e de THR de ambos os grupos
experimentais ndo diferiram significativamente durante os incrementos na freqiiéncia de
estimulacgao.

A andlise da relacdo entre os parametros tempo-dependentes e a for¢ca de contracio
em cada grupo experimental ¢ apresentada na tabela 18 e representada graficamente na figura
30.

O grupo controle apresentou elevagdes significativas tanto nos valores da relagao
TPT/Fc quanto o THR/Fc a partir freqiiéncia de estimulagcdo de 2,4 Hz enquanto que tais
aumentos ocorreram a partir de 2,2 Hz no grupo TRC. Adicionalmente, o grupo TRC
apresentou valores de TPT/Fc e THR/Fc significativamente superiores aos do grupo controle

em todas as freqiiéncias de estimulacdo experimentais.
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Tabela 16: Valores da forga de contragio (Fc - mN.mm™) de tiras ventriculares de O. niloticus dos
grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12), em resposta a incrementos na freqiiéncia de
estimulagcdo. Valores em negrito indicam diferenca significativa em relagdo aos iniciais (0,2 Hz).
Asteriscos indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios +
E.P.M.

_ Fc (mN.mm?)
Frequéncia (Hz)

Controle Triclorfon
0,2 6,4+ 0,6 43+0,2*
0,4 59+05 40+02*
0,6 5,4+0,5 38+0,2%*
0,8 5,0+0,57 35+0,2*
1,0 44 +0,4 32+0,2*
1,2 39104 28+0,2*
1,4 34+04 2,3+0,2*
1,6 2,8+0,3 19+0,2*
1,8 23+0,3 1,5+0,1*
2,0 18+0,2 1,2+0,1*
2,2 15+0,2 1,0+0,1*
2,4 1,1+0,2 0,7+01*
2,6 08+0,1 06+£0,1*
2,8 06+0,1 04+01*

3,0 04+0,1
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Figura 28: Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo sobre a for¢a de contra¢do (Fc) de tiras
ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12).
Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais (0,2 Hz).
Asteriscos indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
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Tabela 17: Valores do tempo para o pico de tensdo (TPT - ms) e tempo para 50% de relaxamento
(THR - ms) de tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n =
12), em resposta a incrementos na freqiiéncia de estimulagdo. Valores em negrito indicam diferenga
significativa em relagao aos iniciais (0,2 Hz) (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.

Freqléncia TPT -ms THR - ms
(Hz) Controle Triclorfon Controle Triclorfon
0,2 5486+ 12,6 537,7+13.,6 366,4+224 3476+ 145
0,4 525,4+9,7 505,3 + 15,7 346,1 +21,4 333,2+16,3
0,6 475773 489,5+124 3224 +£17,7 324,77+ 14,2
0,8 457,3+228 432,6+49 290,8+116 293,1+7.8
1,0 393,3+8,9 389,0+42 2596 +85 264,6+45
1,2 351,0+45 3495+45 2354 +48 233,1+34
1,4 3159+ 3,7 322,8 £ 3,0 207,6 + 3,2 209,8 +2,2
1,6 2912+26 307,0+x145 182,5+ 2.2 184,4+ 2,0
1,8 276,7+10,9 292,2+125 161,5+25 158,7 + 3,0
2,0 2455+ 28 2452 + 3,3 142,7+1,8 1439+21
2,2 234,7+59 2311+15 129,7+1,.3 131,7+2,0
2,4 222,3+6,4 2225+7,7 120,8 + 2,8 118,7+1,6
2,6 200,9+4,3 201,0+ 3,8 1114+11 1119+17
2,8 186,3+4,3  162,3 + 23,7 102,0+0,8 85,0+ 11,5
3,0 157,4 + 14,6 86,6 £ 8,1
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Figura 29: Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo no tempo para o pico de tensdo (TPT -
ms) e para 50% de relaxamento (THR - ms) de tiras ventriculares de O. niloticus, dos
grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12). Simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relagdo aos valores iniciais (0,2 Hz) (P < 0,05).
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Tabela 18: Valores da na relacio TPT/Fc (ms.mN'.mm?) e THR/Fc (ms.mN'.mm?) de tiras
ventriculares de O. niloticus, nos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12), em resposta a
incrementos na freqiiéncia de estimulagdo. Valores em negrito indicam diferenca significativa em
relacdo aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.

Freqiéncia TPT/Fc ms.mN.mm® THR/Fc - ms.mN-.mm?®
(Hz) Controle Triclorfon Controle Triclorfon
0,2 92,4 +7,8 1282 +8,2 * 123,7+ 12,0 1651 £11,2 *
0,4 96,1 + 8,1 1299+ 8,8 * 1273+£12,9 1709+12,6 *
0,6 95,1 £8,0 131,6 £8,2 * 1304+ 13,8 1743 +£12,2 *
0,8 97,7+17,6 128,8 £ 8,2 * 128,1£13,6 1750=+12,6 *
1,0 96,9 + 8,6 129,0 £9,2 * 129,8 £ 14,1 1755+ 12,7 *
1,2 99,1+9,3 134,8 £ 10,5 * 1348+14,5 1798+ 14,1 *
1,4 106,0 + 10,8  148,1 £12,2 * 141,3+16,2 192,0£15,1 *
1,6 118,4+12,7 176,4+19,5* 1493 +£17,0 208,0+16,5*
1,8 143,6 20,1 210,5+25,0* 1642+ 19,0 219,6 £15,5*
2,0 1634 £21,7 226,7+23,7* 188,4+24,4 262,5+243*
2,2 195,3+28,7 265,6 £27,7* 211,3+25,7 298,6 +28,6 *
2.4 241,9+274 3382+37,0* 264,0+32,6 3589+348*
2,6 2858+32,4 3885+385* 3185+37,7 4325+428*
2,8 357,0+43,7 518,8+66,4* 391,2+457 5473+754*
3,0 461,2 + 64,8 502,3 £ 68,5
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Figura 30: Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo nas relagdes TPT/Fc (ms.mN"'.mm?) e
THR/Fc (ms.mN"'.mm?) de tiras ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n =
12) e exposto ao TRC (n = 12). Simbolos abertos indicam diferenga significativa em
relacdo aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em
relag@o ao grupo controle (P < 0,05).
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4.4.4 Capacidade de bombeamento cardiaco

O produto da freqiiéncia de estimulagdo pela forca de contragdo isométrica maxima
foi usado para mensurar a capacidade de bombeamento cardiaco - CBC (mN.mm™>.min™"). Os
valores médios deste parametro estao apresentados na tabela 19 e representados graficamente
na figura 31.

Os valores maximos da CBC foram obtidos entre 0,6 ¢ 2,2 Hz (3,26 + 0,29 ¢ 3,21 +
0,43 mN.mm™.min", respectivamente) no grupo controle e entre 0,8 a 2,0 Hz (2,80 = 0,16 a
2,42 + 0,24 mN.mm™.min"', respectivamente) no grupo exposto ao TRC.

A andlise estatistica revelou que os valores de CBC do grupo controle foram
significativamente superiores aos do grupo exposto ao TRC em todas as freqliéncias de

estimulacdo experimentais.
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Tabela 19: Valores da capacidade de bombeamento cardiaco (CBC - mN.mm~“min") de tiras
ventriculares de O. niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12). Valores em
negrito indicam diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam
diferenca significativa em rela¢do ao grupo controle (P < 0,05). Valores médios + E.P.M.

_ CBC (mN.mm?2min™)
Frequéncia (Hz)

Controle Triclorfon
0,2 1,3+0,1 0,9+ 0,0 *
0,4 2,4+0,2 1,6+0,1*
0,6 3,3+0,3 2,3+0,1*
0,8 40+04 28+0,2*
1,0 44+04 32+0,2*
1,2 47+05 33+£0,2*
1,4 4,7+0,5 33+0,3*
1,6 45+05 31+£0,3*
1,8 4,1+0,5 28+0,2*
2,0 3,6+0,5 24+0,2*
22 32104 22+0.2*
2,4 2,6 +0,4 18+0,2*
2,6 22+03 1,5+£0,2 %
2,8 1,8 +0,3 1,0£0,2 *

3,0 1,3+0,2
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Figura 31: Capacidade de bombeamento cardiaco (CBC - mN.mm™.min™") de tiras ventriculares de O.
niloticus dos grupos controle (n = 12) e exposto ao TRC (n = 12). Simbolos abertos
indicam diferenca significativa em relacdo aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos
indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Experimentos in vivo

5.1.1 Taxa metabolica (VO,) e Tensdo critica de oxigénio (PcO,)

O amplo uso de pesticidas tornou-se uma ameaga constante aos ecossistemas
aquaticos, os quais estdo freqiientemente expostos a crescente acao antropogénica (ADAMS
& GREELEY, 2000). Dentre os pesticidas, os organofosforados (OPs) merecem destaque
pelo seu amplo uso em todo o mundo, especialmente na agricultura. Apesar dos OPs
apresentarem baixa persisténcia e serem facilmente degradados na natureza, ha uma
preocupacao a respeito destes pesticidas, devido a sua toxicidade a espécies nao-alvos, mesmo
quando em baixas concentragdes (YAN et al., 2006).

Segundo Lang et al. (1997), os peixes sdo particularmente sensiveis a contaminagao
da agua e a presenca de poluentes pode interferir significativamente em determinados
processos fisioldgicos, como observados no presente estudo.

Os baixos niveis de oxigénio dissolvido estdo entre os principais problemas
comumente encontrados onde a poluigdo aquatica esta presente e muitas respostas fisiologicas
de peixes a esses poluentes sdo semelhantes aquelas desencadeadas em resposta a hipoxia
ambiental (HEATH, 1995).

O consumo de oxigénio integra a atividade metabolica global de um animal em
resposta a fatores ambientais especificos, refletindo o gasto energético (MEHRLE &
MAYER, 1984). A taxa metabolica de peixes normalmente ¢ mensurada pelo consumo de
oxigénio, o qual ¢ particularmente util em casos de exposi¢gdo a xenobidticos, sendo
recomendado como indice de toxicidade subletal, uma vez que esta medida indica o custo
aerdbico da exposi¢do ao composto (CAMPBELL et al., 2002; CHENG & FARRELL, 2007;
MACKINNON & FARRELL 1992).

De acordo com Randall, citado por Schlenk et al. (2008), em organismos aquaticos
existe uma correlagdo positiva entre o consumo de O,/taxa metabodlica e a transferéncia do
xenobidtico através das branquias. Assim, este pardmetro pode ser uma ferramenta util para
predizer a exposi¢do branquial ao composto em questdo (YANG et al., 2000a,b).

Yang et al. (2000a) sugerem que a as branquias sdo a principal via para a entrada de

xenobidticos em peixes. As trocas gasosas sdo rapidas e o influxo do xenobidtico por outras
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vias (p. ex. alimentacdo) acaba sendo menos importante. Assim, estes autores consideram
possivel estimar a taxa de transferéncia do xenobiotico utilizando a taxa de consumo de O; do
peixe.

Quando o consumo de oxigénio ¢ medido em fun¢do da redugdo da pressdo parcial

de oxigénio da 4gua, os peixes podem ser: (i) conformistas - a VO, se reduz de maneira

uniforme com a diminui¢do do oxigénio ambiental, ou (ii) reguladores - a VO, permanece
relativamente constante com a reducao do oxigénio ambiental desde o valor de saturacdo até a
tensdo critica de oxigénio (PcO,), abaixo da qual a VO, se reduz com a diminui¢do da

pressdo de oxigénio ambiental, provavelmente devido a redug¢do gradual na eficiéncia dos
mecanismos homeostaticos envolvidos na tomada de O, pelas branquias e na difusdo do gas
para os tecidos (DAVIS, 1975; STEFFENSEN, 2006).

O presente estudo refor¢a os resultados prévios de Fernandes & Rantin (1989) e

Kalinin et al. (1999), os quais mostraram que a espécie Oreochromis niloticus ¢ oxi-
reguladora, j4 que a VO, manteve-se constante, independente da PO, ambiental. No entanto,
o presente estudo revela que a exposi¢do ao triclorfon (TRC) ndo apenas reduziu os valores de
VO, em condigdes hipdxicas, como também aumentou significativamente a PcO,, reduzindo

a capacidade de manter a tomada de O, constante, reduzindo as chances de sobrevivéncia em
ambientes hipoxicos.
De acordo com Heath (1995), os organofosforados parecem inibir o consumo de O,

e, portanto, a taxa metabodlica in vivo. Rath & Misra (1979) notaram uma inibi¢do dose-

dependente na VO, , que varia com o tamanho do peixe, sendo que peixes de menor tamanho

apresentaram uma maior inibi¢io da VO , apos 15 da exposi¢ao ao OP diclorvos (1,0 mg.L™).

Entretanto, estes autores também verificaram que os peixes de menor tamanho se recuperaram
mais rapidamente quando colocados em agua nao contaminada, sugerindo um processo de

desintoxicacdo mais rapido nestes animais, obtido por meio de elevagdes na taxa metabdlica.
O metil paration levou a uma redugdo de 14% na VO, de tilipias mossambicas

(Tilapia mossambica) expostas durante 48 h a %s da CLso (RAO et al., 1985). Este mesmo OP

também reduziu a VO, em matrinxas (Brycon cephalus) expostos a % da CLs durante 96 h

(OLLE, 2007).
Percas “spangled” (Leiopotherapon unicolor) expostas a 10 mg.L"' do OP temefos

mostraram a mesma tendéncia citada acima, havendo redugdo da VO, de 0,17 mgO,.g".h’!

para aproximadamente 0,10 mgO,.g".h"' apds 2 h de exposi¢io e para, aproximadamente,
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0,06 mgO,.g™.h™" apos 3 horas de exposicio (GEHRKE, 1988). Uma possivel razio para este
resultado poderia estar relacionada ao aumento da producao de muco nas branquias, também
observada nos animais expostos ao TRC no presente estudo, embora em pequena quantidade.
Segundo McKim et al. (1987), as respostas cardio-respiratorias de peixes expostos a
OPs podem ser explicadas pela acdo desses compostos na atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE). A tomada de oxigénio pelas branquias ¢ amplamente determinada
pela area de superficie funcional respiratoria, a qual pode ser aumentada pela epinefrina,
através de vasodilatagcdo, ou diminuida pela acetilcolina, através de vasoconstri¢ao. Assim, a
inibi¢do da AChE nas branquias poderia resultar em continua estimulagdo das jun¢des neuro-
musculares, levando a constricdo na base das artérias eferentes dos filamentos branquiais,
reduzindo o fluxo de sangue através das lamelas secundarias. Como o TRC ¢ capaz de inibir a
atividade da AChE muscular em tilapia-do-Nilo (GUIMARAES et al., 2007), tal inibicdo
também poderia estar ocorrendo nas branquias, causando a redugdo na eficiéncia da tomada
de oxigénio observada no presente estudo, relacionada a uma redugdo na area da superficie

funcional respiratoria.

5.1.2 Parametros ventilatérios

A manuten¢do da homeostasia respiratoria depende da capacidade de mobilizar
mecanismos compensatorios, como o aumento na ventilagdo branquial, para manter o
gradiente de oxigénio entre a agua ¢ o sangue o mais elevado possivel, assegurando assim a
eficiéncia nas trocas gasosas (FERNANDES & RANTIN, 1989). O aumento na ventilagdo

branquial (V) em resposta a redugio na tensio de oxigénio ambiental foi observado em

varias espécies de peixes, como em traira (Hoplias malabaricus), trairdao (Hoplias lacerdae)
(RANTIN et al., 1992), pacu (Piaractus mesopotamicus) (KALININ et al., 2000), entre
outras.

No presente trabalho, ambos o0s grupos experimentais apresentaram aumentos
significafivos na VG frente a hipoxia gradual. Esses aumentos em ambos os grupos foram
caracterizados pelo maior aumento no volume ventilatorio (Vt), quando comparado com a
freqiiéncia respiratoria (fr).

Em resposta a hipdxia, diferentes estratégias sdo utilizadas pelos peixes para ajustar a

ventilacdo branquial. Um tipo de resposta ¢ o aumento na V devido a um maior aumento na
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fr do que no Vr, assim como observado na carpa comum, Cyprinus carpio (MARVIN &
HEATH, 1968), bluegill, Lepomis macrochirus (LOMHOLT & JOHANSEN, 1979) e pacu,
Piaractus mesopotamicus (AGUIAR et al., 2002).

Contudo, a resposta mais comumente observada em teledsteos ¢ um maior aumento
no volume ventilatorio (Vr), quando comparado com a freqiiéncia respiratoria (fr). Alguns
exemplos de espécies que apresentam esse tipo de resposta sdo: tilapia-do-Nilo, Oreochromis
niloticus (FERNANDES & RANTIN, 1989; KALININ et al., 1999), traira, Hoplias
malabaricus (KALININ et al., 1993), curimbata, Prochilodus scrofa (FERNANDES et al.,
1995) e cascudo, Hypostomus regani (MATTIAS et al., 1998).

Do ponto de vista metabolico, este maior aumento no Vt em relagdo a fr é,

aparentemente, a forma mais eficaz de aumentar a V,, uma vez que o custo energético deste

processo €, geralmente, muito alto em teledsteos (JOHANSEN et al., 1967). Segundo Rantin
et al. (1992), a utilizagdo desta estratégia baseia-se no baixo custo para a manuten¢do da
velocidade e constidncia da contragdo muscular, enquanto que uma alta freqiiéncia de

contragdo ¢ limitada pelo trabalho muscular contra uma alta viscosidade da dgua ventilada.

No presente estudo a V; de ambos os grupos experimentais ndo diferiu

significativamente em normoxia, resposta também observada por Olle (2007) em matrinxas

(Brycon cephalus) expostos ao metil paration. No entanto, ao reduzir-se a PO,, os peixes

expostos a0 TRC, foi observada uma reducdo na V,, a qual pode estar associada a uma

reducdo no Vr, possivelmente associada a um prejuizo nos mecanismos compensatorios que
conservam o Vr aumentado frente a reducao na PO,.
Ao analisar a exposi¢do aguda ao clorpirifés em truta arco-iris (Oncorhynchus

mykiss), Bradbury et al. (1991) observaram uma redugdo na fr destes animais, enquanto o Vr
manteve-se aumentado e a VO, manteve-se proxima aos valores obtidos anteriormente a

exposi¢ao ao OP, tendéncias também observadas no presente estudo.

A reduzida fr registrada para o grupo exposto ao TRC, também foi observada em
tilapia mossambica (Tilapia mossambica) exposta ao malation (BASHA et al., 1984) e em
perca “spangled” (L. unicolor) exposta ao temefos (GEHRKE, 1988). Uma possivel razdo
para essa resposta seria o rapido efeito dos OPs nos nervos respiratorios (GEHRKE, 1988).

Segundo Sancho et al. (1998), peixes expostos a inseticidas anticolinesterasicos
apresentam sinais de paralisia muscular, especialmente nas branquias e no aparelho

ventilatorio, devido a hiperestimulagao colinérgica.
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Coppage & Matthews (1974) sugeriram que os compostos OPs provavelmente
causem a morte nos vertebrados superiores pelo bloqueio da neurotransmissdo no centro
respiratorio (localizado no bulbo) ou nas jun¢des neuromusculares do aparelho ventilatério.
Além disso, de acordo com Cochran & Burnett (1996), os animais podem apresentar perda do
controle muscular com o aumento de fasciculagdes e contragdes musculares, o que poderia

inibir a capacidade do animal ventilar, impedindo as trocas gasosas e levando a morte.

A necessidade ventilatoria (V;/VO,) é uma ferramenta 0til para analisar as trocas
gasosas. Um aumento na demanda de O, pode ser atribuido a um aumento na V; ou na

extragdo de oxigénio (DEJOURS, 1981). Aumentos na VG/ V02 durante a reducdo na

disponibilidade de O, sao indicativos de uma reduzida eficiéncia na extracdo do oxigénio
(EO,) da corrente ventilatdria ou, em outras palavras, uma maior quantidade de agua deve
passar pela superficie funcional respiratoria para que seja obtida a mesma quantidade de
oxigeénio.

No presente estudo, ambos 0s grupos experimentais apresentaram aumentos

significativos na VG/ \./O2 frente a reducdo na PO,, ndo sendo observadas diferencas

significativas entre eles, sugerindo que a exposi¢cdo ao TRC ndo afetou a eficacia na tomada
de O, pelas branquias. Assim, a andlise dos parametros ventilatorios sugere que a estrutura
das branquias nao foi alterada pelo TRC.

Segundo Kerstens et al. (1979), os elevados valores de extragao de O, resultam em
uma menor necessidade ventilatdria, assim como observado no presente estudo.

De acordo com a "equag¢do fundamental da fisiologia respiratéria" de Dejours (1981):
V02= P;,0,. EO». VG, quando a concentragdo de O, do meio declina, a manuteng¢do da

tomada de O, constante s6 ¢ possivel caso ocorra um aumento na ventilagdo branquial e/ou na

extragdo de O, da corrente ventilatéria (EO;). Como a capacidade de aumento na EO; ¢ muito
limitada em peixes, o aumento na VG ¢ necessario para a manutengio da VO , (KALININ,

1996). De fato, os valores de EO, de ambos os grupos experimentais foram muito
semelhantes no presente trabalho.

Martins (2007) expds exemplares de O. niloticus ao TRC nas mesmas condigdes do
presente estudo (0,5 mg.L”' de TRC por 96 h) e verificou que este OP ndo induziu
peroxidacdo lipidica nas branquias. Além disso, as branquias apresentaram aumento de
atividade do sistema antioxidante, expresso pelo aumento das atividades das enzimas

superoxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase (GST), aliado a uma possivel
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excrecao de peroxidos diretamente pela superficie branquial, mecanismos estes que foram
capazes de conter o aumento da concentracao das ERO, ou seja, ndo ocorreu degeneragao
celular no tecido branquial. Tais resultados corroboram os encontrados no presente estudo,

onde a V,/VO, ea EO, foram mantidas nos niveis dos controles apés a exposi¢io ao TRC.

Assim, podemos observar que em condi¢des normoxicas e nas tensoes de 100 e 80
mmHg, apenas foram encontradas alteragdes na fr ¢ no V1. No grupo exposto ao TRC, a fg
reduzida provavelmente foi resultado da agdo deste OP nos nervos respiratorios, levando a
uma paralisia muscular, especialmente nas branquias e aparelho respiratorio (GEHRKE,
1988; SANCHO et al.,1998), enquanto que o Vr aumentado parece ser um mecanismo de
compensag¢do para a reduzida fr, permitindo assim, a passagem de um maior volume
ventilatorio pelas branquias.

Nas tensdes de 60 e 40 mmHg, houve uma redugdo da VO, no grupo exposto ao

TRC, provavelmente associada a mecanismos utilizados para compensar tanto a exposi¢ao ao

OP quanto a reducdo na PO,. Esta resposta estd também relacionada a redugdo na VG,

associada também a redugao da fr. Nessas tensdes, o Vt ja ndo apresenta diferencas entre os

grupos, o que poderia ter levado a redugdo na VG , provavelmente devido ao efeito do OP em

conjunto com a reducdo da PO..

Na tensdo de 20 mmHg, apenas foram observadas diferengas entre os grupos na Ve

na fr, provavelmente pelas razoes ja citadas anteriormente.

5.1.3 FreqUéncia cardiaca (fy) e intervalo R-R

A freqliéncia cardiaca (fy) ¢ utilizada como um indice dos efeitos toxicos causados
pelos poluentes ambientais em peixes e redugdes na fy tem sido observadas em peixes
expostos a uma variedade de xenobidticos (HEATH, 1995; TEUSCHLER et al., 2005).

No presente estudo, a exposi¢do ao TRC reduziu significativamente a fy em todas as
tensdes de O, experimentais, quando comparadas ao grupo controle. Ambos os grupos
analisados mantiveram a fy constante e desenvolveram bradicardia na tensao de 20 mmHg.

De acordo com Farrell (1984), o reflexo bradicardico produzido pela hipdxia pode
ser fundamental para assegurar o desempenho do coracdo durante a hipdéxia do miocardio.

Assim, a redugdo da fy provavelmente preserva o gasto energético do coragdo quando a
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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 extracao de
O, pelo proprio miocardio espon;joso.

Gehrke (1988) também verificou uma reducdo na fi; em L unicolor frente a exposigdo
ao temefds. Nesta espécie, a exposicao a esse OP primeiramente inibiu a tomada de O,, sendo
a inibicdo cardiaca tardia, indicando que este OP afeta rapidamente os nervos respiratorios,

levando certo tempo para alcangar o coragdo. De acordo com este autor, a razdo para a
redugdo imediata na VO, sem apresentar a bradicardia hipoxica, poderia estar relacionada

com a inibicdo, pelo temefds, dos quimiorreceptores de O, branquiais, bloqueando o reflexo
bradicéardico a hipdxia, o que poderia ser o caso do presente estudo. Este mesmo autor sugere
que o atraso entre as respostas ventilatoria e cardiaca indicam que este OP atua diretamente
nos nervos respiratorios € nao via sistema nervoso central.

Redug¢des na fy também foram observados em matrinxas (Brycon cephalus) expostos
ao metil paration (OLLE, 2007) e trutas arco-iris (Salmo gairdneri) expostas ao malation,
carbaril e fenitrotiona (DUANGSAWASDI & KLAVERKAMP, 1979; McKIM et al., 1987).

A inibi¢ao da AChE ¢ particularmente critica ao coragdo de peixes, ja que o controle
colinérgico vagal tem um papel inibitério fundamental, sendo que a modulacao do tonus vagal
¢ apontada como o principal mecanismo de controle da fy (LAURENT et al., 1983). Assim, a
inibicdo da AChE poderia potencializar o tonus vagal, levando a efeitos adversos na
circulacao sanguinea e em processos metabolicos. A inibi¢ao da funcao cardica pode interferir
na tomada de O, e a liberagdo de CO, pelas branquias e resultar em hipdxia tecidual
(AGUIAR et al., 2004).

Segundo Antonijevic & Stojiljkovic (2007), os OPs compartilham um modo de agdo
comum, manifestando seus efeitos toxicos primariamente via inibicdo da AChE.
Conseqiientemente, a acetilcolina se acumula nas fendas sindpticas de musculos e nervos,
levando a uma hiperestimulacdo dos receptores colinérgicos. A crise colinérgica aguda,
imediatamente ap6s a exposicdo aos OPs, inclui sinais e sintomas resultantes da
hiperestimulacdo de receptores muscarinicos (p.ex. bradicardia e hipotensao), nicotinicos
(p-ex. hipertensdo, taquicardia, fasciculagdo) e ambos receptores centrais muscarinicos €
nicotinicos (p.ex. tremores, incoordenacdo de movimentos, convulsdes, depressdo central da
respiracao, coma e morte).

Além disso, segundo Ward et al. (1993), alguns OPs podem agir diretamente nos

receptores muscarinicos e atuar como agonistas ou antagonistas. Atuando como agonista
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nesses receptores, a liberagdao de acetilcolina seria reduzida e a toxicidade resultante da
inibicao da AChE seria modificada. No entanto, a natureza dessa interacdo em varios tecidos
e a contribui¢do dos efeitos diretos de anticolinesterdsicos nos receptores muscarinicos e seus
efeitos toxicos ainda ndo estdo completamente esclarecidos.

A andlise dos registros eletrocardiograficos possibilita a verificagdo de pequenas
variacoes no intervalo entre os batimentos cardiacos, as quais determinam os sinais de
variabilidade da freqiiéncia cardiaca. Desta forma, ¢ possivel avaliar a presenga ou ndo de um
equilibrio entre as influéncias simpdtica e parassimpatica no ritmo cardiaco. O ramo simpatico
do sistema nervoso aumenta a fy, implicando em intervalos mais curtos entre batimentos, € o
ramo parassimpatico a desacelera, resultando em intervalos maiores entre os batimentos.
Assim, a variabilidade cardiaca pode ser medida com base nos intervalos entre batimentos, os
quais sdo mais facilmente observados como intervalos R-R, que sdo os intervalos de tempo
entre duas ondas R consecutivas (ALTIMIRAS, 1999; HAMILTON et al., 2004)

Alteragdes em alguns parametros ambientais como a temperatura da agua (DE VERA
& PRIEDE, 1991; PRIEDE, 1974) e a hipoxia ambiental (BORCH et al., 1993) podem
influenciar a variabilidade cardiaca em peixes.

No presente estudo, foi possivel observar que a exposicdo ao TRC aumentou o
intervalo R-R, resultando em intervalos mais longos entre os batimentos, onde o ramo
parassimpatico atua desacelerando a f; (HAMILTON et al., 2004). Esta redugao tanto na fy,
quanto no intervalo R-R, observada no grupo exposto ao TRC, deve-se, provavelmente, a

acao inibitdria deste OP na AChE, potencializando o tonus vagal (AGUIAR et al., 2004).

5.2. Massa ventricular relativa

Em peixes, a massa ventricular relativa (MVR) apresenta uma grande variacao, tanto
interespecifica quanto intra-especifica (FARREL & JONES, 1992). No presente estudo, a
exposi¢dao ao TRC aumentou os valores da MVR em relagdo ao grupo controle. Infelizmente,
nao ha nenhum dado disponivel na literatura a respeito dos efeitos de OPs na morfologia do
coragao de peixes. Ratos Wistar que receberam uma dose subletal semanal, via enteral, do OP
metamidofos, por 12 semanas consecutivas, desenvolveram hipertrofia nos miocitos cardiacos
(CALORE et al., 2007), o que poderia estar relacionado a uma hipertensao arterial sistémica
durante o tratamento, como descrito por Saadeh et al. (1997) em 22% dos casos de

intoxicagao aguda por organofosforados e carbamatos em humanos.
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Outro mecanismo que deve ser considerado ¢ o possivel papel do estresse oxidativo
na induc¢do de alteracdes fenotipicas no coragdo. Luo et al. (2006) submeteu miocitos
cardiacos de ratos adultos a 24h de exposicdo ao acido dietilditiocarbamico (DDC, 1 M), um
inibidor da superoxido dismutase (SOD) e verificou um aumento na formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Este estresse oxidativo induzido pelo DDC causou uma
hipertrofia nos miocitos ERO-dependente. Desta forma, o estresse oxidativo no tecido
cardiaco, induzido pela exposicio de 0,5 mg.L"' de TRC em tilapia-do-Nilo (O. niloticus),
observado por Martins (2007), pode ser considerado como uma possivel causa para a
hipertrofia cardiaca encontrada.

Além disso, ¢ importante enfatizar que, devido a auséncia de tubulos transversos
(tabulos T) nos midcitos de peixes, mesmo uma hipertrofia moderada pode aumentar a
distancia de difusdo, afetar rapidamente o metabolismo aerébio e limitar a contratilidade

muscular (CLARK & RODNICK, 1998).

5.3 Experimentos in vitro

O protocolo do efeito do tempo experimental no desenvolvimento de forca (Fc) pelas
tiras ventriculares foi realizado para avaliar uma possivel ocorréncia de efeito inotropico
negativo no decorrer dos protocolos experimentais, que tiveram um tempo maximo de 40
minutos, devido a deterioracao das preparagoes.

Assim, este primeiro protocolo mostrou que a Fc, tanto no grupo controle, quanto no
grupo exposto ao TRC, manteve-se constante ao longo do experimento, ndo tendo sido
registrado qualquer efeito inotropico negativo devido a deterioracdo das preparagdes. Porém,
foi possivel observar um efeito inotropico negativo do TRC sobre as preparagdes do grupo
exposto a este organofosforado quando comparado ao grupo controle, uma vez que a Fc
média deste grupo (~ 3,7 mN.mm™) foi menor que a do grupo controle (~ 5,7 mN.mm™).
Estes resultados corroboram os descritos por Olle (2007) para matrinxas, B. cephalus
expostos a concentragdes subletais de metil paration, os quais apresentaram valores de Fc
70% menores que os do grupo controle.

Os parametros tempo-dependentes (TPT e THR) também ndo sofreram alteracdes
durante o tempo experimental, nem com a exposi¢do ao TRC. No entanto, ao relacionar esses
parametros com os respectivos valores de Fc, foi possivel observar um aumento nos valores

de TPT/Fc e THR/Fc no grupo exposto ao TRC, provavelmente devido a um prejuizo nos
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mecanismo de transporte de Ca’" no acoplamento E-C, levando um maior tempo para a
contragdo e também para o relaxamento (SHIELS & FARRELL, 1997).

Dierkes-Tizek et al. (1984) descreveram um efeito inibitério do paroxon e paration
na Ca’"-ATPase cardiaca de ratos, o que poderia aumentar o tempo de relaxamento. Se tal
mecanismo ¢ valido para peixes, 0 TRC poderia estar inibindo a Ca**-ATPase sarcolemal no
presente estudo, uma vez que foram observados aumentos tanto na razao TPT/Fc quanto na
razdo THR/Fc em todos os protocolos experimentais.

Segundo Costa et al. (2000), em O. niloticus o RS parece ndo ter importancia
funcional ao acoplamento E-C do musculo cardiaco, sugerindo que a disponibilidade de Ca**
para a contracdo do aparato contratil ¢ diretamente dependente do influxo e efluxo deste ion
pela sarcolema (SL). Estes autores descreveram que aumentos na concentragdo de calcio
extracelular ([Ca*'].) levam a um inotropismo positivo significativo nas tiras ventriculares de
O. niloticus. Esta tendéncia foi confirmada no presente estudo. Porém, o efeito inotropico
positivo apresentado pelo grupo exposto ao TRC nao foi suficiente para restaurar de Fc os
valores desenvolvidos pelo grupo controle, o que indica que a disponibilidade de Ca®" néo ¢
um fator predominante para atuar contra o inotropismo negativo causado pelo TRC.

Apesar da menor Fc desenvolvida pelo grupo exposto ao TRC, o aumento na Fc
causado pelo aumento na [Ca’']. foi proporcional em ambos os grupos, sugerindo que a
exposi¢do ao TRC ndo alterou a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*".

Os incrementos na [Ca’']. ndo causaram alteragdes significativas nos pardmetros
tempo-dependentes (TPT e THR) de nenhum dos grupos experimentais. Também nao foram
observadas diferencas significativas entre os valores de TPT e THR dos grupos controle e
exposto ao TRC. No entanto, ao relacionar esses pardmetros com a respectiva Fc, foi possivel
observar aumentos tanto de TPT/Fc quanto de THR/Fc no grupo exposto ao TRC,
provavelmente devido a um prejuizo nos mecanismos de transporte de Ca®" durante o
acoplamento E-C, assim como descrito anteriormente.

Diversos estudos avaliaram a relagdo entre a forca isométrica maxima e a freqiiéncia
de contracdo em diversas espécies de peixes. Na maioria destas espécies, o desenvolvimento
de for¢a em tiras cardiacas isoladas diminui em resposta a um aumento na freqiiéncia de
estimulagdo. Esta relacdo inversa ¢ conhecida como relacdo forca-freqiiéncia negativa
(SHIELS et al., 2002), semelhante ao observado em tilapia-do-Nilo, O. niloticus (COSTA el
al., 2000), bem como no presente estudo, em ambos 0s grupos experimentais.

De acordo com Driedzic & Gesser (1985), a relacdo forga-freqiiéncia negativa esta

. . ~ + . .
relacionada a uma menor capacidade de obtencio de Ca’" livre a partir das reservas
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intracelulares, associada a mecanismos transarcolemais insuficientes, do ponto de vista
funcional, para a manuten¢do do inotropismo a elevadas taxas de estimulagao, determinando
indiretamente o grau de eficiéncia do acoplamento E-C no musculo cardiaco. Desta forma, o
aumento da freqiiéncia de estimulagdo reduz o tempo disponivel para a remogio do Ca®" do
interior da célula via reticulo sarcoplasmatico (RS) e trocador Na"/Ca’" (NCX) (AHO &
VORNANEN, 1998; HOVE-MADSEN et al., 1998).

Em ambos os grupos experimentais, a freqiiéncia maxima observada in vitro (3,0 Hz
para os controles e 2,8 Hz para o grupo TRC) excedeu a freqiiéncia cardiaca observada in vivo
(~ 0,6 Hz ou 36 bpm para os controle e ~ 0,5 Hz ou 30 bpm para o grupo TRC). Tais
resultados sdo consistentes com os obtidos para varias espécies, tanto de clima tropical como
temperado, indicando que os miocitos cardiacos ndo estdo trabalhando, in vivo, no limite de
capacidade de seu acoplamento E-C.

Os parametros tempo-dependentes (TPT e THR) sofreram reducdes nos seus valores
com o aumento na freqiiéncia de estimulagdo, ndo tendo sido alterados pela exposicao ao
TRC. Porém, ao relacionar esses parametros com as respectivas Fc, foi possivel observar
aumentos nas relagcdes TPT/Fc e THR/Fc no grupo exposto ao TRC, provavelmente devido a
um prejuizo nos mecanismo de transporte de Ca*, assim como descrito anteriormente.

No presente estudo, o efeito mais notadvel da exposicdo ao TRC nas preparacdes
musculares cardiacas foi a redu¢cdo no desenvolvimento de for¢a em todos os protocolos
experimentais.

Corroborando estes resultados, Martins (2007) observou que a exposi¢do a 0,5 ppm
de TRC por 96 horas, mesma concentracdo e tempo de exposicao utilizados no presente
estudo, causou estresse oxidativo no tecido cardiaco de O. niloticus. O TRC induziu aumentos
significativos nos niveis de peroxidag¢do lipidica (LPO) e na atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST), bem como
reducdo significativa nos niveis cardiacos de glutationa reduzida (GSH). A inducao das
enzimas SOD e GST pode ser interpretada como uma adaptagdo do sistema antioxidante de
defesa no sentido de compensar o aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio
frente a exposicdo ao TRC. Entretanto, o aumento da atividade destas enzimas antioxidantes
nao foi suficiente para evitar danos oxidativos aos lipidios, o que pode levar a alteragdes na
fluidez das membranas. A diminuicao dos niveis de GSH reflete, provavelmente, um aumento
na producdo de oxidantes, num grau que excederia a capacidade de desintoxicacao pela GSH.

Luo et al. (2006) verificaram que miocitos cardiacos de ratos adultos expostos por

tempo prolongado ao estresse oxidativo apresentaram uma reduzida quantidade de canais de
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Ca”" do tipo L, condi¢des que favorece a reducio da entrada de Ca® pela SL, além da reducio
da quantidade de Ca®" armazenado no RS.

Considerando-se que no miocardio ventricular de O. niloticus o calcio ativador deve
ser proveniente do meio extracelular e o estresse oxidativo induzido pelo TRC no musculo
cardiaco (como descrito anteriormente), os efeitos descritos por Luo et al. (2006) poderiam
ser responsaveis pelo efeito inotropico negativo e pelo aumento nas relagdes TPT/Fc e
THR/Fc observados no presente estudo.

Assim, a redug¢do nos valores de fy e Fc observados apds a exposicdo ao TRC
poderiam estar relacionados ao aumento da LPO cardiaca e ao desenvolvimento de estresse
oxidativo. A peroxidacdo lipidica em membranas biologicas causa perda de fluidez, redugdo
no potencial de membrana, aumento da permeabilidade ao H' e outros fons e, eventualmente,
ruptura, levando a liberagdo do contetido da célula e organelas (GUTTERIDGE, 1995). Esses
achados podem explicar, pelo menos em parte, a reducdo na eficiéncia cardiaca induzida pelo
TRC no presente estudo.

Um importante indice do rendimento muscular ¢ dado pelo produto da freqiiéncia de
estimulacdo pela forca isométrica maxima. Através deste calculo ¢ possivel determinar a
capacidade de bombeamento cardiaco - CBC (MATIKAINEN & VORNANEN, 1992), a qual
apresentou menores valores nos animais do grupo exposto ao TRC. A exposi¢ao a este OP
deslocou a curva de freqiiéncia Otima para baixo, devido seu efeito negativo no
desenvolvimento de for¢a, mostrando que a capacidade de bombeamento foi prejudicada pela
exposi¢ao ao TRC.

Devido as caracteristicas lipofilicas, os inseticidas se acumulam nas regides lipidicas
das membranas, onde podem induzir alteracdes fisicas e quimicas (VIDEIRA et al., 1996).
Desta forma, a exposicdo a inseticidas organofosforados afeta amplamente o balanco celular
do célcio, tanto diretamente quanto indiretamente, através de receptores muscarinicos
(HOWARD et al., 2007, RAHEJA & GILL, 2002; SUN et al., 2000), nicotinicos e/ou
modificando a importancia relativa de cada componente celular como fornecedor de calcio

para o aparato contratil (SUN et al., 2000).

Em resumo, o presente trabalho mostrou que a exposicdo de tilapias-do-Nilo,

Oreochromis niloticus, a 0,5 mg.L™' de TRC durante 96 h causou alteragdes na fungio cardio-
respiratoria. Do lado respiratério, o TRC induziu redugdes tanto na VO, quanto na V, em

hipoxia moderada a severa e elevagdo da PcO,, além de acentuada redugdo na fg, efeitos
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parcialmente devidos a acdo deste OP na musculatura respiratoria e nas branquias. Tais
efeitos podem reduzir a capacidade de sobrevivéncia desta espécie em condigdes hipoxicas
prolongadas. Além disso, a exposi¢do ao TRC levou a redugdes marcantes tanto na fy in vivo

quanto na for¢a de contracdo isométrica das tiras ventriculares de tilapia-do-Nilo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho, que a avaliou a exposi¢ao por 96 horas a

concentragdo subletal de 0,5 mg.L" de triclorfon (Neguvon®) sobre a fungio cardio-

respiratoria do teledsteo de agua doce de Oreochromis niloticus (tilapia-do-Nilo), permitiram

as seguintes conclusdes:

a)

b)

d)

A exposicao ao triclorfon (TRC) nao apenas reduziu os valores da taxa metabolica
(VO,) como também aumentou significativamente a tensdo critica de O, (PcO,),

reduzindo a capacidade de manter a tomada de O, constante, reduzindo as chances de

sobrevivéncia em ambientes hipdxicos por periodos prolongados;

O efeito do TRC sobre os parametros ventilatorios sugere a acdo deste
organofosforado sobre os nervos respiratorios devido a sua acdo anticolinesterasica,
aumentando o tonus vagal e, desta forma, levando a uma redugdo na atividade
muscular do aparato ventilatorio. Tais efeitos incluiram redug¢do marcante na
freqiiéncia respiratoria (fr) em todas as tensdes de O, experimentais, redugdo na

ventilagdo branquial (V;) em hipdxia moderada a severa e aumento do volume

ventilatorio (V1) em normodxia e hipdxia moderada;

Apesar dos efeitos sobre os nervos respiratorios, o TRC nao alterou a necessidade

ventilatéria (VG/ VOZ) e a extracdo de O, da corrente ventilatoria (EO,), mostrando

que a estrutura branquial foi preservada,;

A exposigdo ao TRC reduziu a freqiiéncia cardiaca in vivo (fy) em todas as tensdes de
O, experimentais, efeito possivelmente resultante de sua agdo anticolinesterasica,
aumentando o tonus vagal e, desta forma, levando a uma redugdo na atividade

cardiaca;

Os valores de intervalo R-R dos peixes expostos ao TRC sofreram aumentos entre as
tensoes de 140 e 40 mmHg, resultando em intervalos mais longos entre os batimentos,
comprovando a predominancia do tonus parassimpatico (provavelmente devido a agdo

inibitoria deste OP sobre AChE) nestas tensdes de O, experimentais;
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f)

g)

h)

)

k)

D

O indice de massa ventricular relativa (MVR) apresentou um aumento nos seus valores
frente a exposicdo ao TRC, o que poderia estar relacionado a uma hipertensao arterial
sistémica e/ou ao desenvolvimento do estresse oxidativo no tecido cardiaco, induzido

pela exposicao ao TRC;

O protocolo do efeito do tempo experimental no desenvolvimento de for¢a de
contragdao (Fc) mostrou que nao houve deterioracdo da Fc das tiras ventriculares em
ambos os grupos experimentais, ao longo do experimento, ndo tendo sido registrado

qualquer efeito inotropico negativo;

A Fc das tiras ventriculares foi significativamente menor no grupo exposto ao TRC em
todos os protocolos experimentais. Tal redu¢ao de forca de contracdo, assim como
reducdes na fy frente a exposicdo ao TRC podem estar relacionadas ao aumento da
peroxidacgao lipidica cardiaca e ao desenvolvimento de estresse oxidativo, responsaveis
por causar perda de fluidez, reducdo no potencial de membrana e aumento da

iqs + ,
permeabilidade ao H' e outros ions;

Em todos os protocolos experimentais as relagdes TPT/Fc e THR/Fc apresentaram
valores superiores no grupo exposto ao TRC, possivelmente devido a um prejuizo nos

mecanismos de transporte de Ca>" durante o acoplamento E-C;

Os incrementos na concentragio de calcio extracelular ([Ca®’].) levaram a um
inotropismo positivo nas tiras ventriculares de ambos os grupos experimentais. Porém,
no grupo exposto ao TRC, este efeito inotropico positivo ndo foi suficiente para
restaurar os valores de Fc desenvolvidos pelo grupo controle, indicando que a
disponibilidade de Ca®" nio ¢ um fator predominante para atuar contra o inotropismo

negativo causado pelo TRC;

Em ambos os grupos experimentais, a freqiiéncia maxima observada in vitro excedeu a
freqiiéncia cardiaca observada in vivo, indicando que os miocitos cardiacos nio estdo

trabalhando, in vivo, no limite de capacidade de seu acoplamento E-C;

A capacidade de bombeamento cardiaco (CBC) foi prejudicada pela exposi¢cdo ao
TRC, deslocando a curva de freqliéncia 6tima para baixo, devido seu efeito negativo

no desenvolvimento de forga.
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