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Resumo

As cianobactérias, em condicbes favoraveis podem formar grandes massas
superficiais de coloragdo verde intensa, denominadas floragbes. Alguns géneros de
cianobactérias sao produtoras de toxinas, e durante as floracdées, pode haver riscos de
contaminagéo da agua e conseqglentemente dos organismos dependentes desta. Dentre as
toxinas produzidas pelas cianobactérias, destaca-se a microcistina. Esse tipo de toxina
apresenta efeitos pronunciados sobre o figado, embora possa exibir seus efeitos em
diversos 6rgaos. Ademais, é a cianotoxina que se encontra mais amplamente distribuida nos
mais variados tipos de ecossistemas. O objetivo do presente estudo foi analisar as
respostas cardio-respiratérias de tilapias-do-nilo, Oreochromis niloticus, em situacao
controle e apds 48 h de injecdo intraperitoneal de microcistina-LR (MC-LR - 100 pg.Kg™ de
peso corpéreo) submetidos a hipoxia gradual. A exposicdo a MC-LR reduziu a taxa

metabdlica, (VOZ) e aumentou significativamente a tenséo critica de O, (PcO.), reduzindo a
capacidade de manutencdo da VOzconstante. A ventilagédo branquial (VG) aumentou

significativa e progressivamente em ambos 0s grupos experimentais a fim de manter a \./O2
durante a hipéxia. Ambos o0s grupos apresentaram 0 mesmo padrdo de resposta
respiratéria, sendo que os aumentos na Vg foram caracterizados por aumentos no volume

ventilatorio (V1), enquanto que a freqléncia respiratéria (fz) se manteve pouco alterada.
Entretanto a magnitude dessa resposta foi marcadamente inferior no grupo exposto a MC-
LR, mostrando que a toxina interferiu de alguma maneira na homeostase do animal
impossibilitando-o de desenvolver uma resposta respiratéria normal. A MC-LR também
reduziu a capacidade de extragdo de O, durante a hipdxia severa, provavelmente devido a
sua agao lesiva nos tecidos branquiais dos animais contaminados. A freqiéncia cardiaca (y)
foi significativamente reduzida pela MC-LR em todas as concentragdes de O, experimentais.
O grupo controle desenvolveu bradicardia apenas na tensdo de 10 mmHg, enquanto que o
grupo exposto a MC-LR j& exibiu tal resposta a 20 mmHg. O efeito direto da MC-LR sobre o
tecido cardiaco provavelmente foi a causa da diminuicdo da freqliiéncia cardiaca do grupo
exposto em relagdo ao controle e em relagao aos seus valores norméxicos. Em conjunto, os
resultados do presente trabalho mostraram que a exposi¢cao a MC-LR reduz as chances de
sobrevivéncia da espécie estudada em ambientes hipdxicos.



Abstract

Cyanobacteria, in favorable conditions can form large superficial masses of green
color called blooms. Some genera of cyanobacteria are producing toxins, and during the
bloom, there may be risks of contamination of water bodies and thus of those organisms that
depends on this. Among the toxins produced by cyanobacteria, stands the microcystin. This
type of toxin has pronounced effects on the liver, although it may show its effects in several
organs. Moreover, it is the cyanotoxin which is more widely distributed in various types of
ecosystems. The aim of this study was to examine the cardiorespiratory responses of Nile
tilapia, Oreochromis niloticus, in control situation and 48 h after intraperitoneal injection of
microcystin-LR (MC-LR - 100 ug.Kg-1 body weight) submitted to gradual hypoxia. Exposure

to MC-LR decreased metabolic rate (VOz) and significantly increased the critical O, tension
(PcO,), reducing the ability to maintain constant the \'/O2 . The gill ventilation (\'/G ) increased

significantly and progressively in both experimental groups in order to maintain \'/O2 during
hypoxia. Both groups showed the same pattern of respiratory response, while increases in
Vs were characterized by increases in tidal volume (V7), while respiratory frequency (f)

remained little changed. However the magnitude of this response was markedly lower in the
group exposed to MC-LR, showing that the toxin somehow interfered in the homeostasis of
the animal preventing it from developing a respiratory response normal. The MC-LR also
reduced the ability to extract O, during acute hypoxia, probably due to its action injuring the
gill tissues of infected animals. Heart rate (#;) was significantly reduced by microcystin-LR in
all the experimental concentrations of O,. The control group developed bradycardia only in
tension of 10 mmHg, while the group exposed to MC-LR has exhibited such a response to 20
mmHg. The direct effect of MC-LR on the cardiac tissue was probably the cause of the
decrease in heart rate in the exposed group compared to the control and relative to their
normoxic values. Together, the results of this study showed that exposure to MC-LR reduces
the chances of survival of the species studied in hypoxic environments.



1. INTRODUCAO.

As cianobactérias, conhecidas como algas azuis, sdo organismos procariontes
capazes de realizar fotossintese, constituindo um grupo autotréfico. Estao distribuidas em
diferentes ambientes, nas aguas limpas e eutréficas, em fontes termais, e até geleiras
(CHORUS & BARTRAM, 1999). Essas algas desenvolvem-se muito bem em ambientes com
alta luminosidade, temperatura elevada da agua (15-30°C), faixas de pH entre 6 e 9 e
abundancia de nutrientes, principalmente fésforo e nitrogénio, formando grandes massas
superficiais de coloragéo verde intensa denominadas floragées (REYNOLDS, 1984).

O aparecimento de floragbes esta relacionado ao aumento de nutrientes na agua
(eutrofizacdo), principalmente devido ao aumento de sais de nitrato e fosfato. A utilizacédo de
adubos quimicos e estrume, a descarga de esgotos urbanos e efluentes de agroindustrias
ou de outros setores industriais, promovem a entrada desses nutrientes e de matéria
organica em corpos d’agua (CORREIA, 2000), culminando na ocorréncia dessas floragdes.

O aparecimento de floragbes na superficie aquatica ocorre no mundo todo com uma
incidéncia cada vez mais elevada (FALCONER et al, 1994; DUY et al, 2000), sendo
considerado um risco em potencial a4 salude devido a natureza téxica de algumas dessas
algas. Em geral, 50-75% das floragcdes de cianobactérias podem produzir toxinas, sendo
possivel a ocorréncia de mais de um tipo de toxina. Entretanto, no Brasil cerca de 82% das
cepas de cianobactérias isoladas sao toxigénicas (SOARES et al, 2004). Floragdes téxicas e
nao téxicas de uma espécie podem ser encontradas juntas (SKULBERG et al., 1993; YOO
et al., 1995; CODD & BELL., 1996). E recomendavel o cuidado especial quando as floragdes
de cianobactérias ocorrem em areas de reservatdrio, mananciais, represas, lagos e outros
corpos d’agua utilizados para consumo humano e/ou de animais, devido ao risco de
intoxicacao.

No Brasil, j& houve alguns casos de intoxicacdo por cianotoxinas provenientes das
floracbes de algas azuis (cianobactérias). Entre os casos de intoxicagdo conhecidos,
destacam-se o do reservatorio de Itaparica no Estado da Bahia, onde ocorreu a morte de 88
pessoas, entre as 200 intoxicadas pelo consumo de agua do reservatorio, durante os meses
de margo e abril de 1988, e 0 mais conhecido, ocorrido em 1996, onde 123 pacientes renais
crénicos, apés terem sido submetidos a sessées de hemodialise em uma clinica de Caruaru,
Pernambuco, apresentaram sintomas de hepatotoxicose. Destes, 54 vieram a falecer até 5
meses apos o inicio dos sintomas. A referida clinica, segundo Secretaria da Saude, recebia
agua sem um tratamento completo e usualmente era feita uma cloragdo no préprio
caminhao tanque utilizado para transportar a 4gua, em periodos de falha no abastecimento
pela rede publica (AZEVEDO, 1998).

Tendo em vista estes acontecimentos, foi lancada a Portaria n°. 1469, de 29 de
dezembro de 2000 pelo Ministério da Saude, exigindo em todas as Estacoes de Tratamento
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e Abastecimento de Agua, uma analise mensal da 4gua bruta em casos onde o nimero de
cianobactérias ndo exceder 10.000 células/mL, e semanal, quando o numero de
cianobactérias exceder este valor. Acima de 20.000 células/mL, é exigido o controle
semanal de toxicidade na agua de saida do tratamento e nas entradas (hidrbmetros) das
clinicas de hemodialise e indulstrias de injetaveis, sendo que esta andlise pode ser
dispensada quando nao houver comprovacao de toxicidade na agua bruta.

A importancia na analise da agua em relagdo a ocorréncia de cianobactérias deve-se
ao fato de que essas algas apoés a lise celular podem liberar toxinas, prejudicando assim a
potabilidade da agua. Algumas dessas toxinas, identificadas como alcaléides
organofosforados neurotoxicos, sdo de agdo rapida, causando a morte por parada
respiratoria apdés poucos minutos de exposigdo. Outras, identificadas como peptideos ou
alcaldides hepatotoxicos, atuam menos rapidamente (CHORUS & BARTRAM, 1999).

1.1. Cianotoxinas.

Atualmente, encontram-se identificados cerca de 150 géneros de cianobactérias
englobando cerca de 2000 espécies, dentre as quais pelo menos 40 sdo consideradas como
produtoras de toxinas — as cianotoxinas (HITZFELD et al., 2000; JAYATISSA et al., 2006).
As cianotoxinas sado metabdlitos secundarios naturais que apresentam uma potente
atividade, capazes de induzir patologias graves mesmo apds curtos periodos de exposicao
(CHORUS, 2001). As cianobactérias produzem trés tipos de toxinas: as dermatotoxinas
(irritantes ao contato), as neurotoxinas e as hepatotoxinas.

As dermatotoxinas sao lipopolissacarideos existentes na membrana externa da
parede celular das cianobactérias. A sua toxicidade é revelada pelo simples contato com a
pele ou mucosas corporais, desenvolvendo-se uma reagao alérgica (SIVONEN & JONES,
1999; CODD, 2000). De um modo geral, as dermatotoxinas sdo constantemente produzidas
no interior das cianobactérias. Contudo, o seu grau de toxicidade nao é tdo elevado como o
de outros lipopolissacarideos, desaparecendo os sintomas se o contato for interrompido.

Ja as neurotoxinas apresentam um elevado grau de toxicidade. A producdo dessas
toxinas ja foi observada em espécies dos géneros Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon e
Lyngbia (CARMICHAEL et al., 1975; PARK et al., 1993;). As neurotoxinas sao classificadas
estruturalmente como alcaléides e tém como alvo o sistema neuromuscular. De maneira
sucinta, englobam a saxitoxina, anatoxina-a e a anatoxina-a(s). Seu modo de acao consiste
basicamente em bloquear o impulso nervoso, causando a morte por insufiéncia cardiaca
e/ou respiratoria (CARMICHAEL, 1994; LILLEHEIL et al., 1997).

As hepatotoxinas incluem as microcistinas e a nodularina. S&o peptideos ciclicos,
que atuam por inibicdo das fosfatases protéicas PP1 e PP2A (HONKANEN et al., 1990;
MACKINTOSH et al., 1990; TOIVOLA & ERIKSSON, 1999; GUZMAN et al., 2003).
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A sua producdo ja foi detectada em Microcystis, Anabaena, Nodularia, Nostoc,
Oscillatoria e Cylindrospermopsis (CARMICHAEL, 1996; DUY et al., 2000). Como o nome
indica, as hepatotoxinas tém como érgéo alvo o figado. Sdo responsaveis pela destruicao da
sua estrutura interna, levando, numa situacao extrema, a hemorragia intra-hepatica, choque
hipovolémico e morte (THEISS et al., 1988; CARMICHAEL, 1994; BRIAND et al., 2003). Os
sinais observados apos a ingestao dessas hepatotoxinas sao prostracio, anorexia, vomitos,
dor abdominal e diarréia (CARMICHAEL & SCHWARTZ, 1984; BEASLEY et al, 1989 ).
Ap0s a ingestao oral da toxina, ela chega ao sistema digestivo e é levada ao ileo, passando
via sistema porta para o figado (CARMICHAEL & FALCONER, 1993; NISHIWAKI et al.
1994). A exposicdo crbnica a toxina pela ingestdo de agua pode aumentar o indice de
cancer hepético. (CHORUS & BARTRAM, 1999).

1.2. Microcistinas

As microcistinas sdo as cianotoxinas mais comumente encontradas nas floragées de
cianobactérias de agua doce (CARMICHAEL, 1994; KONDO et al, 2002). O nome
microcistina deve-se ao fato de ter sido primeiramente encontrada na espécie Microcystis
aeruginosa, embora posteriormente tenha sido descoberto que outras espécies também
possuem a capacidade de produzir este tipo de toxina (CARMICHAEL et al, 1988).
Entretanto, também é sabido que o género Microcystis é o que apresenta uma distribuicao
mais generalizada em massas de agua eutréficas em diferentes partes do mundo.

As microcistinas (MCs) sao estruturalmente caracterizadas por heptapeptideos
monociclicos, compostos por uma D-alanina (D-Ala) na posicdo 1, dois L-aminoacidos
variaveis nas posicoes 2 e 4, acido glutamico (D-Glu) na posicao 6 e trés aminoacidos
incomuns: um acido D-eritro-B-metil-aspartico (D-MeAsp) na posicao 3, um &cido (2s, 3s, 8s,
9s)-3amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-diendico (ADDA) na posi¢do 5 e uma N-
metil-deidroalanina (Mdha) na posigdo 7 (VAN APELDOORN et al, 2007). S&o compostos
estaveis e se mostram resistentes a temperatura, hidrélise quimica e oxidagao.

Apesar de 70 tipos de variantes de MCs ja terem sido isolados e documentados, um
tipo de MC se destaca pela sua alta toxicidade e ampla distribuicdo, sendo considerado a
mais téxica e difundida variante de MC conhecida. Essa toxina, conhecida como MC-LR
(figura 1), possui uma leucina (L) na posi¢ao 2 e uma arginina (R) na posi¢édo 4. Além desta
MC, destacam-se a MC-RR, e a MC-YR por sua ampla distribuicao.

Estas toxinas penetram nos hepatécitos através de um sistema de transporte ativo,
conhecido como sistema de transporte multi-especifico de acidos biliares (ERIKSSON et al,
1990) envolvendo transportadores membranares polipeptidicos (OATP). As microcistinas
atuam na inibicao das fosfatases protéicas de serina/treonina, em particular as do tipo 1 e
2A (PP1 e PP2A) (HONKANEN et al, 1990; MACKINTOSH et al., 1990; TOIVOLA &
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ERIKSSON, 1999; GUZMAN et al., 2003). A interacao da MC-LR com as fosfatases PP1 e
PP2A foi descrita como um mecanismo de duas etapas, onde a toxina primeiro se liga a
enzima inativando-a e subsequentemente forma adutos covalentes durante o decorrer do
tempo de reacdo (MCKINTOSH et al, 1990; CRAIG et al, 1996).

COOH | o)
N
NH
O CH,
0
by HN
N
H
NH, O COOH O
A\ Leu
HN™ N
H

FIGURA 1. Estrutura quimica da MC-LR, com detalhe para as posi¢gdes da leucina e arginina.
Adaptado de Andrade (2007).

A inibicdo destas fosfatases leva a um estado de hiperfosforilagdo de proteinas
reguladoras da dindmica de formagcdo do citosqueleto, tendo como conseqiiéncia a
desintegracao da estrutura dos hepatocitos, a perda da arquitetura hepatica e sinusoidal,
associada a diminuicdo do volume intracelular e do contato intercelular, o choque
hipovolémico e morte do individuo afetado (CARMICHAEL, 1994). Além da inibicdo das
fosfatases, as microcistinas podem também afetar os sistemas de reparo de DNA e
expressao de genes (DOUGLAS et al, 2001; ARIZA et al, 1996), e parecem poder interagir
com as mitocondrias de tecidos animais e causar estresse oxidativo e apoptose celular
(PRIETO et al, 2009; ZHANG et al, 2008).

1.3. Funcao Cardio-Respiratoria de Peixes

A grande maioria das espécies de peixes apresenta respiracao do tipo branquial. As
branquias consistem geralmente de quatro arcos branquiais que estendem em duas fileiras
de filamentos branquiais, os quais possuem varias lamelas secundarias, estruturas
achatadas e densamente enfileiradas onde ocorrem as trocas gasosas. A medida que a

agua flui entre essas lamelas em uma diregcao, o fluxo sanguineo flui em direcdo oposta,
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fluxo este denominado contracorrente. As branquias sdo ventiladas com um fluxo
unidirecional de agua, garantido pelo bombeamento ativo por meio do trabalho da
musculatura esquelética nas cavidades bucal e operculares. (figura 2).

De acordo com Hughes (1973), a tensdo de O, decresce gradativamente desde o
momento em que é captado pelas branquias até sua utilizacdo na célula, evento chamado
“cascata de oxigénio”. As principais barreiras a difusdo sdo as membranas branquiais, a
circulacdo sanguinea e as membranas celulares dos tecidos que receberao o O, (GALIS &
BAREL, 1980; FERNANDES & RANTIN, 1989; 1994). Qualquer aumento na resisténcia a
difusdo do O, em um desses pontos pode causar um efeito hipéxico. Assim, qualquer
substancia que possa causar hipéxia ambiental pode reduzir a quantidade de O, disponivel
as mitocondrias e, conseqlientemente, comprometer os processos aerdbicos (ANELLI-JR,
2010).

O coracao dos peixes teledsteos é formado por quatro camaras em série: seio
venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso. O seio venoso recebe o sangue venoso da
circulagcdo. A quantidade de fibras musculares é variavel, podendo aparecer como uma fina
camada em algumas espécies, fibras esparsas na maioria das espécies ou estarem

completamente ausentes.

Arco branquial

Aumento de um filamento
branquial, mostrando as
lamelas secundarias

Sangue arterial

Sangue venoso

FIGURA 2. Esquema do sistema respiratorio de peixes teledsteos. (adaptada de CAMPBELL et al.,
2008).

O atrio € um amplo saco muscular de parede fina, capaz de gerar pressao suficiente
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apenas para encher o ventriculo, que possui parede muscular grossa. O ventriculo é a
principal cAmara geradora de pressao do coracdo e compreende 58-85% de seu peso. A
quarta camara, o bulbo arterioso, € elastica devido a presenca de elementos elasticos e
musculo liso em sua parede.

O sangue venoso, vindo da circulacdo sistémica, passa por tais camaras e é
direcionado, via aorta ventral, para as bradnquias onde ocorre a oxigenacdo (SATCHELL,
1981), como mostrado na figura 3.

<m,

[7 Artéria branquial eferente

Aorta
ventral

——Aortadorsal

Artéria branquial aferente——

Capilares branquiais

FIGURA 3. Diagrama representativo do sistema circulatério de um peixe teleésteo (modificado de
MILLER-HARLEY, 2001).

1.4. A Espécie Oreochromis niloticus.

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (TREWAVAS, 1983), é uma espécie
originalmente endémica da Africa, onde encontra-se amplamente distribuida.
Posteriormente, foi introduzida na América do Sul, parte da india e Ceildo. No Brasil foram
introduzidas em 1971 na regido Nordeste pelo Departamento de Obras Contra a Seca -
DNOCS/Fortaleza, CE, provenientes da Costa do Marfim (DELAVECHIA, 1994). A partir dai,
a espécie foi adotada em cultivos intensivos e semi-intensivos.

No Brasil, a tilapia é hoje o peixe mais criado e comercializado, devido ao sabor de
sua carne, seu facil cultivo em cativeiro, sua esportividade na pesca e sua alta taxa de
reproducdo, aliada a sua resisténcia as variagcdes climaticas (CASTAGNOLLI,1997;
LOVSHIN,1997). E uma espécie ristica, bastante resistente a doengas e ao manejo. Apesar
de seu habito alimentar fitoplanctéfago, aceita facilmente outros alimentos, o que a torna
uma das mais adequadas a piscicultura. Seu peso comercial, que varia entre 250 a 400g, &
alcangado dentro de 6 a 8 meses de criagdo (PINTO, 1988). Possui caracteristicas como

sabor agradavel, ossos intramusculares finos que permitem o processamento de filés em
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varios produtos e arragoamento facil e econémico (SOCCOL, 2002). Um exemplar de tilapia-
do nilo é mostrado na figura 4.

Estima-se que o cultivo de tilapias se transformara em uma atividade tao
importante como a avicultura, suinocultura e bovinocultura, sendo que sua cadeia produtiva
€ considerada uma das mais importantes da  aquicultura  brasileira
(http://www.emparn.rn.gov.br).

Figura 4. Exemplar de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus.

Os fatores determinantes na escolha dessa espécie como objeto de estudo foram,
entre outros, sua grande importdncia econémica no mercado pesqueiro nacional e
internacional, de forma que informagdes sobre sua fisiologia adaptativa poderao contribuir
para seu manejo em piscicultura. Sua grande adaptabilidade a condigbes abibticas
adversas, tais como disponibilidade de oxigénio dissolvido, temperatura, pH e facil
adaptacao a condi¢oes de laborat6rio, tornam a tilapia-do-nilo um modelo ideal para estudos
envolvendo as adaptagdes fisioldégicas ao ambiente. Além disso, a espécie é relativamente
bem estudada e a bibliografia disponivel permite uma melhor compreensdo de seus
processos fisioldégicos e adaptativos e a comparagao com outras espécies.

Segundo TREWAVAS (1983), a tilapia-do-nilo ocupa a seguinte posicao sistematica:
Classe: OSTEICHTHYES

Subclasse: ACTINOPTERYGlI

Superordem: TELEOSTEI
Ordem: PERCIFORMES
Familia: CICHLIDAE
Género: Oreochromis
Espécie: Oreochromis niloticus



2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da microcistina - LR sobre os parametros
cardio-respiratérios de tilapias-do-nilo. Os seguintes parametros foram avaliados em grupos

controle e expostos as cianotoxinas (microcistina-LR):

a. Efeito da reducao gradual na concentracdo de oxigénio do meio (PO,) sobre a tomada
de O, total (VOZ) e a tensdo critica de O, (P.0O,), determinadas por meio de

respirometria de fluxo constante;

b. Efeito da reducdo gradual na concentragcdo de oxigénio do meio (PO.) sobre os

parametros ventilatérios (ventilagdo branquial — Vg ; frequéncia respiratéria - fs; volume

ventilatério — V1; extracao de O, da corrente ventilatéria — EQO,), determinados por meio
de respirometria de fluxo constante;
c. Efeito da redugcdo gradual na concentracdo de oxigénio do meio (PO,) sobre a

freqliéncia cardiaca in vivo (f;), determinada por meio de eletrocardiografia padrao.



3. Material e Métodos
3.1. Material

Foram utilizados, no presente estudo, 16 exemplares de tilapia-do-nilo, Oreochromis
niloticus (Wt = 175 + 37 g) de ambos os sexos, adquiridos na piscicultura Aguas Claras
(Mococa, SP).

3.2. Métodos

Apbs a coleta, os peixes foram transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e
Bioguimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UFSCar, onde foram
mantidos em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de recirculagdo de 4gua aerada e
termostatizada (25 £ 1°C), por um periodo minimo de 30 dias para aclimata¢do as condi¢oes
laboratoriais. Durante esse periodo foram alimentados ad libitum com ragdo comercial
peletizada.

Apds o periodo de aclimatagdo, os exemplares de O. niloticus foram divididos em
dois grupos experimentais: o grupo controle (Ctrl, n = 8) e o grupo exposto a toxina (Mcis n =
8). Os peixes do grupo Mcis receberam uma injecéo intraperitoneal (0,5 mL de salina 0,9%)
contendo a forma purificada da toxina MC-LR na concentracdo de 100 pg.Kg' de peso
corpéreo. Apds a injegao esperou-se durante um periodo de 48h até serem realizadas as
medidas dos parametros respiratérios e cardiacos. A MC-LR purificada foi cedida pelo pés-
graduando Wilson Colvara, do Laboratério de Oceanografia Quimica Fisica e Geoldgica da
FURG.

A concentracéo de 100 ug.Kg™ de peso corpéreo foi baseada no trabalho de Prieto et
al. (2006), que também estudaram o efeito de injegdes intraperitoniais de MC-LR sobre as
respostas de enzimas antioxidantes em figado, rins e branquias de tilapia-do-nilo, porém na
dose de 500 pg.Kg'. De acordo com estes autores, esta dose (500 pg.Kg'), quando
injetada intraperitonialmente, é suficiente para produzir efeitos tdéxicos agudos em tilapia-do-
nilo.

O grupo controle (Ctrl) recebeu o0 mesmo tratamento, porém so6 foi inoculado com 0,5
mL de salina 0,9%.

As preparagbes empregadas para a obtengcdo dos parametros respiratérios e dos
eletrocardiogramas (ECG) para andlise 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 em um banho em benzocaina 0,01% (1 g
de benzocaina diluida em 10 litros de agua) por aproximadamente 5 minutos (ou até a
cessacdo da atividade espontanea). Imediatamente ap6s a anestesia, os animais foram
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transferidos para uma mesa cirargica onde se procedeu a implantacdo dos catéteres de
polietileno para o monitoramento das tensdes de O, da 4gua inspirada e expirada e a sutura
de eletrodos de eletrocardiografia para o registro da atividade cardiaca.

As tensdes de O, da agua inspirada (PO, - mmHg) e expirada (P.O, - mmHg) e a
freqliéncia respiratéria (fz — inspiragdes.min™) foram obtidas pela insercdo de catéteres de
polietileno (PE 60) no interior da cavidade bucal através de orificio aberto dorsalmente,
préximo a boca, com o auxilio de uma broca e nas partes distais de ambos os cleitros
operculares (figura 5).

-

FIGURA 5. Esquema do sistema a ser utilizado na obtengédo das respostas cardio-respiratérias de
Oreochromis niloticus. Em A: a. Cuveta termostatizada com eletrodos de O,; b. Transdutor
de pressao; c. Analisadores de O,; d. Amplificador de pressao; e. Amplificador de ECG; f.
Microcomputador com sistema de aquisigdo de dados; g. Registrador de 4 canais; h.
Torneira de 3 vias. Em B: Detalhe de um eletrodo de ECG e do cateter para medidas de
PO,: a. Ponta da agulha; b. Pedaco de cateter com a extremidade flangeada; c.
Revestimento termo-retrétil; d. Fixacdo do fio de cobre através de pressdo mecénica; e.
Fio de cobre encapado; f. Cateter de polietileno com a extremidade flangeada para a
tomada de agua; g. Pecga de fixagdo. (MARICONDI-MASSARI, 1993).

Apds a preparagao acima descrita, os peixes foram introduzidos no respirdbmetro de
fluxo constante (figura 6) e imediatamente transferidos para a cAmara experimental, mantida
em condicbes norméxicas, a 25 + 1 °C, onde permaneceram por um periodo de 24 horas
para a recuperagdo da anestesia e restabelecimento das condi¢des metabdlicas basais
(figura 7).
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Os experimentos foram conduzidos utilizando-se um animal de cada vez e, apds o
periodo de recuperacdo, as medidas e registros dos parametros acima citados, foram
realizados a intervalos de 1 hora, por um periodo de 5 horas.

FIGURA 6. Esquema do respirdmetro de fluxo constante. As setas indicam a diregao do fluxo de agua
através do respirbmetro (adaptada de OLLE, 2007).

As tensdes de O, (mmHg) da agua de entrada (P,,O.) e de saida (P,,O2) do
respirdbmetro, bem como das tensbes de O, da agua inspirada (P;O.) e expirada (P.O,) pelos
peixes foram continuamente monitoradas conectando-se os catéteres de polietileno a um
sistema de torneiras de 3 vias acopladas a eletrodos de analisadores de O..

Para analisar a resposta do animal frente a hipoxia, a temperatura experimental foi
mantida constante (25 = 1,0 °C) por meio de um termostato localizado no interior da camara
experimental e os experimentos foram conduzidos em norméxia (PinO, = 140 mmHg) e nas
seguintes tensdes de O, hipdxicas: 120, 100, 80, 60, 40, 20 e 10 mmHg, obtidas
borbulhando-se, por meio de um dispersor (pedra de aeragao), quantidades controladas de
N, e ar comprimido no interior da cdmara experimental.
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FIGURA 7. Sistema de respirometria de fluxo constante e respostas cardiacas utilizado no presente
estudo. a. respirdbmetro; b, c. cateteres de polietileno para tomada da agua que entra
(PinO2) € que sai (Po,O2) do respirbmetro, respectivamente; d, e. cateteres de polietileno
para tomada da agua inpirada (PO.) e expirada (P.O,), respectivamente; f. eletrodo
cardiaco; g. eletrodo de referéncia; h. torneiras de 3 vias; i. transdutor de pressao; j.
cuvetas termostatizadas com eletrodos de O,; k. analisadores de O2; I. monitor cardiaco;
m. amplificador de ECG; n. amplificador de pressdo; 0. computador com sistema de
aquisicao de dados; p. frasco de ajuste de fluxo de agua através do respirbmetro; q.
bomba para circulagdo de &agua; r. balde; s. controlador de temperatura; t. entrada de
quantidades controladas de N, ou ar comprimido. (adaptado de MARICONDI-MASSARI,
1993).
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Apoés a estabilizagdo, cada tensdo de O, foi mantida por um periodo minimo de 30
minutos antes de serem efetuadas as medidas e registros dos parametros acima citados. Os
procedimentos de tomada de medidas e registros foram efetuados, em média, dentro de 5

minutos.
A tomada de O, total (VO,) em cada uma das tensées de O, experimentais foi

determinada utilizando-se o0 sistema de respirometria de fluxo constante, pelo
monitoramento das tensdes de O, da agua de entrada (Pi,O,) e de saida (P.,.O.) do

respirdmetro. A VO, foi calculada por meio da equagéo proposta por Hughes et al. (1983):

VO, =[(PiO2 - Pou02).00,. Vg /Wt , onde:

a0, = coeficiente de solubilidade do O, na 4gua (MLO,.L".mmHg™);
\'/R = fluxo de &gua através do respirémetro (L.h™);

Wt = peso fresco do animal (Kg). Os valores de VO, assim obtidos foram expressos em
mLO,.Kg'.h™.
Para a determinacéo da ventilacdo branquial (VG) foi empregado o método descrito

por Saunders (1962). Tal método, envolvendo respirometria de fluxo constante, consiste na
tomada de amostras da agua de entrada (PyO.) e de saida (P,O,) do respirbmetro, bem

como da agua inspirada (P,O,) e expirada (P.O,) pelos peixes. A VG foi calculada de acordo

com Kalinin et al. (1996), por meio da expressao:
VG = [(PinO2 - PouO2/PO; - P.Oy). VR /Wt , onde:

V; = fluxo de 4gua através do respirémetro (mL.min™),
Wt = peso fresco do animal (Kg).
Os valores finais de V,; foram expressos em mLH,O.Kg™'.min™.

Para as medidas de freqiéncia respiratéria (fz), os catéteres de polietileno inseridos
na boca e opérculos do peixe foram conectados a transdutores de pressao que enviam o
sinal para um sistema computadorizado de aquisicdo de dados (ADInstruments - PowerLab)
(figuras 5, 6 e 7). A fr foi obtida por meio da contagem do nimero de ciclos respiratérios por
unidade de tempo em cada tensdo experimental e seus valores, expressos em ciclos
respiratérios.min™.

O volume ventilatério, ou volume corrente (V1) foi calculado pelo quociente entre a
ventilagdo branquial (Vg) e a respectiva freqiiéncia respiratéria. O Vr foi expresso em
mLH,0.kg™.ciclo respiratério™.

A extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO,) pelas branquias foi calculada a partir

da equacao:
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EO; = [(PiO - PeOy)/PiO,].100

Dessa forma, a EO, foi expressa em porcentagem (%).

Para a obtengdo do ECG e andlise da frequéncia cardiaca (fy), foram inseridos dois
eletrodos de aco inoxidavel: o positivo, posicionado ventralmente entre as branquias e o
coracdo; e o negativo, em posicao ventro-caudal proximo as nadadeiras pélvicas, ambos
suturados com pontos cirlrgicos a musculatura corpérea para evitar seu deslocamento
(figura 5). Um terceiro eletrodo, de referéncia, foi colocado na 4gua da camara experimental
(figura 7). Os eletrodos foram conectados ao bio-amplificador que envia o sinal para um
sistema computadorizado de aquisicdo de dados (ADInstruments - PowerlLab). Esta
preparagao permite que sejam obtidos registros similares aqueles observados na derivagao
DI da eletrocardiografia padrdao. Um tracado de ECG tipico de peixes tele6steos é mostrado
na figura 8. Ap6s o periodo de recuperacdo, a fy foi registrada, como descrito para os
parédmetros respiratorios.

Q
S

FIGURA 8. Representagao de um tragado eletrocardiografico tipico de peixes teledsteos, contendo a
onda P (despolarizagao atrial), o complexo QRS (despolarizagdo ventricular) e a onda T
(repolarizagao ventricular).

3.3. Tratamento estatistico dos dados

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

adotados no presente estudo: Analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de
Tukey-Kramer de comparacdes multiplas para verificar a existéncia de possiveis variacdes
significativas entre os valores obtidos nas diferentes tensées de O, para um mesmo grupo
experimental. O teste de Mann-Whitney foi realizado para verificar a ocorréncia de possiveis
diferencas significativas entre pontos correspondentes dos dois grupos experimentais.
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4. RESULTADOS

4.1. Respostas respiratdrias de Oreochromis niloticus a hipdxia gradual.

4.1.1. Consumo de oxigénio (VO, ) e tensio critica de oxigénio (P.O).

Os animais dos dois grupos analisados, grupo controle (Ctrl) e o grupo exposto a
microcistina (Mcis), sobreviveram ao periodo do experimento. Nao foi observada nenhuma

diferenca marcante no comportamento dos animais do grupo Mcis em relagéo ao Ctrl.
A tomada de O total ou taxa metabodlica (VO,— mLO..kg".h") foi medida durante

hipdxia gradual e seus valores médios tanto para o grupo Ctrl quanto para o grupo Mcis
podem ser vistos na tabela 1 e sua representagdes graficas nas figuras de 9 a 11.

A \'/O2 dos animais do grupo Ctrl manteve-se constante até a tensdo de 20 mmHg,
com valor médio de 94,3 + 2,9 mlO,.kg'.h"'. Apenas durante a menor tensdo ao que o peixe
foi exposto (10mmHg) é que foi observado uma redugéo significativa nos valores da VO, ,

atingindo 33.8 + 7.1 mlO,.kg'.h". A tensdo critica de O, (P,O,) para este grupo
experimental, calculada pela intersec¢@o das retas de regresséo obtida pelo método descrito

por Rantin et al. (1992), abaixo da qual a \'/O2 deixa de ser independente do O, disponivel e
o animal ndo consegue mais regular eficientemente sua tomada de oxigénio do meio, foi de
~16 mmHg (fig. 7).

Nao foram detectadas diferencas significativas entre os valores de \'/O2 obtidos
entre 140 e 80 mmHg (valor médio de 76,1 + 2,0 mlO..kg™".h™") no grupo Mcis. A partir da
tensdo de 60 mmHg a \'/O2 dos peixes do grupo Mcis reduziu-se progressiva e

significativamente (49.9 + 10.4 mlO,.kg".h™"), sendo que a P,O, calculada para este grupo
experimental foi de ~58 mmHg, como ilustra a fig. 10.

Comparativamente os valores das \'/O2 do grupo Mcis foram significativamente

inferiores aos do grupo Ctrl nas PinO, compreendidas entre 100 e 10 mmHg como mostra a
figura 11.
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TABELA 1. Valores médios do consumo de oxigénio (\'/O2 —mlO,.kg™.h™) de O. niloticus dos grupos
controle (Ctrl - n = 8) e exposto a microcistina (Mcis - n = 8, [ ]100 pg/Kg via ip), submetidos a
diferentes tensdes de O, da agua. Valores médios + 1 D.P. Os valores em negrito indicam diferenca
significativa em relagdo aos valores obtidos em norméxia. * diferenga significativa entre os grupos

experimentais (p < 0,05).

PinO, VO, (MLO,.kg™".h™)
(mmHg) Ctrl Mcis
140 98.1 £10.8 82.7£9.6
120 96.0 £12.5 80.8 + 10.1
100 *96.0£9.0 *72.318.0
80 *102.9+ 6.1 *68.5+12.9
60 *102.7 £ 9.7 *49.9+104
40 *98.7x7.3 *44.6 £9.2
20 *70.3+7.8 *31.2+8.6
10 *33.8+7.1 *16.9+7.4
160
140 -
* °
° °
120 - ° oo °
K
T, 100 % Lad ¢
= o o .‘ b L] Y Y
S 8- o o® ° ° %
TE' % ® o °
< 60 °
(@]
>
40 1
20 /9 16
O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
PiO, (mmHg)

FIGURA 9.. Efeito da redugao gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do respirébmetro
(PinO> — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg".h™) do grupo controle (n =

8) de O. niloticus. A seta representa a P.O..
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FIGURA 10. Efeito da reducéo gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do respirdmetro
(PinO2 — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg".h™") do grupo exposto a
microcistina (n = 8) de O. niloticus. A seta representa a P.O,
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FIGURA 11. Efeito da redugéo gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do respirdbmetro
(P02 — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VO,— mlO,.kg™.h™") dos grupos controle,
Ctrl (n = 8) e exposto a microcistina, Mcis (n = 8) de O.niloticus. Valores médios + 1 D.P. *:
diferenga significativa entre os grupos experimentais. Os simbolos vazios indicam
diferengas significativas em relagdo a normoéxia (p < 0,05).
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4.1.2. Ventilagio branquial (V; ), Freqiiéncia respiratoria (f) e Volume ventilatorio (V).

Os valores médios da ventilagio branquial (V;— miH,O.kg"'.min™"), da freqiiéncia

respiratéria (fg- ciclos respiratérios.min™) e do volume ventilatério, (V—— miIH,O.kg™.ciclo
respiratério™’) dos exemplares de O. niloticus do grupo controle (Ctrl) e do grupo exposto a
microcistina (Mcis), quando submetidos a diminuigao gradual da tensdo de O, da agua, sao
apresentados nas tabelas 2, 3 e 4 e representados graficamente nas figuras 12, 13 e 14.

A Vg do grupo Ctrl foi mantida constante desde norméxia até a PO, de 60 mmHg, a
partir da qual, aumentos progressivos € significativos foram registrados. O maior valor de
V,, foi registrado a 20 mmHg (6741.1 + 545.8 mIH,O.kg".min™"), valor esse quase 13 vezes
mais elevado que o obtido em normoéxia (522.5 + 177.0 mIH,O.kg™".min™).

No grupo Mcis, a Vg também foi mantida constante desde a norméxia até P;,O, de 60
mmHg, a partir da qual aumentos progressivos e significativos foram registrados, porém em
menor intensidade em comparacao ao grupo Ctrl. O maior valor de VG registrado para esse

grupo foi de 3134.5 + 983.9 mIH,O.kg'.min"', sendo esse valor 8 vezes maior do que o

encontrado em normoxia (388.0 + 130.5 mIH,0.kg™.min™).

TABELA 2.. Valores da ventilagdo branquial ( V- miH,0.kg™".min™) do grupo Ctrl (n = 8) e do grupo

Mcis ( n = 8, [ ]100 pg/Kg via i.p) de O.niloticus, em resposta a diminui¢cdo gradual na tensdo de O, da
agua. Valores médios = 1 D.P. Os valores em negrito indicam diferenga significativa em relagdo aos
valores obtidos em norméxia. * diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

(r:im"g;) V. (mLH,0.kg".min™)
Citrl Mcis
140 522.5+177.0 388.0 + 130.5
120 644.9 + 297.0 391.6 +103.2
100 *12475+336.3  *426.3 + 143.1
80 *1616.7 £297.0  *557.1+276.8
60 *2409.2+479.1  *971.8+534.6
40 *5603.1 +555.5 *2016.8 +733.8
20 *6741.1+545.8 *2977.5+824.8
10 *5790.6 + 659.6  * 3134.5 +983.9
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Figura 12. Efeito da redugdo gradual das tensbes de oxigénio da agua (P;;O. — mmHg) sobre a
ventilagdo branquial (Vg - mIH,O.kg™".min™") dos grupos Ctrl (n = 8) e Mcis (n = 8) de O.
niloticus .Valores médios + 1 D.P. *: diferenga significativa entre os grupos experimentais.
Os simbolos vazios indicam diferenga em relagdo aos valores obtidos em normoéxia (p
< 0,05).

Durante norméxia, a frequéncia respiratéria (f3) do grupo Ctrl foi de 52,1 + 7,9 ciclos
respiratérios.min”, mantendo-se constante até a P;,O, de 60 mmHg. Nas tensées de 40 e 20
mmHg a fz exibiu aumento significativo, porém durante a PO, de 10 mmHg
restabeleceram-se valores préximos aos vistos durante a norméxia. O maior valor da fg,
observado na P;,0, de 20 mmHg, foi de 73,4 + 8,4 ciclos respiratérios.min™, valor este 1,4
vezes maior que o observado em norméxia.

A fz dos peixes do grupo Mcis sO sofreu alteracbes significativas em relacdo &
normoxia, nas Pi,O. de 20 e 10 mmHg, durante todas as outras tensbes a fzr manteve-se
constante. O maior valor de fz encontrado para esse grupo experimental foi de 76,3 = 12,8
ciclos respiratérios.min” durante a tensdo de 20 mmHg, sendo esse valor 1,5 vezes maior
que o valor norméxico. Comparativamente a f; dos dois grupos nao apresentou diferencas

significativas.
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TABELA 3. Valores da freqliéncia respiratoria (f; — ciclos respiratérios.min”') dos grupo Ctrl (n = 8) e
Mcis (n = 8, [ ]100 ug/Kg via i.p) de O. niloticus, em resposta a diminuicao gradual na
tensdo de O, da agua. Valores médios £ 1 D.P. Os valores em negrito indicam diferenca
significativa em relagdo aos valores obtidos em norméxia (p < 0,05).

Pin0; f- (ciclos respiratorios.min™)
(mmHg)
Cirl Mcis
140 52,1+7,9 49,8 £ 6,9
120 57,0+9,2 543+8,2
100 59,1 +8,4 55,5+8,2
80 58,1 £ 6,7 59,0+ 6,5
60 59,6 £9,3 60,3+7,7
40 69,5 +8,5 65,8+ 7,6
20 73,4 +8,4 76,3+ 12,8
10 60,3+94 74,0 £17,3
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FIGURA 13. Efeito da redugdo gradual das tensdes de oxigénio da agua (P;;O, — mmHg) sobre a
freqUéncia respiratoria (fz — ciclos respiratérios.min’1) dos grupos Ctrl (n = 8) e Mcis (n = 8)
de O. niloticus. Valores médios + 1 D.P. Os simbolos vazios indicam diferengca em
relagdo aos valores obtidos em normoéxia (p < 0,05).



21

A gradativa diminuicdo da concentragcado de O, da agua do respirdbmetro provocou um
aumento significativo do volume ventilatério (Vr) do grupo Ctrl somente a partir de 60 mmHg.
O valor de V1 observado em normoéxia foi de 10,0 = 2,8 mIH,O.kg™”.ciclo respiratério™.
Durante a P,,O, de 10 mmHg, o V atingiu o valor maximo de 138,4 67,1 mIH,O.kg.ciclo
respiratério, valor este 13,8 vezes maior que o obtido em norméxia.

Assim como observou-se para o grupo Ctrl, o desenvolvimento da hipoxia gradual sé
acarretou aumentos significativos nos valores observados para o grupo Mcis a partir da
tensdo de 60mmHg. Durante a norméxia o valor do V; para esse grupo foi de 8,0 = 3,0
mlIH,O.kg".ciclo respiratério” e seu valor méaximo observado desenvolveu-se durante a
tensdo de 10 mmHg (41,1 + 22,2 mIH,0.kg ™ .ciclo respiratério”) sendo esse valor apenas 5,1
vezes maior do que o obtido em normodxia. Diferencas significativas entre os grupos
experimentais so6 foram observadas a partir da tensdo de 40 mmHg, sendo que os valores
vistos no grupo Ctrl foram significativamente superiores aos do grupo Mcis.

TABELA 3. Valores do volume ventilatério (V1 - mIH,0.kg ™ .ciclo respiratério™) do grupo Ctrl (n = 8) e
do grupo Mcis (n = 8, [ ]100 pg/Kg via i.p) de O. niloticus, em resposta a diminuigao
gradual na tensdo de O, da agua. Valores médios + 1 D.P. Os valores em negrito indicam
diferenga significativa em relagdo aos valores obtidos em normdxia. * indica diferenga
significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

(:xgg) V: (mLH,0.kg".ciclo resp.™)
Ctrl Mcis

140 10,0+ 2,8 8,0+3,0
120 11,143 74+27
100 20,3+ 11,6 7,7+23
80 27,8 £13,6 9,7+7,0
60 39,7+11,8 16,2+8,3
40 *79,8 £25,0 * 30,5 £ 33,2
20 *112,9 £+ 37,6 * 40,0 £24,9
10 *138,4 67,1 *41,1+ 222
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FIGURA 14. Efeito da redugdo gradual das tensdes de oxigénio da agua (PO, — mmHg) sobre o
volume ventilatério (Vr - miH,0.kg ™ .ciclo respiratério™) dos grupos Ctrl e (n = 8) e Mcis (n
= 8) de O. niloticus. Valores médios + 1 D.P. *: diferenga significativa entre os grupos
experimentais. Os simbolos vazios indicam diferenga em relagao aos valores obtidos
em norméxia (p < 0,05).

4.1.3. Extracao de oxigénio da corrente ventilatoria (EO,).

Os valores médios da extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO,) dos grupos
controle (Ctrl) e exposto a microcistina (Mcis) em resposta a diminuicao da tensao de O, da
agua de entrada do respirdbmetro, sdo apresentados na tabela 4. A representagao grafica
desses resultados pode ser observada na figura 15.

Os resultados mostram que houve uma diminuicdo significativa da EO, do grupo Cirl
nas P;,O, abaixo de 80 mmHg, partindo do valor de 79,4 + 4,5 %, observado em norméxia,
até o valor minimo de 37,7 £ 6,3 %, observado na P;,O, de 20 mmHg.

No grupo Mcis ,também houve uma reducdo significativa da EO, em relagdo aos
valores em normoéxia (70,3 £ 12,1 %), a partir da P;;O, de 80 mmHg, atingindo o valor
minimo de 21,1 + 6,2 %, na menor P;;0, (10 mmHg). Diferencas entre os grupos Ctrl e Mcis
s6 foram observadas nas tensdes de 20 e 10 mmHg, sendo os valores do grupo Mcis

significativamente inferiores aos do grupo Citrl.
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TABELA 4. Valores da extragao de O, da corrente ventilatéria (EO, - %) dos grupos Ctrl (n = 8) e
Mcis (n = 8, [ ]100 ug/Kg via i.p)de O. niloticus, submetidos a diminuigbes graduais na
tensao de O, da agua. Valores médios + 1 D.P. Os valores em negrito indicam diferenga
significativa em relagao aos valores obtidos em normoéxia.” indica diferenga significativa
entre os grupos experimentais (p < 0,05).

PinO, EO: (%)
(mmHg) Ctrl Mcis
140 79,4 +45 70,3 + 12,1
120 742+ 4,6 69,0+ 10,8
100 71,3+ 4,5 64,0 + 14,1
80 67,0+ 3,9 64,5+9,9
60 53,3 + 8,1 50,8 + 13,8
40 40,2+7,4 41,3+17,3
20 *37,7+6,3 *27,2+99
10 *39,1+5,3 *21,1+6,2
100
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FIGURA 15. Efeito da redugao gradual das tensdes de oxigénio da agua (P;;O, — mmHg) sobre a
extragao de O, (EO, - %) dos grupos Ctrl (n = 8) e Mcis (n = 8) de O. niloticus. Valores
médios + 1 D.P. Os simbolos vazios indicam diferenca em relacdo aos valores obtidos
em normoxia (p < 0,05).
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4.2. Freqliéncia cardiaca de O.niloticus submetido a hipéxia gradual

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores médios da freqliéncia cardiaca (f4- bpm) dos
grupos Ctrl e Mcis, submetidos a diferentes tensdes de O, na agua.

No grupo controle (Ctrl), os valores médios de fy obtidos em norméxia (61,6 £11,9
bpm) nao diferiram significativamente durante quase todas as P;,O,, a excegéo foi a tensdo
de 10 mmHg (33,6 £ 8,6 bpm), que apresentou uma queda de 45,5 % em relagdo ao valor
norméxico.

No grupo exposto a microcistina (Mcis), os valores médios da fy sofreram redu¢do em
relagdo ao valor normoxico (32,5 £ 2,6 bpm) apenas nas PO, 20 e 10 mmHg. O valor
minimo observado, foi de 19,8 = 5,6 bpm, na menor tensao utilizada nesses experimentos
(10 mmHg). A reducéo da fy na tensdo de 10 mmHg em relagcdo ao valor normdéxico foi de
39%.

Comparando-se os dois grupos experimentais, observou-se que os valores de fy do
grupo Mcis foram significativamente menores que os obtidos para o grupo Ctrl em todas as
tensdes de O, utilizadas no experimento (figura 16).

TABELA 5. Valores médios da freqiiéncia cardiaca (f, — bpm) de espécimes de O. niloticus do grupo
Ctrl (n = 8) e Mcis (n = 8, [ ]100 pg/Kg via i.p), submetidos a diferentes tensdes de O, na
agua. Valores médios + 1 D.P. Os valores em negrito indicam diferenca significativa em
relacdo aos valores obtidos em normoéxia. *: diferenga significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).

PinO, fu (bpm)

(mmHg) Ctrl Mcis
140 *61,6 £11,9 *325+2,6
120 *61,8+12,1 *32,5+3,2
100 *63,5+12,9 *33,0+24
80 *63,0+17,1 *32,0+34
60 * 60,6 13,7 *31,6+45
40 *58,8+16,7 *31,6+45
20 *450+11,8 *25,5+6,6

10 * 33,6 +8,6 *19,8 +5,6
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Figura 16- Efeito da diminuicdo da tensdo de O, da agua no desenvolvimento de freqliiéncia cardiaca
(fy — bpm) de espécimes de O. niloticus, dos grupos Ctrl (n = 8) e Mcis (n = 8). Valores
médios + 1 D.P. Os simbolos vazios indicam diferenca em relacdo aos valores obtidos
em normoéxia. * indica diferenca significativa entre os grupos experimentais. (p < 0,05).
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5. Discussao.

5.1. Respostas respiratdrias de Oreochromis niloticus submetido a hipdxia gradual.
5.1.1 Consumo de oxigénio (VOz) e tensao critica de O, (P:0,).

O consumo de oxigénio reflete a atividade metabdlica global de um animal em
resposta a fatores ambientais especificos, refletindo o gasto energético (MEHRLE &
MAYER, 1984). A taxa metabdlica de peixes normalmente é mensurada pelo consumo de
oxigénio, sendo que, quando o consumo de oxigénio é medido em fung¢do da reducéo da

pressao parcial de oxigénio da agua, os peixes podem ser: (l) conformistas - a \'/O2 se reduz

de maneira uniforme com a diminuicdo do oxigénio ambiental, ou (Il) reguladores - a VO,
permanece relativamente constante com a redugao do oxigénio ambiental desde o valor de
saturacdo até a tensdo critica de oxigénio (PcQ,), abaixo da qual a VO, se reduz com a
diminuigdo da pressao de oxigénio ambiental, provavelmente devido a redugéo 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).

Nosso estudo reforga os resultados prévios de Fernandes & Rantin (1989) e Kalinin
et al., (1999), os quais mostraram que a espécie Oreochromis niloticus é oxirreguladora, ja
que a VO, manteve-se constante, independente da PO, ambiental até a sua pressao critica
de oxigénio (PcO,) ser atingida. Contudo, os resultados do presente estudo indicam que a
exposicdo & microcistina — LR (MC-LR) n&o s6 reduziu os valores de VO,em condicées
hipdxicas, como também aumentou significativamente a PcO,, reduzindo a capacidade de
manter a tomada de O, constante, diminuindo as chances de sobrevivéncia em ambientes
hipéxicos.

No presente estudo, o valor médio da VO, observada para o grupo Ctrl (98,1 + 10,8
mlO,.kg".h™") durante norméxia foi superior ao descrito por Fernandes & Rantin (1989), de
58,7 18,0 e Delavechia (1994), de 63,7 + 2,4, porém ficou proximo ao descrito por Thomaz
et al. (2009), que encontraram valores da ordem de 99,4 + 7,4 mlO,.kg".h".em condicbes
normoxicas. A metodologia empregada no presente trabalho foi a mesma apresentada por
Thomaz et al. (2009), sendo esse provavelmente o motivo da semelhanga de resultados.

A PcO, calculada para O. niloticus do grupo Ctrl, no presente trabalho, foi de 16
mmHg. Este valor de PcO, esta de acordo com o descrito por Delavechia (1994) que foi de
20 mmHg e Fernandes & Rantin (1989) que ficou em torno de 18 mmHg para a espécie em
questao, assim como com os descritos para outros teleésteos de agua doce, a exemplo de,
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Cyprinus carpio, 20mmHg, (OTT et al., 1980), Hoplias malabaricus, 18 mmHg (KALININ,
1991) e Hoplias lacerdae (RANTIN et al., 1992).

Os ambientes tropicais, devido as suas elevadas temperaturas, expdem as espécies
tropicais a hipéxia ambiental, sendo que os baixos valores de P.O, podem representar uma
vantagem adaptativa, pois permitem uma maior capacidade de regular a tomada de O, do
meio (FERNANDES & RANTIN, 1989). Dessa maneira, o baixo valor da PO, observado em
O. niloticus pode ser um mecanismo adaptativo dessa espécie, sugerindo a capacidade em

manter a VO, em ambientes com baixas tensdes de O,.

A inoculagédo intraperitoneal de MC-LR aumentou significativamente a P.O, de
Oreochromis niloticus, de ~16 para ~58 mmHg. Dessa maneira, a microcistina reduziu a

capacidade de manter a tomada de O, constante, fazendo com que a VO, da espécie passe

a ser dependente da concentracdo de O, do meio em tensées de O, mais elevadas,
reduzindo sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes hipéxicos.

Ainda nao existem na literatura, trabalhos que relatem os efeitos da exposicdo a
microcistina sobre parametros cardio-respiratérios de peixes e, pelo que temos
conhecimento, o presente estudo € pioneiro nessa linha de pesquisa. Entretanto algumas
hipéteses para a diminuicdo na capacidade de O. niloticus manter sua VO, constante

podem ser discutidas.

Diversos estudos em peixes teledsteos tém demonstrado os efeitos da microcistina-LR
e suas variantes sobre 6rgaos como figado, branquias, rins, coracao entre outros. Prieto et
al. (2006) descreveram aumentos significativos na atividade do sistema antioxidante de O.
niloticus durante a exposicéo a 500 pg.Kg™ de peso corpéreo injetados intraperitonealmente.
Além da ocorréncia de estresse oxidativo, os autores observaram lipoperoxidacdo em
branquias, figado e rins de O. niloticus. Segundo Davis (1975) e Steffensen (2006), os
peixes oxirreguladores quando sdo expostos a tensdes de O, abaixo de sua P;O,, sofrem
reducdo de sua taxa metabdlica de acordo com a diminuicdo da pressdo de oxigénio
ambiental. Ainda de acordo com os autores, isso ocorre provavelmente devido a reducao
gradual na eficiéncia dos mecanismos homeostaticos envolvidos na tomada de O, pelas
branquias e na difusdo do gas para os tecidos. O fato do grupo exposto a microcistina
apresentar P.O, aumentada indica que a homeostase descrita pelos autores pode estar
sendo, de alguma maneira, alterada pela agdo dessa cianotoxina, seja na tomada de O, ou
na difuséo até os tecidos.

Sabe-se que o figado é o érgdo mais afetado pela acdo da MC-LR (JOS et al., 2005;
FISCHER & DIETRICH, 2000; PRIETO et al, 2007), embora outros 6rgaos como rins e
branquias também exibam efeitos da toxina (RABERGH et al., 1991; CARBIS et al., 1997,
ZHANG et al, 2007).
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A ocorréncia de alteragdo na homeostase pode estar relacionada a mudangas na
capacidade do sangue em transportar oxigénio, provavelmente por uma possivel queda na
proporcao de eritrocitos no sangue (hematocrito) e na concentracdo de hemoglobina, com
consequiente diminuicdo do transporte de O,. Estudos vém demonstrando que a
microcistina, ao lesar os tecidos hematopoiéticos de peixes teledsteos como baco, figado e
principalmente rins (QUENTEL & OBACH, 1992; MATUSHIMA, 1995), acaba por interferir
na constituicdo do sangue desses peixes (ZHANG et al, 2007; JONES, 1971; KATHARIOS
et al, 2002), com consequéncias diretas no transporte de oxigénio.

Como os rins sdo os mais importantes érgdaos hemogénicos em peixes (OSAKI, 1982),
€ possivel que a injecdo intraperitoneal de MC-LR possa ter resultado em hipofuncao desse
6rgao a qual, aliada aos danos ocorridos no figado, pode ter induzido um quadro de anemia,
que poderia ter influenciado o aumento da P.O, observado no grupo exposto a microcistina
(Mcis). Tal quadro foi descrito por Zhang et al (2007) para a carpa cruciana, Carassius
carassius, submetida a injegdes de microcistina i.p de 50 e 200 pg.Kg™' de peso corpéreo.

5.1.2. Ventilacdo Branquial (VG), Freqliiéncia Respiratéria (fz) e Volume Ventilatorio

(V1)

Interacdes adaptativas entre fatores ambientais, como baixos niveis de oxigénio da
agua, e mecanismos respiratérios em peixes séo inevitaveis, a fim de se manter o gradiente
de transferéncia do oxigénio da agua para os tecidos (FERNANDES & RANTIN, 1989).

A manutencdo da homeostasia respiratéria depende da capacidade de mobilizar
mecanismos compensatérios, como o aumento na ventilacdo branquial, para manter o
gradiente de oxigénio entre a agua € o sangue o0 mais elevado possivel, assegurando assim
a eficiéncia nas trocas gasosas (FERNANDES & RANTIN, 1989).

Aumentos na ventilagdo branquial (Vg ), como resposta primaria & redugéo na tensao
de oxigénio ambiental, foram observados em varias espécies de peixes, como pacu,
Piaractus mesopotamicus (KALININ et al., 2000), traira, Hoplias malabaricus, trairdo,
Hoplias lacerdae (RANTIN et al., 1992), carpa comum, Cyprinus carpio (SAUNDERS, 1962;
LOMHOLT & JOHANSEN, 1979), entre outras.

No presente estudo, verificaram-se aumentos significativos na ventilagdo branquial (

Vi) de ambos os grupos experimentais frente & exposi¢cdo a hipdxia gradual. O aumento

exibido por ambos os grupos na V. foi caracterizado pelo maior aumento no volume

ventilatério (V+), (cerca de 13,9 vezes no grupo Ctrl e 5,1 no grupo Mcis) em relagcdo a
freqliéncia respiratoria (fz), (cerca de 1,4 vezes no grupo Ctrl e 1,5 no grupo Mcis).



29

Varios estudos apontam para diferentes estratégias utilizadas pelos teledsteos para o
ajuste da ventilacdo branquial durante periodos hipdxicos. Uma estratégia utilizada por
esses animais é o aumento na V resultante de um maior aumento na fz do que no Vr. Tal
resposta foi encontrada em estudos com a carpa comum, C. carpio (MARVIN & HEATH,
1968), “bluegill sunfish”, Lepomis macrochirus (LOMHOLT & JOHANSEN, 1979) e pacu, P.
mesopotamicus (AGUIAR et al., 2002).

Entretanto, a estratégia mais comumente observada em peixes teledsteos se baseia
em um maior aumento no Vr em comparagao a fz. Entre os animais que apresentam esse
tipo de resposta estio: tilapia-do-nilo, O. niloticus (FERNANDES & RANTIN, 1989; KALININ
et al., 1999), traira, H. malabaricus (KALININ et al., 1993), curimbata, Prochilodus scrofa
(FERNANDES et al., 1995) e cascudo, Hypostomus regani (MATTIAS et al., 1998).

A estratégia de um maior aumento do V; em comparagéo a fz €, do ponto de vista
metabdélico, a forma mais eficaz de aumentar a V4 (JOHANSEN et al., 1967). De acordo
com Rantin et al. (1992), a utilizacdo desta estratégia baseia-se no baixo custo para a
manutencdo da velocidade e constancia da contracdo muscular, enquanto que uma alta
freqiéncia de contragéo € limitada pelo trabalho muscular contra uma alta viscosidade da
agua ventilada.

Durante a normoxia, os valores da VG de ambos os grupos nao diferiram de forma

significativa. Durante o desenvolvimento da hipdxia gradual, os valores de VG do grupo Citrl
chegaram a aumentar até 13 vezes na tensdo de 20 mmHg enquanto que, no grupo Mcis,
0s aumentos nos valores da V foram da ordem de 8 vezes, representando um decréscimo

de 38,5% na capacidade de elevar sua ventilagcao branquial.
De acordo com a "equacao fundamental da fisiologia respiratéria” (DEJOURS, 1981),

(Vs/VO,).EQ;. PO, =1,

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

corrente ventilatéria (EO,). Como a capacidade de aumento na EO, é muito limitada em
peixes, 0 aumento na V; é necessario para a manutengéo da VO, (KALININ, 1996). Na
ciéncia de que ao aumento na ventilagdo branquial é necessario para a manutencao da
\'/O2 constante, perdas na capacidade de aumentar os valores da \'/G tendem a dificultar a

sobrevivéncia desses animais em ambientes hipoxicos.

Portanto, a exposigdo a MC-LR impossibilitou de alguma maneira o desenvolvimento
normal das respostas respiratérias no grupo Mcis, dado que apesar desse grupo exibir o
mesmo tipo de estratégia respiratéria do grupo Cirl, sua amplitude de resposta foi

consideravelmente menor.
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5.1.3. Extracdo de O, da Corrente Ventilatoria (EO,).

A espécie estudada, Oreochromis niloticus, apresenta elevados valores de extragao
de O, da ordem de 75 — 80% (FERNANDES & RANTIN, 1989; KALININ,1996;
DELAVECHIA, 1994). Outras espécies estudadas também apresentam valores altos de EO,,
dentre elas estao: o tambaqui, C. macropomum, o pacu, P. mesopotamicus, o curimbata, P.
scrofa, a traira, H. malabaricus e carpas, todas apresentando valores de EO, em norméxia
superiores a 70 %. (KALININ, 1996; CORREA, 1996; GUERRA, 1992; FERNANDES et al.,
1995; MATTIAS et al., 1996; SAUNDERS, 1962).

No presente estudo, observou-se valores de EO, em norméxia de 79,4% para o
grupo Ctrl e de 70,3 % para o grupo Mcis. Em ambos os grupos a EO, manteve-se constante
até a tensdo de 80 mmHg e, abaixo desta PO,, a mesma reduziu-se gradativamente até
atingir os valores de 39,1 % para o grupo Ctrl e 21,1 % para o Mcis na menor tensao
analisada (10mmHg). O mesmo padrao de resposta foi observada por Fernandes & Rantin
(1989) e Thomaz (2008).

Embora O.niloticus tenha apresentado reducdes na extracdo de O, frente a
exposicao a hipoxia gradual, a extragao apresentada por essa espécie foi tao alta quanto de

outras espécies ja estudadas. O aumento na \'/G enquanto a EO, se mantém relativamente

alta e constante constitui uma das mais importantes compensagdes respiratérias durante
redugdes na PO, ambiental (FERNANDES & RANTIN, 1989).

Segundo Steffensen et al, (1982), uma comparacdo entre peixes nos diferentes
niveis de tolerancia a hipdxia indica que as espécies que sao mais tolerantes possuem

grande potencial de aumento de sua ventilagdo branquial (Vg), enquanto mantém a

extragdo de O, em niveis constantes.

No presente estudo, os valores de EO, dos grupos experimentais foram
significativamente diferentes nas tensbes mais hipoxicas (20 e 10 mmHg). Quando
comparados aos valores normoxicos, a EO, do grupo Mcis reduziu-se ~27,9 % na tensao de
20 mmHg e 46,1 % na tensdo de 10 mmHg a mais do que a redugdo observada no grupo
Ctrl.

Carbis et al (1997) verificaram necrose em células de branquias de Cyprinus carpio
expostas a floragbes de cianobactérias produtoras de microcistina. Prieto et al (2006) e
Prieto et al (2007) mostraram que a exposicao de O. niloticus a microcistina em doses sub-
letais (500 pg.Kg™ de peso corpéreo) causa estresse oxidativo com subseqiiente destruicao
celular (lipoperoxidagdo) em vérios 0rgaos, inclusive em branquias. A destruicdo celular
ocasionada pela lipoperoxidagdo induzida por estresse oxidativo, descrita por esses autores,
pode estar diminuindo a capacidade das branquias em manter a extracdo de oxigénio
relativamente alta e constante durante a hipoxia severa (20 e 10 mmHg). Como ja citado
acima, Steffensen (1982) afirma que espécies tolerantes a hipdxia exibem grande potencial
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de aumento da Vgcom concomitante manutencdo da EO,. Em nosso estudo, tanto a

capacidade de aumentar a VG quanto de manter a EO, se mostram comprometidas no

grupo Mcis, diminuindo em muito as chances de sobrevivéncia desses animais em

ambientes hipoxicos.

5.2. Freqliéncia cardiaca de Oreochromis niloticus submetido a hipoxia gradual.

A fy vém sendo utilizada como indicador de efeitos tdxicos de contaminantes
ambientais em peixes, e redu¢des em seus valores com concomitantes aumentos na
ventilagcdo branquial sdo respostas comuns em peixes expostos a uma variedade de
xenobiéticos (TEUSCHLER et al., 2005; HEATH, 1995).

No presente estudo, os valores médios da f, do grupo Ctrl em normdxia mantiveram-
se constantes em ~61 bpm e apresentaram queda significativa apenas na menor tensao
analisada (10mmHg). Esses valores encontrados para a f; sdo maiores do que os
observados por Thomaz et al (2009), mas estado proximos aos verificados para espécies de
peixes tropicais como o pacu, P. mesopotamicus (50 bpm; RANTIN et al., 1998) e o
tambaqui, C. macropomum (48 bpm; RANTIN & KALININ, 1996).

Segundo Farrell (1984), o reflexo bradicardico produzido pela hipdxia pode ser
valioso para assegurar a performance do coragdo durante a hipdxia do miocardio. Assim a
reducao da fy de O. niloticus nas tensdes proximas da P.O, provavelmente preserva o gasto
energético do coragdo quando a disponibilidade de O, se torna reduzida. Aléem disso, a
bradicardia aumenta o tempo de residéncia do sangue dentro do ventriculo, o que poderia
permitir um aumento da extracdo de O, pelo proprio miocardio esponjoso. Apesar de
sugerirem que a bradicardia aumenta a eficiéncia da transferéncia de gases nas branquias
pelo desenvolvimento da sincronia cardio-respiratéria, Glass et al. (1991) questionam até
que ponto a bradicardia hipdoxica é apenas um reflexo compensatério e ndo uma
consequéncia do sofrimento miocardico imposto pelas baixas tensées de O,, uma vez que
abaixo da PcO, é normalmente acompanhada de alteragdes eletrocardiograficas indicativas
de isquemia miocardica.

No presente trabalho, a f; do grupo Citrl foi significativamente superior a do grupo
Mcis em todas as tensdes analisadas, que apresentou bradicardia significativa ja a partir da
tensdo de 20 mmHg, diferentemente do grupo Cirl, que apresentou tal resultado apenas na
tensdo de 10 mmHg. Apesar da resposta bradicardica a hipéxia do grupo Mcis ter sido
semelhante a do grupo Ctrl, o grupo Mcis apresentou valores de f; significativamente
menores desde 0s seus valores norméxicos (cerca de ~47%). Esses resultados indicam que
de alguma maneira a exposicdo a MC-LR prejudica o funcionamento normal do coragao de
O. niloticus.
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Atencio et al (2008), submeteram exemplares de O. niloticus a injecbes
intraperitoneais de MC-LR ( 500 ug.Kg™ de peso corpéreo) e, além de danos a érgdos como
figado e rins, verificaram a ocorréncia de histopatologias nos miécitos cardiacos. Dentre
essas alteracbes foram observadas miopatias com processos de fibrolise e edema
generalizado nos cardiomiécitos. Segundo os autores, esses resultados provavelmente
foram devidos a acdo da MC-LR diretamente no tecido cardiaco. Esses resultados reforgam
nossa tese de que a MC-LR, através de seus mecanismos de agdo nas células, pode ter
lesionado o tecido cardiaco de O. niloticus no presente estudo, impossibilitando o
funcionamento normal do coragéo.

5.3. Mecanismos gerais da toxicidade da MC-LR.

As microcistinas sdo potentes inibidoras das proteinas fosfatases serina/treonina
especificas, como a PP1 e a PP2A, através de sua ligacdo no sitio catalitico dessas
enzimas (MCKINTOSH et al, 1990; GULLEDGEA et al, 2002). A fosforilacido e
desfosforilagdo de proteinas € um processo dinamico e uma importante via para a regulagéao
das atividades de muitas proteinas nas células. Esse processo é catalisado pelas quinases
e fosfatases. Portanto a inibicdo dessas enzimas pode ter sérios impactos na homeostase
celular.

Dessa maneira, a aguda toxicidade das microcistinas pode ser explicada pelo fato de
que a inibicdo dessas fosfatases (PP1 e PP2A) leva a uma excessiva fosforilacdo de
proteinas e a alteragbes no citoesqueleto, perda da forma celular com subseqiiente
destruicao de células, principalmente as células hepaticas, o que pode causar hemorragia
intra-hepatica ou insuficiéncia hepatica, com desenvolvimento de necrose no tecido hepatico
(VAN APELDOORN et al, 2007).

Além da inibicdo das fosfatases, as microcistinas podem também afetar os sistemas
de reparo de DNA e expressdo de genes (DOUGLAS et al, 2001; ARIZA et al, 1996), e
parece poder interagir com as mitocondrias de tecidos animais e causar estresse oxidativo e
apoptose celular. (PRIETO et al, 2009; ZHANG et al, 2008).

Alguns estudos demonstraram que a capacidade de penetracdo da MC-LR na
membrana celular é baixa, indicando que a toxina requer um mecanismo ativo de captacao.
Fischer et al, (2005) explicaram a hepatotoxicidade da MC-LR através do transporte dessas
toxinas mediado por peptideos transportadores de &nions organicos (OATP), uma
superfamilia de transportadores de membrana que sdo expressos principalmente nos
hepatécitos. Isso explica porque geralmente o efeito da MC-LR em peixes é visto

inicialmente no figado e posteriormente em outros érgdos como branquias e rins.
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Em mamiferos, existem dois grandes sistemas de transporte de &cidos orgénicos:
um sistema sddio-independente e um sistema sodio-dependente (VAN MONTFOORT,
2003). Em contraste, no figado de peixes como a raia, Raja erinacea (BOYER et al, 1993;
FRICKER et al, 1987), e a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, (RABERGH et al, 1994), o
sistema sodio-dependente estd ausente. Particularmente, o sistema de transporte sédio-
independente possui um largo espectro de acao. Ele transporta, além de sais biliares, acidos
biliares, esterdides e varios peptideos lineares e ciclicos, dentre os quais se inclui a MC-LR.
Portanto, esse sistema é o provavel transportador da MC-LR em peixes. A MC-LR é
rapidamente captada no trato gastrintestinal e é transportada até os tecidos via corrente
sanguinea (FISCHER et al, 2000).

Como dito anteriormente, os OATPs sao um sistema multiespecifico que esta
expresso em diferentes tipos de células como enterécitos, hepatécitos e células epiteliais
renais € em 6rgaos como coragdo, pulmdes, baco, pancreas, cérebro e barreira hemato-
cefélica (FEURSTEIN et al, 2009), sendo que a distribuicado da MC-LR nos tecidos é
dependente do grau de perfusdo sanguinea e do nivel de expressao dos OATPs. Portanto, o
primeiro fator limitante para a agao toxica da MC-LR na célula é a sua entrada, sendo que

uma vez dentro da célula seu modo de acao sera praticamente o mesmo.

Os resultados do presente estudo mostram que possivelmente varios tecidos foram
lesados pela agao da MC-LR e o mais importante, fornece indicios de que a homeostase do

animal estava prejudicada.

Como o presente estudo se prop6s a analisar os efeitos da MC-LR in vivo, € mais do
que necessario se levar em conta os efeitos dessa toxina no organismo como um todo e sua

interferéncia na manutencdo da homeostase.
Sendo assim, pode-se inferir que a relagdo entre 0 aumento na PcO,, a diminuigao
da VOZ, a diminuicdo na capacidade de aumentar a VG, a queda na EO, durante hipoxia

severa e a reducgao na freqténcia cardiaca do grupo Mcis reflete mais do que o efeito dessa
toxina sobre cada estrutura em particular, como eritrcitos, branquias, figado e coragdo, mas
um efeito global da toxina sobre o organismo em sua atividade normal, diminuindo suas
chances de sobrevivéncia em seus habitats naturais.



35

6. Conclusoes

O estudo das respostas cardio-respiratorias de tilapias-do-nilo, Oreochromis niloticus,
em situacao controle e apds 48 h de injecao intraperitoneal de microcistina-LR (MC-LR - 100
ng.Kg™' de peso corpéreo) permitiu as seguintes conclusdes:

a. A exposicdo a MC-LR reduziu a capacidade de manter a taxa metabdlica constante
durante hipdxia gradual, causando tanto a diminuicdo da propria taxa metabdlica (

VO, ) quanto o aumento da tensao critica de O, (PcO,).

b. A exposicdo a MC-LR ndo alterou o padrdao das respostas respiratérias em
comparacao ao grupo Ctrl durante a reducao gradual na PO,, entretanto a magnitude

dos aumentos da ventilacdo branquial (VG) e do volume ventilatério (V1) foi

consideravelmente menor. Esse fato indica que a MC-LR altera os mecanismos
homeostaticos, impossibilitando dessa forma a manutencdo de uma resposta
respiratdria normal frente a hipdxia ambiental;

C. A capacidade de manter a extragcdo de O, da corrente ventilatéria (EO,) durante
hipdxia severa foi significativamente reduzida pela exposi¢cdo a MC-LR;

d. Os menores valores de frequéncia cardiaca in vivo (fy) do grupo exposto a MC-LR
durante a redugado gradual na PO,, quando comparados aos controle indicam que
esta toxina, através de seus mecanismos de acao nas células, pode ter lesionado o
tecido cardiaco de O. niloticus no presente estudo, impossibilitando o funcionamento

normal do coracéo.

e. Em conjunto, os resultados do presente trabalho mostraram que a exposicao a MC-
LR pode reduzir as chances de sobrevivéncia da espécie estudada em ambientes
hipéxicos.
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