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Resumo

O fipronil (Fpn) é um inseticida fenil-pirazolico amplamente utilizado para
controle de pragas na agricultura e em animais domeésticos. Pode ser aplicado desde doses
muito baixas até muito altas para controle efetivo de insetos resistentes ou tolerantes a outras
familias de inseticidas. O Fpn atua como blogueador dos canais de cloreto acoplados aos
receptores GABA e aos receptores glutamatérgicos, estes ultimos sdo alvo inseto-especifico
ndo presente nos vertebrados. O objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos da
exposicdo aguda (96 h) em concentracdes subletais (4,23u.Kg™) do pesticida Fpn, adicionado
em sedimento artificial, sobre a funcéo cardiaca in vitro do cascudo Hypostomus regani. Nao
foi encontrada diferenca na massa ventricular relativa do grupo controle quando comparado
ao grupo exposto ao Fpn. As preparacoes ventriculares do grupo exposto ao Fpn apresentaram
maiores valores de forca de contracdo (Fc) e menores valores das relacdes entre os parametros
tempo-dependentes e a Fc (tempo para o pico de tensdo — TPT/Fc, e tempo para metade do
relaxamento — THR/fc) nos protocolos do tempo experimental, incrementos na frequéncia de
estimulacdo e incrementos de Ca?* na solucio fisiologica. Adicionalmente, 0 grupo exposto
manteve a Fc até a frequéncia 2,6 Hz, enquanto o grupo controle manteve até a frequéncia 2,0
Hz. Ambos o0s grupos ndo apresentaram potenciacdo da Fc apds pausa diastdlica ndo
fisiologica, indicando que o reticulo sarcoplasméatico (RS) ndo é funcional para a
contratilidade dessa espécie. Corroborando com esse resultado, a técnica de Western Blot
revelou que a SERCA2 ndo foi expressa em ambos 0s grupos experimentais, tais resultados
indicam que o Ca?* para a contragdo do ventriculo de H. regani é proveniente do meio
extracelular. A substituicdo do NaCl por LiCl na solu¢do fisioldgica causou um inotropismo
negativo no grupo exposto, adicionalmente, os incrementos de Ca?* provocaram um
inotropismo positivo no grupo exposto, indicando que o efeito cardiotdnico e a maior
dindmica de contracdo causados pela exposicdo ao Fpn é devido provavelmente a uma maior
expressao e/ou atividade do NCX no grupo exposto. O bloqueio da bomba Na*/K*-ATPase
provocou um inotropismo negativo em ambos 0s grupos, provavelmente devido a uma
sobrecarga de Ca®* intracelular. A capacidade de bombeamento cardiaco (CBC) do grupo
exposto foi superior que o grupo exposto em todas as frequéncias de estimulacdo, devido a

provavel maior atividade e/ou expressdo do NCX no grupo exposto.



Abstract

Fipronil (Fpn) is a phenyl-pyrazolic insecticide widely used for pest control in
agriculture and livestock. It can be applied in very low doses as well as very high
concentrations for the effective control of insects that show some resistance or tolerance to
other families of insecticides. Fpn acts a blockers of chloride channels coupled to GABA and
glutamate receptors, the latter are insect-specific targets not present in vertebrates. The aim of
this study was to evaluate the possible effects on cardiac function of Hypostomus regani. of
acute exposure (96 h) to sublethal concentrations (4.23 p.Kg?) of the pesticide Fpn, mixed
into an artificial sediment. There was no difference in relative ventricular mass of the control
group when compared to the group exposed to the Fpn. Ventricular strips from the Fpn
exposed group exhibited showed higher twitch force (TF) and lower relationships between
time-dependent variables and TF (time to peak tension - TPT/TF, and time to half relaxation -
THR/TF) in response to increases in the frequency of stimulation or elevations of Ca?* in
physiological solution. Additionally, the exposed group maintained TF until a frequency of
2.6 Hz, while the TF of controls was only maintained until 2.0 Hz. Neither group showed
potentiation of TF after non-physiological diastolic pause, indicating that the sarcoplasmic
reticulum (RS) is not functional for contractility in this species. Corroborating that result,
Western blots showed that SERCA2 was not expressed in either experimental group, these
results indicate that the Ca?* provided for ventricular contraction of H. regani is of
extracellular origin. The replacement of NaCl with LiCl in saline caused negative inotropy in
the exposed group, additionally, increments of Ca?* caused positive inotropism in this group,
indicating that the cardiotonic effect and greater contraction dynamics caused by exposure to
Fpn were probably due to an increased expression and / or activity of NCX. Blocking of
Na*/K* pump led to a negative inotropism in both groups, presumably due to an overload of
intracellular Ca?*. The cardiac pump capacity (CPC) of the exposed group was higher than the
control group at all stimulation frequencies, probably due to increased activity and / or

expression of NCX in the Fpn-exposed group.
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1. Introducéo

Cerca de 75% da superficie da Terra é coberta por 4gua, no entanto mais de
97% desse volume € de agua salgada. As principais fontes de agua potavel sdo os rios e lagos,
que constituem menos de 0,01% do total de agua do planeta (BAIRD, 2002). Muitas
modificagdes ambientais podem ser provocadas por atividades antropogénicas, causando
mudangas na estrutura dindmica de um ecossistema. Os ambientes aquaticos muitas vezes se
tornam receptaculos temporarios ou finais de uma grande quantidade e variedade de
poluentes, sejam eles lancados ao ar, ao solo, ou diretamente nos corpos de agua (RAND,
1995).

O Brasil possui aproximadamente 18% do potencial hidrico superficial
utilizavel do planeta (SETTI, 1998). Além disto, é também um pais com grande destaque na
agropecudria mundial, sendo o agronegocio um setor essencial na economia do pais. De
acordo com o Ministério da Agricultura, o Brasil é um dos principais produtores e
exportadores de diversos produtos agropecuarios. E o maior produtor e exportador de agucar,
etanol, café, cana-de-acucar, e suco de laranja, e é o lider do ranking das vendas do complexo
soja (farelo, dleo e grao) (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014). O mercado brasileiro
de agrotdxicos cresceu 190 % nos ultimos 10 anos, enquanto o mercado mundial cresceu 93
%, e desde 2008, quando ultrapassou os Estados Unidos, o Brasil € o maior consumidor de
agrotdxicos do mundo (ANVISA, 2014).

Os xenobioticos, compostos organicos de origem sintética ou natural, atingem
0S ecossistemas aquaticos de varias maneiras, sendo que as principais sdo a descarga
proveniente de efluentes industriais, derrames acidentais de lixo quimico e o esgoto
domeéstico. Isto torna tais ecossistemas mais sujeitos a contaminacdo por uma variedade de
agentes toxicos como metais pesados, agrotdxicos, compostos organicos e outros
contaminantes, os quais podem ser incorporados pelos tecidos de invertebrados e vertebrados
que habitam esses ambientes (COOPER, 1993; LIVINGSTONNE, 1998, 2001).

Os agrotoxicos ou defensivos agricolas sdo compostos que podem controlar a
presencga ou causar a morte de um ou mais organismos indesejaveis. O registro mais antigo de
sua utilizacdo é a queima de enxofre contra insetos, para fumigar os lares gregos, cerca de
1000 a.C. (BAIRD, 2002). Atualmente os agrotoxicos séo utilizados para a otimizacdo das
culturas, produzindo mais em menos tempo. Apesar dos beneficios para a producéo, existe a

preocupacdo com as intoxicagOes que estes pesticidas podem causar, sobretudo pelo fato que



essas intoxicagOes acontecem pela ingestdo gradual destes produtos que podem estar
presentes no solo, agua, e em uma variedade de alimentos (RISSATO et al., 2004).

As propriedades destes compostos, como a alta toxicidade para uma grande
variedade de pragas, e a acdo por um longo tempo, impulsionaram pesquisas e descobertas de
outros compostos organicos sintéticos. Entre eles estdo os organofosforados (paration,
triclorfon, malation, diazimon), carbamatos (carbofuran, vetomil, aldicarb), piretroides
(flumetrina, cipermetrina, deltametrina, decametrina, permetrina, bifentrina), organoclorados
(lindano, endossulfan, heptacloro, aldrin, dieldrin), e os fenil-pirazélicos (fipronil e etiprole)

Esses compostos muitas vezes exercem efeitos em organismos diferentes dos
alvos da aplicacdo, o que pode alterar o equilibrio dindAmico de um ecossistema (PERET
2009). De acordo com Pimentel e Levitam (1986), do total de pesticidas aplicados, em média
apenas 0,1% do composto atinge os organismos alvo, o que torna a maior parte disponivel ao
ambiente, contaminando-o.

Vaérios defensivos agricolas foram proibidos devido a constatagdo de efeitos
prejudiciais e acumulativos, que ocorre pela transferéncia de pequenas quantidades ao longo
de cadeias troficas, fendmeno denominado biomagnificacdo tréfica (JORGENSON, 2001).
Muitas vezes a administracdo desses produtos é realizada de maneira inadequada e seu uso
indiscriminado pode trazer consequéncias gravissimas ao meio biético e abidtico.

Os agrotoxicos podem alcancar os ambientes aquaticos através da aplicacdo
intencional, deriva (movimento das gotas provenientes de pulverizacdo fora da area alvo),
lixiviacdo (lavagem do solo pela chuva, provocando o carreamento de substancias para corpos
d’agua) e percolacdo (deslocamento da gua atraves do perfil dos solos), que pode ocasionar a
contaminacdo de lencois freéticos, local de dificil descontaminacdo (NETO; SIQUEIRA,
2005; TOMITA; BEYRUTH, 2002; ZILBERMAN, 1997; EDWARDS, 1973).

No ambiente aquatico, o agrotoxico pode se ligar ao material particulado em
suspensdo na coluna d’agua, se depositar no sedimento, permanecer dissolvido na coluna
d’agua, ou ser incorporado pelos organismos, que o degradam ou o acumulam em seus tecidos
(NIMMO, 1985; PERET 2009).

A maioria dos agrotoxicos €& encontrada em baixas concentragdes nos
ambientes aquaticos o que se deve, entre outros fatores, a baixa solubilidade dos mesmos e ao
efeito da diluicdo. Entretanto, existe a possibilidade de que altas concentragcdes ocorram apos
eventos de chuvas fortes, particularmente em corpos d’agua cujo entorno tenha sido
recentemente tratado com altas doses de pesticidas. N&o existe um grau de seguranga

previsivel para agrotoxicos em corpos d’agua, pois o desenvolvimento de biomagnificagao



tréfica pode elevar consideravelmente os efeitos toxicos nos organismos (DORES; FREIRE,
2001).

Existem poucas informacgfes sobre 0s possiveis prejuizos que os agrotdxicos
podem causar em ecossistemas aquaticos, mas sabe-se que 0 risco de transporte desses das
lavouras para a rede hidrografica pode resultar em acdo tdxica direta ou indireta sobre
organismos ndo-alvos, pela alteracdo do habitat dos organismos ou interferéncia na cadeia
alimentar (NAKAGOME et al., 2007).

A resolugdo CONAMA 20/86 (atualmente revisada para a Resolucdo
CONAMA 357/05), estabelece a concentragdo maxima permitida de diversas substancias,
dentre elas os agrotdxicos, de acordo com os diferentes tipos de &gua. Entretanto, ainda néo
existem limites definidos para a presenca de compostos fenil-pirazélicos como o fipronil em
corpos d’agua no Brasil.

Os defensivos agricolas podem também se manter nos alimentos nos quais séo
aplicados. O relatério do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) de 2012, que coletou e analisou 1665 amostras de alimentos nos 26 estados e no
Distrito Federal, indicou que 29% do resultado das amostras foram considerados
insatisfatorios por apresentarem residuos de produtos ndo autorizados no Brasil, ou
autorizados, mas em concentra¢@es acima do Limite Maximo de Residuo (LMR) estabelecido
pela ANVISA. Além disso, 36 % das amostras apresentaram residuos com concentracfes
iguais ou inferiores ao LMR, e 35 % ndo apresentaram residuos de agrotoxicos. Esses dados
estdo representados na figura 1. (PARA, 2012).

Insatisfatério
29%

\ | Amostras satisfatorias comresiduos

N

M Amostras satisfatorias semresiduos
detectados

Satisfatorio
71%

Figura 1. Distribuicdo das amostras analisadas segundo a presenca ou auséncia de residuos de agrotoxicos
(Fonte: PARA, 2012).

1.1. Fipronil



O fipronil (Figura 2) € um inseticida do grupo quimico dos pirazois de segunda
geracdo, descoberto pela empresa Rhone-Poulenc Agro Company (atual Bayer Cropscience)
em 1987 (BOBE et al., 1998).

Cl
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F3C—\m<—N S//O

Cl  NH, \CF3

Figura 2. Estrutura molecular do inseticida fipronil

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
0 nome quimico do fipronil é (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluormetil) fenil]-4-
[(trifluorometil) sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitrila), e foi registrado como pesticida nos
Estados Unidos da América (EUA) em 1996.

Pode ser aplicado desde doses muito baixas até muito altas para controle
efetivo de insetos resistentes ou tolerantes a outras familias de inseticidas como 0s
organofosforados, piretroides, carbamatos e ciclodienos (RAYTON, M.; AAJOUD, A,
WILLISON, J. C.; AOQUADI, H.; TISSUT, M.; RAYANEL, P.; 2006.). E amplamente
utilizado para o controle de formas adultas e larvais de pragas como baratas, mosquitos,
moscas e besouros, para o controle de formigas, cupins e larvas de coledpteros em plantacfes
como as de soja e cana-de-aclcar e para 0 controle de pulgas e carrapatos em animais
domésticos. (BOBE et al., 1997; OHI, 2004). O composto é ingrediente ativo de diversas
formulagdes, como Termidor®, Frontline®, Regent®, Evolution®, entre outras.

Pode ser aplicado na forma de granulos ou iscas para controle comercial ou
residencial de pragas em gramineas e como um tratamento para sementes ou spray aéreo para
controle de pragas na agricultura (WALSE et al., 2004). Stevens (1998) relatou que a
aplicacdo de fipronil em sementes de arroz a uma concentracdo de 12,5 g de ingrediente
ativo/ha é mais eficaz do que o tratamento com o organofosforado Malation a 300 g de
ingrediente ativo/ha, e promove protecdo de 9 a 14 dias contra insetos chironomideos apos o
aparecimento nas sementes de arroz. (STEVENS; HELLIWELL; WARREN, 1998).

Os pesticidas apresentam um conjunto de propriedades fisico-quimicas, que
representam importantes caracteristicas que podem ser avaliadas para determinar um

potencial risco de contaminacdo ambiental. As principais propriedades dos pesticidas



relacionadas a seu comportamento no ambiente sdo as seguintes: solubilidade em &gua,
coeficiente de particdo carbono organico e agua, coeficiente de particdo octanol-agua, pressao
de vapor, constante de Lei de Henry, e tempo de meia vida (AMARAL, 2012).

A constante da Lei de Henry e a pressdo de vapor indica a tendéncia do
composto a volatilizacdo ou a permanéncia no estado aquoso. A solubilidade em agua aponta
0 comportamento, transporte e destino do composto. O coeficiente de particdo carbono
orgénico (Koc) e agua esta relacionada com a quantidade de matéria organica no solo, onde
moléculas altamente solUveis apresentam Koc relativamente baixo, podendo ser rapidamente
biodegradaveis no solo. O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) indica a tendéncia das
moléculas se distribuir em regides hidrofobicas (BARCELO e HENNION, 1997; DORES e
DE-LAMONICA-FREIRE, 2001). Os compostos que apresentam alto Kow e baixa
solubilidade em agua, podem sofrer alta adsor¢do no solo ou no sedimento, e bioacumular-se
em organismos aquaticos (AMARAL, 2012). As propriedades fisico-quimicas do fipronil

estdo mostradas na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do fipronil (Fonte: Conelly, 2001).

Peso molecular 437,2 gmol™?
Constante de Henry 3,7 x 10° Pa m®*mol*
Pressdo de vapor 3,7x 10* mPa (a 25 °C)
Coeficiente de parti¢do carbono organico e agua (Koc) 803 ml.g?

Log do coeficiente de parti¢do octanol dgua (Kow) 4.01 log Kow
Solubilidade em dgua (pH =9) 0.0022 gL!
Solubilidade em agua (pH = 5) 0.0024 gL!
Solubilidade em octanol 12,2 gLt
Solubilidade em hexano 0,028 gL*
Solubilidade em acetona 545,9 gL'?
Ponto de fusdo 195,5-203 °C

Por possuir a constante de Henry e pressao de vapor relativamente baixas, o
fipronil ndo se volatiliza, e sé é encontrado no ar se for aplicado na forma de spray. A baixa
solubilidade e o alto Kow do fipronil o caracteriza como hidrofobico, ligeiramente méovel em
agua, e com grande suscetibilidade a adsor¢ao no sedimento ou solo.

O valor médio do Koc do fipronil (803 ml.g ) confere a este composto
moderada adsorcdo no solo por area de superficie. No entanto, Bobé et al. (1997) observou
uma grande afinidade do fipronil por solos com elevada concentragdo de materia organica, e

que esta adsorcdo ndo ¢ afetada por alteracbes no pH, mas sim pela temperatura, presenca de



metanol, e pela razdo da quantidade de solo/agua, de forma que o aumento da temperatura e a
reducdo da razdo da quantidade de solo/agua elevam a adsorcéo do fipronil no solo.

Nos ecossistemas, o fipronil pode ser degradado atraves de hidrdlise, fotdlise,
oxidacdo ou reducdo, resultando em compostos derivados, tais como fipronil sulfeto, fipronil
sulfona, fipronil desulfinil e fipronil amida (MASUTTI E MERMUT, 2007; ZHU et al.,
2004; ZHOU PEI et al., 2004; WIRTH et al., 2004; HAINZL E CASIDA, 1996;
GUNASEKARA E TROUNG, 2007). O fipronil desulfinil é resultado exclusivamente de
fotolise, e os outros produtos sd@o produtos de processos gquimicos, mediados ou néo por
microorganismos. Alguns desses produtos podem ser ainda mais toxicos que o préprio
fipronil. Em ordem crescente de toxicidade encontram-se fipronil amida, fipronil e fipronil
desulfinil, fipronil sulfona e o mais tdxico dos derivados, fipronil sulfeto (BEELER et al.,
2001).
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Figura 3. Dissipacdo do fipronil para fipronil-sulfeto, fipronil-dessulfinil, fipronil-sulfona e fipronil-amida via
redugdo, oxidacdo, fotolise, hidrolise, e mecanismos de reacdo hioticos. Textos entre parénteses indicam o meio
no qual a reacdo ocorre. (Adaptado de Gunasekara e Troung, 2007).

Mais de 80% do fipronil permanece estavel apds 100 dias presente em solucdes
aquosas, na auséncia de luz, em temperatura ambiente (22°C + 2°C), e pH entre 5,5 e 7,0.

Entretanto, em solugdes alcalinas, a velocidade de degradacdo aumenta proporcionalmente



com o0 aumento do pH. Em pH 12, a degradacdo é 300 vezes mais rapida do que em pH 9,
gerando unicamente o fipronil amida, através da hidrdlise. Quando ha a presenca de luz, e em
pH 5,5, o fipronil é rapidamente degradado por fotolise e hidrdlise, e a reacdo de hidrolise se
torna mais rapido, com a meia vida chegando a 4,1 h (BOBE et al.,1998).

Em um estudo com 8 tipos de solos australianos, a adsor¢do do fipronil
aumentou com o0 aumento da matéria organica, e o tempo de meia vida do fipronil e de seus
metabolitos no solo foi de 113 a 350 dias (YING e KOOKANA, 2001). De acordo com
BOBE et al. (1998), mais de 90% do fipronil aplicado no solo sem a presenca de luz
permaneceu inalterado ap6s 96 horas, porém, com a presenca de luz pode ocorrer degradacdo
em diferentes velocidades dependendo das condi¢6es do solo, e o produto de degradacéo foi o
fipronil desulfinil. Feung e Yenne (1997) estudaram o a dindmica do fipronil em ambiente
aquatico, e verificaram que o composto foi rapidamente adsorvido em sedimento contendo
8% de matéria organica e pH 5,8, e meia vida em condi¢des aquaticas aerdbicas foi de 14
dias.

O fipronil é considerado como um pesticida seletivo para insetos, atuando
como inibidor ndo competitivo dos receptores GABA (acido gama-aminobutirico),
interferindo na passagem de ions cloreto pelos canais de cloro dos neurdnios e,
consequentemente, inibindo o impulso nervoso normal, que resulta em atividade neural
excessiva (KIDD; JAMES,1991; WALSE et al., 2004). O aumento da atividade neural causa
paralisia levando & morte do inseto (BOBE et al., 1998).

O GABA ¢ um dos neurotransmissores mais abundantes no Sistema Nervoso
Central, pois cerca de 40% das sinapses sao GABAérgicas. O complexo receptor GABA é
formado por cinco subunidades que se unem delimitando um canal de cloreto. Quando o
GABA se liga ao sitio de ligagdo, o canal de cloreto se abre, e 0 gradiente de concentracdo
promove um influxo de ions cloreto para o interior da célula, hiperpolarizando a membrana.
Isso dificulta sua despolarizacdo por influéncias excitatdrias, resultando em inibi¢éo do tipo
pos-sinaptico. Porém, onde sinapses GABAGérgicas estabelecem contato com terminais
nervosos, 0 GABA promove saida de cloreto, portanto a despolarizacdo da membrana. Nestas
condi¢Bes, o impulso nervoso libera menor quantidade de neurotransmissor excitatorio,
promovendo uma inibigdo pré-sinaptica (GRAEFF; GUIMARAES, 2001).

O GABA distribui-se por muitas regies do cérebro, fazendo parte de muitos
circuitos inibitérios, regulando assim diversas fungGes no sistema nervoso central. A

importancia do GABA para o funcionamento cerebral ¢ mostrada pelo fato que o0s



antagonistas do GABA estdo entre 0s mais potentes convulsivantes (GRAEFF e
GUIMARAES, 2001).

Atualmente sdo conhecidos trés tipos de receptores gabaérgicos, 0 GABAa € 0
GABAC, que sdo receptores ionotropicos, e 0 GABAg, que é um receptor metabotropico
ligado a proteina G (CHEBIB et al., 2007). Esses trés subtipos ja foram identificados em
peixes (MING-HU et al.,1997; DELGADO e SCHMACHTENBERG, 2008). Os receptores
GABAA dos mamiferos sdo glicoproteinas hetero-oligoméricas compostas por uma mistura
das subunidades a (1-6), B (1-4), y (1-4), & e . Consequentemente, um enorme arranjo de
combinagcOes pode existir para esses subtipos de receptores. No entanto, para um
funcionamento adequado, é necessario a0 menos um receptor o, um B, ¢ outro subtipo, que
pode ser o y, 0 8, ou o & Os receptores GABAc sdo homo-oligoméricos, compostos pela
subunidade p1 ou p2, embora ha evidéncias de que esses receptores sejam compostos por uma
combinacéo de subunidades p (CHEBIB; JOHNSTON, 1999).

Em mamiferos, os inseticidas fenil-pirazélicos possuem afinidade pelos
receptores GABAAa. Experimentos in vitro indicaram que o fipronil liga-se fortemente a
receptores homo-oligomérico (pentamérico) formados pela subunidade B3 de mamiferos, e
também a receptores GABAErgicos nativos de insetos, apontando uma grande similaridade
dos receptores de insetos e da subunidade B3 de mamiferos. NoO entanto, na natureza néo
existem mamiferos com receptores GABAérgicos B3 homo-oligoméricos, e a ligacdo do
fipronil em um receptor hetero-oligomérico de mamifero é relativamente fraca, o que indica
que a presenca de outras subunidades no receptor é o principal fator que reduz a afinidade
desse inseticida para os receptores GABAérgicos nos mamiferos (RATRA; CASIDA, 2001).

Além disso, estudos recentes mostram que o fipronil também bloqueia a
abertura dos canais de cloro nos receptores de glutamato, encontrado somente em
invertebrados. Portanto, a seletividade do fipronil para os insetos em relacdo aos mamiferos €
explicada pela alta afinidade desse inseticida aos canais de cloro dos receptores GABAérgicos
e glutamatérgicos dos invertebrados, sendo a sensibilidade ao fipronil 700 a 1300 vezes maior
em insetos do que em mamiferos (ZHAO et al., 2004). Entretanto, ainda ndo existem estudos
investigando a afinidade desse pesticida nos receptores GABAérgicos de peixes.

Apesar de muito utilizado, existem poucos estudos publicados sobre o0s
possiveis efeitos adversos desse pesticida. (OHI, et al, 2004). Em estudos com crustaceos, 0
fipronil apresentou-se altamente toxico para as lagostas Procambarus clarki (96 h CLsg = 14.3
mg L) e Palaemonetes pugio (96 h ClLsp = 0.32 ug L*), para o camardo Amphiascus
tenuiremis (96 h CLso ~ 6.8 pug L) (WALSE et al, 2004).



Chandler e seus colaboradores (2004) relataram que concentragdes abaixo de
0.42 pg L™ reduziram em 94% a reproducdo de Amphiascus tenuiremis.

O desenvolvimento embrionario do peixe paulistinha (Danio rerio) foi
extremamente afetado pelo fipronil na concentragdo de 333 pg L%, havendo
comprometimento das respostas motoras, reducdo do tamanho corporal, degeneracdo da
notocorda devido o encurtamento das fibras musculares na direcdo rostro-caudal e reducédo da
transmissdo interneural na medula espinal, resultando em tetania e morte (STEHR et al.,
2006).

Em estudos com o peixe-guaru Poecilia reticulata, a CLsg 96h sem sedimento
foi de 0,08 mg.L, e com sedimento foi de 0,09 mg.L™*. Além disso, os peixes apresentaram
hiperexcitacdo e nado erratico ap6s 12 horas de exposi¢do nas concentracdes 0,1; 0,125 e 0,15
mg.L %, e ap6s 24 horas nas concentragdes de 0,025 e 0,050 mg.L * (MANRIQUE, 2009).

BEGGEL et al. (2012) expuseram o peixe “fathead minnow” (Pimephales
promelas) a concentragdes > 31 pg.Lt de fipronil por 24 horas e verificaram mudancas
significativas na transcricdo de genes para aspartociclase, metalotioneina, receptores de
glicocorticdides, citocromos P450 3A126, e vitelogenina, alem de efeitos neurotoxicos. Apds
6 dias de recuperacdo da exposicdo, ainda foram observados efeitos enddcrinos, com a
vitelogenina aumentando em até 90 vezes, na concentracdo 61 pg.L™ de fipronil.

Em um trabalho com carpas, Cyprinus carpio, mantidas em consércio com
cultura de arroz, o fipronil provocou aumento da atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD) no figado, engquanto a catalase (CAT) foi inibida. Apos 30 dias de exposicdo houve
aumento de proteina carbonilada e de peroxidacéo lipidica (CLASEN et al, 2011).

Para o peixe nativo jundia, Rhamdia quelen, a exposicdo a 0,10 e 0,23 pg.L*?
de fipronil induziu alteracbes morfoldgicas nucleares e danos ao DNA. A concentracdo 0,23
ug.L™? provocou aumento na atividade da enzima Glutationa S-transferase, e a atividade da
enzima acetilcolinesterase cerebral aumentou a partir da concentragdo 0,05 pg.L™. Para o
lambari, Astianax sp, as concentracdes de 0,05 pug.L?; 0,10 pg.L? e 0,23 pg.L? de fipronil
promoveram quebras no DNA, deplecdo da acetilcolinesterase muscular e aumento da
atividade da Glutationa S-transferase (RAMSDORF, 2011).
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1.2. Caracteristicas gerais do tecido cardiaco de peixes e 0 acoplamento excitacao-
contragdo cardiaco

Johansen e Burggren (1980) enfatizam que o coragdo de um determinado
vertebrado ndo € inferior ao de outro, mas encontra-se adaptado para que o animal tenha uma
organizacdo apropriada, e que apresente respostas e padrdes bem definidos de comportamento
e interacdo com seu habitat. Uma das principais caracteristicas que possibilitam os
vertebrados sobreviverem em diferentes situacGes é a capacidade do coracdo manter seu
desempenho frente a condigdes fisioldgicas variaveis (DRIEDZIC e GESSER, 1994).

O coracao dos vertebrados ectotérmicos estd sujeito a maiores variacbes nas
concentracdes de gases, equilibrio acido-base e temperatura do que o coracdo dos vertebrados
endotérmicos. Esta singularidade decorre, fundamentalmente, das flutuacbes ambientais,
muitas vezes sUbitas e ndo previsiveis, a que estes animais estdo sujeitos (DRIEDZIC e
GESSER, 1994).

As caracteristicas da contratilidade cardiaca podem ser influenciadas por
diversos fatores ambientais impactantes no desempenho cardiaco. Portanto, tanto o
cronotropismo quanto o inotropismo envolvidos na contratilidade cardiaca sofrem ajustes
capazes de assegurar um débito cardiaco adequado para atender as demandas impostas pelo
ambiente (DRIEDZIC e GESSER, 1994).

Os mecanismos contrateis envolvendo a interacdo dos miofilamentos de actina
e miosina e sua regulacdo pelo célcio parecem ser semelhantes dentro do grupo dos
vertebrados. No entanto, existem diversas diferencas morfoldgicas entre os coracdes de peixes
e mamiferos (TIBBITS et al.,1991).

O coracdo dos peixes teledsteos situa-se alojado dentro do saco pericardico, e é
constituido por 4 camaras em série, bombeando sangue venoso: seio venoso, atrio, ventriculo,
e bulbo arterioso. Em conjunto, essas camaras elevam a energia potencial e cinética do sangue
(FARREL e JONES, 1992).

O seio venoso é uma camara de parede finas e com volume semelhante ao do
atrio. Recebe sangue venoso do corpo através das veias hepaticas, jugular anterior, e dos
ductos pareados de Cuverian. O tecido conjuntivo é o principal componente da parede do seio
venoso, e apresenta cobertura endotelial interna, e epicardial externa. A quantidade de
muasculo pode variar consideravelmente entre as espécies. Sua principal funcdo esta
relacionada com o controle da frequéncia cardiaca, pois € onde estd localizado o tecido
marcapasso especializado (FARREL e JONES, 1992).
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O éatrio € uma camara com parede trabeculada, formato irregular, e com volume
similar ou maior que o volume ventricular. Sua massa constitui de 8% a 25% da massa do
ventriculo. Entre o atrio e o ventriculo existe a valvula atrioventricular, suportada por um anel
de tecido cardiaco (FARREL e JONES, 1992).

O ventriculo pode apresentar grande variabilidade intra e interespecifica em
relagdo a massa e morfologia, e apresenta 2 camadas diferentes: uma interna que se estende
por todo o ventriculo formando uma rede de aspecto esponjoso, chamada camada esponjosa; e
outra externa que envolve a esponjosa, denominada camada compacta, associada a circulagdo
coronariana. A maioria dos peixes possui predomindncia da camada esponjosa em Seus
ventriculos (FARREL e JONES, 1992).

As principais caracteristicas que distinguem as células musculares cardiacas
(cardiomidcitos) de peixes e mamiferos sdo: 1- tamanho reduzido em relacdo a dos
mamiferos; 2- desenvolvimento limitado do reticulo sarcoplasmatico; 3- arranjo periférico das
miofibrilas; 4- quantidade variavel de mioglobina intracelular (FARREL e JONES, 1992;
TIBBITS et al.,, 1991). O midcito de tamanho reduzido apresenta algumas vantagens
funcionais, como uma maior razdo entre a area superficial da sarcolema (figura 4) e o volume
intracelular, e consequentemente, a menor distancia de difusdo do exterior para o interior da
celula, fundamental para a troca de substancias como o célcio entre 0s espacos intra e
extracelulares (DRIEDZIC e GESSER, 1994; VORNANEN, 1997).

Figura 4. Imagens confocais de midcitos ventriculares de truta e de rato, marcados com di-8-ANEPPS, um
indicador fluorescente lipofilico (fonte: SHIELS e WHITE, 2005).

Os mamiferos apresentam os tubulos-T, que correspondem a invaginagdes da
sarcolema que auxiliam na propagacdo do potencial de acdo para o interior da célula e

reduzem a distancia de difusdo do célcio do meio extracelular para o meio intracelular e vice-
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versa. Os tubulos-T representam de 30% a 50% da &rea sarcolemal ventricular dos mamiferos,
onde também é encontrada maior densidade de canais de calcio (BERS, 1991). No entanto, 0s
peixes e 0s demais ectotérmicos ja estudados ndo possuem tubulos-T. Assim sendo, as
vantagens apresentadas pelos tdbulos-T dos mamiferos sdo, em parte, compensadas pelo
aumento da taxa de difusdo proporcionada pelo menor didmetro dos cardiomiocitos dos
peixes.

Outra caracteristica importante que difere os cardiomidcitos de peixes e
mamiferos é a abundancia, distribuicdo, e funcionalidade do reticulo sarcoplasmatico (RS),
organela especializada na reserva e liberacdo de calcio para a contragdo muscular. O RS ¢
relativamente bem desenvolvido em aves e mamiferos, refletindo grande importéncia do
calcio intracelular para a ativacdo do aparelho contratii (CHAPMAN, 1983; BERS, 1987,
1989, 1991, 2001; GWATHMEY e MORGAN, 1991). Entretanto, o desenvolvimento do RS
varia amplamente em diferentes espécies de vertebrados ectotérmicos. Na maioria dos peixes
0 RS ¢ pouco desenvolvido e seu papel na contracdo do miocérdio é questionavel (AHO e
VORNANEN, 1998; DRIEDZIC e GESSER, 1988; SHIELS e FARRELL, 1997).

Embora os peixes apresentem menor abundancia das miofibrilas contrateis em
relagdo aos mamiferos, normalmente essas miofibrilas estdo distribuidas mais proximas a
sarcolema do que nos midcitos dos mamiferos (SANTER e COBB, 1972; VORNANEN,
1997), permitindo uma difuséo eficiente do calcio extracelular até o aparato contrétil, mesmo
na auséncia dos tabulos-T (FARRELL e JONES, 1992).

O produto da freqiiéncia e da forca de contracdo, denominado débito cardiaco,
deve ser regulado a fim de que haja um fluxo sanguineo apropriado para a execu¢do do
trabalho de todos os tecidos nas mais varidveis condi¢des impostas pelo ambiente (TIBBITS
et al., 1992), principalmente em animais ectotérmicos, em que o equilibrio homeostéatico sofre
influéncia direta das oscilacdes ambientais.

O acoplamento excitacdo-contracdo (acoplamento E-C) corresponde a
sequéncia de eventos que ocorre desde a despolarizacdo do midcito até a contracdo e o
relaxamento muscular. A geracdo de forga e, em parte, a frequéncia cardiaca, dependem da
quantidade de Ca?* que interage com as proteinas contrateis, bem como do tempo em que 0
Ca2* permanece disponivel no citosol para esta interagio (YUE, 1987). A principal diferenca
entre ectotérmicos e endotérmicos esta relacionada com a origem do célcio a ser utilizado
pelas miofibrilas (TIBBITS et al., 1992).
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A compreensédo dos mecanismos envolvidos no acoplamento E-C serve de base
para o entendimento da estratégia utilizada para manter um débito cardiaco apropriado em
cada uma das espécies (BERS, 1991).

Um esquema do acoplamento excitacdo-contracdo em mamiferos é mostrado
na figura 5.

Sarcolema

Tabulo T

Ca =3

Ca

200 ms

Figura 5. Esquema geral do mecanismo de acoplamento E-C do musculo cardiaco de mamiferos. As setas
representam as vias de entrada de Ca?* no sarcoplasma, e as vias de remogéo deste fon do mesmo. DHPR: canal
de dihidropiridina (canal L); RS: reticulo sarcoplasmatico; RyR: canal de Ca?* do RS (canal de rianodina); NCX:
do trocador Na*/Ca?*; SERCA: Ca?*-ATPase do RS; PLB: fosfolambano (modificado de BERS, 2002).

O célcio que promove a interagdo actino-miosinica (Ca®* ativador) origina-se de duas
fontes principais: a) Meio extracelular: pela sarcolema, através dos canais voltagem-
dependentes do tipo L (canais lentos) e do trocador Na*/Ca?* (NCX) no modo reverso;  b)
Reservas internas: principalmente o reticulo sarcoplasmatico (RS).

Fabiato (1983) propds que, em mamiferos, o influxo transarcolemal de célcio,
através de canais tipo L e do NCX, dispara a liberagdo de uma quantidade ainda maior deste
ion do RS, através de canais de calcio denominados canais de rianodina (BERS, 1991),
processo denominado liberacdo de calcio célcio-induzida (“calcium-induced calcium release”
- CICR).
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A rianodina é um alcal6ide neutro que, quando aplicado em altas concentragGes
(10 umol.L?), liga-se especifica e irreversivelmente ao canal de liberagdo de Ca 2* do reticulo
sarcoplasmatico (canal de rianodina), mantendo-o aberto, prevenindo o acimulo de Ca®* em
seu interior (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 (COSTA et al.,
2002; DRIEDZIC e GESSER, 1988; HOVE-MADSEN, 1992; RIVAROLI et al, 2006;
ROCHA et al., 2007).

Apesar da quantidade do influxo de calcio através dos canais L da sarcolema
ser variavel nas diferentes espécies de mamiferos, a maioria dos estudos indica que este é
insuficiente para ativar a contragdo (BERS, 1991; CHAPMAN, 1983). Assim, a principal
fonte de calcio para a contragdo muscular cardiaca em mamiferos provém da liberacdo do RS.
(WIER, 1990).

Diversas espécies de teledsteos parecem ser insensiveis a rianodina, indicacdo
indireta de que o influxo de célcio extracelular é o principal mecanismo de ativacdo da
contracdo (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 é liberada por depdsitos intracelulares
(RS), como visto no curimbata, Prochilodus lineatus, e na traira, Hoplias malabaricus
(RIVAROLI et al., 2006).

O relaxamento muscular ocorre com a reducdo da concentracdo de calcio do
citosol, através do efluxo pela sarcolema por meio da atividade da Ca?*-ATPase e do NCX,
elou por sua receptacio pelo RS por meio da atividade da Ca®*"ATPase-
sarco(endo)plasmaética, ou SERCA (TIBBITS et al., 1992).

O processo de relaxamento nos midcitos de peixes com o RS pouco
desenvolvido ¢ atribuido & saida do Ca?* citosélico principalmente por acdo da Ca?*-ATPase
sarcolemal e pelo NCX. (VORNANEN et al., 2002). J& no coracdo de mamiferos, a SERCA e
0 NCX sdo os principais mecanismos para reduzir a concentragdo citosolica de calcio a fim de
induzir o relaxamento maximo (VORNANEN et al., 2002).

Em nivel celular, as proteinas de membrana, incluindo canais i6nicos,
receptores e enzimas, sdo 0s principais alvos de alguns pesticidas (DIERKES-TIZEK et al.,
1984; NARAHASHI, 1987; RAHEJA e GILL, 2002; RAYMOND-DELPECH et al., 2005).
Assim, torna-se importante o conhecimento dos efeitos destes compostos sobre o acoplamento

E-C no miocéardio de peixes.
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Por tudo o que foi anteriormente exposto e pela falta de informag6es acerca dos
efeitos fisiologicos do Fipronil em organismos ndo-alvo como o0s peixes, 0 presente trabalho
propds-se a investigar o efeito de uma baixa concentracdo deste inseticida, quando presente
no sedimento (4.23 ng.Kg?), sobre a contratilidade miocardica do cascudo da espécie
Hypostomus regani. A escolha de tal concentracdo e forma de exposicao baseou-se no estudo
de Peret (2009), que encontrou Fipronil no sedimento da Lagoa do Oleo, uma lagoa marginal

do Rio Mogi-Guagu situada no municipio de Luiz Antbnio, SP, nesta mesma concentragao.

1.3. Consideragdes sobre a espécie estudada

No presente estudo foram utilizados exemplares do cascudo da espécie

Hypostomus regani (figura 6).

Figura 6. Exemplar de Hypostomus regani (Ihering, 1905).

Entre os vertebrados viventes, 0s peixes apresentam ampla distribuicdo e
representam o grupo mais diversificado. Os diferentes habitats e o grande nimero de espécies
oferecem uma gama sem paralelo para as variagbes da historia evolutiva desse grupo
(POUGH, 2003). Segundo Eschmeyer e Fong (2012), sdo consideradas validas 32.184
espécies de peixes.

O género Hypostomus pertence a familia Loricaiidae, ordem Siluriforme.

Dentre as 62 ordens de peixes viventes, Siluriformes é a terceira maior em

namero de espécies, ficando atras apenas das ordens Perciformes e Cypriniformes (NELSON,
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2006). Sdo conhecidos popularmente como peixes de couro, cascudos, mandis, bagres, entre
outros, e representam mais de 35% das espécies neotropicais, com 1647 espécies descritas.

Em relacdo a posicéo filogenética, a ordem Siluriformes e seu provavel grupo
irmdo, a ordem Gymnotiformes, sdo considerados os membros mais mais derivados da
Superordem Ostariophysi. Os Siluriformes, juntamente com Cypriniformes, Characiformes e
Gymnotiformes, constituem um clado denominado série Otophysi, que compreende um grupo
de peixes 6sseos diagnosticado por apresentarem o aparelho de Weber, um complexo formado
por um conjunto de ossiculos e ligamentos que conectam a bexiga natatdria ao ouvido interno
(BURGESS, 1989; FINK e FINK, 1996).

Loricariidae é a familia com maior nimero de espécies entre todos os
siluriformes (NELSON, 2006). Os peixes desta familia apresentam corpo achatado dorso-
ventralmente coberto por placas Osseas e boca ventral em forma de ventosa, sendo
considerados animais de fundo, hébeis para aderir ao substrato em rios de forte correnteza,
obtendo alimento raspando o fundo dos rios. Quanto a sua biologia reprodutiva, 0s
Loricariidae apresentam baixa fecundidade, desovando poucos ovos grandes e adesivos
(FAVARO, 1999).

Hypostominae corresponde a uma das subfamilias de Loricariidae, contendo
muitas espécies com taxonomia imprecisa, provavelmente por conta de possiveis erros de
alguns autores ao identificar e analisar a alta variabilidade interespecifica na morfologia e no
padrdo de coloracdo dos espécimes desse grupo (WEBER, 2003).

Os peixes que constituem essa familia sdo conhecidos popularmente como
cascudos, e além de corpo coberto por placas ésseas e boca ventral em forma de ventosa,
apresentam pedunculo caudal alto, ndo deprimido e regido interopecular com pouca
mobilidade, provida de espinhos curtos ndo eréteis. Vivem essencialmente em ambientes
dulcicolas, com excessdo de Hypostomus watwata, que vive em regides estuarinas de rios das
Guianas. A maioria desses animais apresenta habitos crepusculares, alojando-se em pedras e
troncos de &rvores mortas no periodo diurno (WEBER, 2003).

De acordo com a classificacdo proposta por Armbruster (2004), a subfamilia
Hypostominae abrange 60 géneros. Entre eles, o género Hypostomus representa o grupo mais
numeroso, com 125 espécies (ZAWADZKI et al., 2010), amplamente distribuido pela
America do Sul, ocorrendo em uma grande variedade de ecossistemas de adgua-doce, desde
pequenos riachos até rios com extensas areas de varzea (OYAKAWA et al., 2005). Os peixes
desse género apresentam focinho revestido por placas pequenas, interopérculo pouco movel

desprovido de cerdas pouco hipertrofiadas e nadadeira adiposa usualmente presente
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(BRITSKI et al., 1999). Além disso, Hypostomus apresenta elevada diversidade
interespecifica quanto ao padrdo de coloragdo e morfologia, sendo o género de cascudos
predominante nos rios brasileiros (BRITSKI, 1972).

Hypostomus regani é geralmente encontrado ao longo do Rio Mogi-Guagu
(CARDOSO et al., 2012). E uma espécie bentonica, normalmente encontrada sobre substratos
de ambientes 16ticos, proximos a quedas d’agua, onde a dgua € bem oxigenada. Apresenta
habitos relativamente sedentarios, com respiracdo aérea facultativa, utilizando o trato
gastrointestinal ricamente vascularizado para trocas gasosas em situacdes de hipdxia aquatica.
Um estudo avaliando os pardmetros cardiorrespiratdrios in vivo com essa espécie verificou
que a frequéncia cardiaca, quando aclimatados a 20°C e 25°C e em normoxia, €
aproximadamente 70 batidas por minuto (bpm), e quando aclimatados a 30°C é em torno de
110 bpm (NELSON et al., 2007).
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo estudar os possiveis efeitos da
exposicao aguda (96 h) ao pesticida fipronil (Fpn) sobre a fungéo cardiaca in vitro do cascudo
Hypostomus regani.

Para tanto, foram utilizados exemplares de H. regani em condi¢6es controle e
ap0s exposicdo aguda a 4.23 pg.Kg™ de fipronil, adicionado a sedimento artificial, utilizando-
se a formulagio comercial Regent 800 WG® (BASF — 80% fipronil).

Os seguintes parametros foram analisados:

a) Massa ventricular relativa (MVR);
b) Respostas inotrdpicas e cronotropicas de tiras ventriculares eletricamente estimuladas para
verificar:
e O efeito do tempo experimental sobre o desenvolvimento de forca isométrica;
e A importancia do célcio extracelular para o desenvolvimento de forca das tiras
ventriculares da espécie;
e A importancia do trocador Na'/Ca** como fornecedor de célcio para contragio
miocardica.
e A importancia do reticulo sarcoplasmatico como fornecedor de célcio para contracéo
miocardica.
e A importancia da bomba de Na*/K* ATPase para a contracdo miocardica.
e O efeito do aumento da frequéncia de estimulacéo sobre a forca de contragéo;
e A capacidade de bombeamento cardiaco (CBC).
c) Verificar se ha expressdo da proteina SERCA2 no musculo ventricular de H. regani em

condigdes controle e exposto ao fipronil.
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3. Material e Métodos

Os exemplares de cascudo da espécie Hypostomus regani (n = 30, Wt = 85,0 +
13,5 g) foram cedidos pela Psicultura Santa Candida (Santa Barbara d’Oeste). Os
experimentos foram aprovados pelo CEUA/UFSCar (Protocolo n°018/2013).

No Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa da UFSCar, o0s
peixes foram mantidos em tanques de 1000 litros com recirculacdo de agua declorinada (pH
7,0; DO2 6,5-7,3 mg.L!; dureza 48-56 mg.L™ como CaCO3, alcalinidade 40-43 mg.L™ como
CaCOs e condutividade 120-128 pS.cm™), aeragdo constante (condi¢des normoéxicas, PwO, >
135 mmHg), temperatura controlada (25 °C) e sob fotoperiodo natural por um periodo de 30
dias para aclimatacdo as condicdes laboratoriais. Durante o periodo de aclimatacéo, 0s peixes
foram alimentados ad libitum com racdo comercial peletizada prépria para peixes com 40%
de proteina.

3.1 Desenho Experimental
Apdbs a preparacdo do sedimento artificial (item 3.1.1), trés quilos deste

material foram acondicionados em caixas plasticas pretas (figura 7) para assegurar que ndo
houvesse fotodegradacdo do inseticida, quando presente. Em seguida, adicionou-se

lentamente 30 litros de agua.

Figura 7. Caixas plasticas onde os peixes foram mantidos por 96 horas antes dos experimentos.

Apo6s um periodo de 24 horas, tempo necessario para a total sedimentacdo do
material em suspensédo, os peixes foram acondicionados nas caixas experimentais. Em cada

caixa foram colocados no maximo dois peixes, onde permaneceram por 96 horas com aeracao
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constante e em jejum e em seguida, os experimentos foram conduzidos. Tal procedimento esta
esquematizado na figura 8.

Estes procedimentos foram realizados tanto para o grupo controle quanto para
0 grupo exposto ao fipronil (Fpn). Entretanto, para o grupo exposto, antes da adi¢do dos 30 L
de 4gua, o inseticida Regent 800 WG® foi adicionado ao sedimento da caixa experimental
para atingir uma concentracdo de 4,23 pg.Kg™* de fipronil (1 ml de agua destilada contendo
15,8 pg de Regent 800 WG®).

Preparacio do
sedimento artificial

Grupo controle

Adicdo de 3 Kg de
Sedimento

Adicdo de 30 L de
agua do Sistema

/

Grupo exposto

Adicdo de 3 Kg de
Sedimento com Fpn

Adicdo de 30 L de
agua do Sistema

24 horas

Acondicionamento
do peixe

N

Acondicionamento
do peixe

06 horas

Realizacdo do
experimento

Realizacdo do
experimento

Figura 8. Esquema do procedimento de exposicao ao sedimento artificial.
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3.1.1 Preparacédo do Sedimento Artificial
O sedimento utilizado no presente estudo (figura 9) foi elaborado com base no

trabalho de Arrate et al., (2004), que apresenta uma formulacéo para sedimento artificial, e no
trabalho de Cunha-Santino e Bianchini Jr (2013), que descreve o percentual de matéria
organica presente no sedimento da Lagoa do Oleo, de 23%.

O sedimento artificial foi preparado com o0s seguintes compostos: terra vegetal
comercial da marca “Plante Bem”, areia de quartzo, argila comercial seca e triturada,
macrofita Urochloa subquadripara seca e moida no moinho de facas (TECNAL, modelo TE-
650).

Trés amostras da terra vegetal de diferentes lotes foram separadas e calcinadas
a 550 °C em mufla (EDG, modelo Edgcon 3P) a fim de quantificar o teor de matéria organica,
obtendo-se o percentual médio de 24,8%. O mesmo procedimento foi realizado com a
macrofita Urochloa subquadripara moida, obtendo-se o percentual médio de 96,55%. Com
base nestes dados, o sedimento foi elaborado com a seguinte formulacdo: 90% de terra
vegetal, 0.33% de macrdéfita moida, 4,83% de areia de quartzo, 4,83% de argila moida. Ao
final, o percentual de matéria organica do sedimento elaborado no presente estudo foi de 23%,

mesma composicao descrita para o sedimento encontrado na Lagoa do Oleo.

Figura 9. Sedimento artificial usado no experimento.

3.2. Preparacgdes e Procedimentos Experimentais in vitro
As preparacOes experimentais foram efetuadas de acordo com os

procedimentos adotados por Monteiro et al. (2011), descritos a seguir.
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Os peixes de ambos 0s grupos experimentais foram sacrificados por meio de
concussdo cefalica em conformidade com as normas da “American Veterinary Medical
Association” (AVMA, 2001) e imediatamente pesados. O coracdo foi removido
cirurgicamente e colocado em solucéo fisioldgica controle gelada propria para teledsteos de
agua-doce, com a seguinte composicdo: 125,0 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 0,94 mM de
MgSQOg4, 1,0 MM de NaH2POa4, 30,0 mM de NaHCO3, 1,5 mM CaClz, 10 mM de glicose. A
essa solucdo foi borbulhada uma mistura carbogénica (2% CO2 e 98% O2) a 25°C por
aproximadamente 5 minutos. Em seguida, o pH final da solucéo foi acertado para 7,2.

Apo6s a dissecacdo do coracdo (remocgdo do o bulbo arterioso e étrio), o
ventriculo foi pesado (Wv), para determinacdo da massa ventricular relativa (MVR) a qual foi
expressa em porcentagem (Wv/WT x 100). Em seguida, foram preparados anéis ventriculares
de largura de aproximadamente 1-2 mm através do corte transversal do ventriculo. O apice do
ventriculo foi desprezado para diminuir a probabilidade de ocorréncia de contraces
espontaneas das preparagdes no decorrer dos experimentos.

Os anéis ventriculares foram entdo cortados ao meio para a obtencdo de pares
de tiras ventriculares. As tiras tinham entre 1 e 2 mm de largura de acordo com o sugerido por
Shiels et al. (2002). De acordo com esses autores, as preparacdes multicelulares devem ser
finas o bastante para garantir uma difusdo adequada de oxigénio do meio externo até o seu
interior, evitando hipdxia das fibras mais internas e, por conseguinte, alteracdo na tensdo
isométrica desenvolvida pelas tiras ventriculares.

As extremidades das tiras foram cuidadosamente presas a duas pequenas
espirais metélicas e transferidas para um banho contendo 30 mL de solugdo fisiolégica
termostatizada a 25°C, dotado de borbulhamento constante de mistura carbogénica. Uma
extremidade da tira foi fixada, por meio de uma das espirais metalicas, a um gancho
construido na parte terminal de um eletrodo de estimulacdo de platina. A espiral metalica da
outra extremidade foi presa a um fio de ago conectado a um gancho metalico que, por sua vez,
foi acoplado a um transdutor de forca isométrica (LETICA Scientific Instruments, Espanha).
A figura 10 mostra o esquema detalhado da preparacéo.

Os eletrodos de estimulacgdo de platina foram acoplados a estimuladores AVS-
100D (Solucéo Integrada Ltda., Sdo Paulo, SP), nos quais foram gerados impulsos elétricos
com 8 ms de duracdo e uma voltagem 50% superior aquela necessaria para que se que atinja o
limiar da resposta mecénica (~90 V), permitindo assim a estimulac&o elétrica das tiras para o
desenvolvimento da tensdo isométrica a diferentes taxas de estimulacdo. Os transdutores de

forca isométrica foram acoplados a um amplificador AECAD 0408 (Solucéo Integrada Ltda.,
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S&o Paulo, SP) conectado a um computador para que os registros das tensdes isométricas
pudessem ser efetuados pelo software AQCAD - Soft & Solutions (Solugéo Integrada Ltda.,
Sédo Paulo, SP).

Y
Pl

\

Figura 10. Set experimental utilizado para a obtencdo dos registros da contragdo isométrica das tiras
ventriculares do cascudo: A. cilindro de mistura carbogénica; B. banho termostatizado; C. amplificador de forca;
D. estimuladores elétricos; E.banho com quatro cubetas; F. sistema informatizado com placa de aquisicdo e
tratamento dos dados.

As tiras ventriculares foram estimuladas a uma fregliéncia constante de 0,4 Hz
(24 bpm) e estiradas, utilizando-se micromanipuladores, para aumentar a distancia entre o
transdutor de forca isométrica e o gancho de fixacdo do eletrodo de platina. O estiramento foi
realizado até que uma relagdo constante entre o comprimento da preparacao e o pico de tenséo
seja obtida seguindo a lei de Frank-Starling, ou seja, a forca de contracdo cardiaca esta
diretamente relacionada ao grau de estiramento da fibra miocéardica (ALLEN e KENTISH,
1985). Dessa forma, a tensdo méxima foi atingida a 0,4 Hz e seguiu & um periodo de
estabilizacdo do tecido cardiaco de 20 a 30 minutos. Apds a estabilizacdo, os diferentes

protocolos experimentais, descritos a seguir, foram realizados:

3.2.1. Efeito do Tempo
As tiras ventriculares foram mantidas a 0.4 Hz (24 bpm)na temperatura de

aclimatacgdo (25°C) por um periodo de 40 minutos, onde foram realizadas marcacgdes a cada
10 minutos. Durante tal periodo a forga isométrica de contracdo (Fc) e os parametros tempo-
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dependentes (TPT e THR) foram registrados ininterruptamente para avaliar a possivel

ocorréncia de sua deteriora¢do no decorrer do periodo experimental.

3.2.2. Efeito do Aumento da Concentracéo de Célcio Extracelular
As tiras ventriculares foram estabilizadas a 0,4 Hz na temperatura de

aclimatacdo (25 °C) em solucéo fisiologica contendo 1,5 mM de Ca?*, por um periodo de
aproximadamente 15 min. Apds este periodo, serdo efetuados registros do desenvolvimento
de forca isométrica das tiras por 3 min.

A seguir, as concentracdes de Ca?" das preparacdes serdo elevadas em 2 mM a
cada 10 minutos (por meio da adi¢do de CaClz) ou ap6s cada concentragédo ter produzido seu
efeito completo. Os registros serdo efetuados ao longo de todo o experimento para a analise

da forca de contracdo e dos parametros tempo-dependentes.

3.2.3. Aumento da freqliéncia de estimulacéo (relacao forca-freqiiéncia)
Este protocolo foi realizado com o objetivo de determinar a capacidade do

miocardio dos peixes controles e expostos ao fipronil em manter o acoplamento E-C frente a
incrementos da frequéncia de contracdo. As tiras ventriculares foram submetidas a
incrementos progressivos de 0,2 Hz na frequéncia de estimulacdo partindo-se da freqliéncia
inicial de 0.4hz, até que os registros de se tornem irregulares. Essa relacdo forca-freqiiéncia
permite avaliar o desenvolvimento da forca isométrica de contracdo do miocardio desde
freqUéncias sub-fisiolégicas até supra-fisiolégicas. Foram consideradas freqiiéncias de
estimulacdo maximas aquelas em que 80% das tiras ventriculares se contraiam de forma

regular.

3.2.4. Tensdo pbs-pausa
Este protocolo foi conduzido com o objetivo de fornecer informacdes sobre a

capacidade de armazenamento intracelular de calcio durante o periodo de repouso ou pausa
diastdlica prolongada e néo fisioldgica.

Apols a estabilizagdo, a tira ventricular foi estimulada a uma frequéncia
constante (0,4hz) durante 5 minutos. Seguir-se-a entdo um periodo de repouso de 5 minutos,
apo6s o qual a tira foi novamente estimulada a 0,4 Hz, sendo que a primeira contracdo
registrada apds a primeira estimulacdo foi considerada a tensdo pds-repouso. A tensdo pos-

pausa foi considerada como uma porcentagem da Gltima contracdo precedente ao periodo de
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repouso, permitindo assim a verificagdo de possiveis alteracfes na forga de contracdo apos as

pausas diastolicas.

3.2.5. Papel do trocador Na+/Ca2+ (NCX)
Para verificar a importancia do trocador Na*/Ca?* (NCX) na contratilidade do

miocardio dos grupos controle e exposto ao FPN, o NaCl contido na solucéo fisioldgica
utilizada no estudo foi substituido, na mesma molaridade, por LiCl, que tem a propriedade de
bloquear tal trocador. As tiras ventriculares foram estabilizadas em solucao controle (descrita
no item 3.2) e, em seguida, a solucéo foi substituida pela solu¢do contendo Li*. Logo ap6s a
troca de solucdes, iniciaram os registros para avaliar a forca de contracdo e 0s parametros
tempo-dependentes ao longo de 20 minutos, com marcacdes realizadas a cada 5 minutos. Em
seguida, foi realizado o protocolo de pausa diastolica de 5 minutos e registrada a primeira

contracdo apds a pausa.

3.2.6. Efeito do bloqueio da bomba de Na+/K+ ATPase
A bomba de Na'/K™-ATPase forma um complexo em conjunto com o NCX,

dessa forma, a atividade destas proteinas esta intimamente relacionada (FUJIOKA e BAN,
1998). A ouabaina é um glicosideo que atua como um inibidor especifico da bomba Na*/K*-
ATPase (SCHWARTZ et al., 1998) e, dessa forma, pode ser utilizada para verificar o papel da
Na*/K*-ATPase e do NCX para a contratilidade cardiaca.

As tiras ventriculares foram estabilizadas em solucdo fisiol6gica sem ouabaina,
em uma frequéncia de estimulacdo de 0,4 hz. Apds a estabilizacdo das tiras, foi iniciada a
gravacdo dos registros das contracdes em solucdo sem ouabaina por 5 minutos e, em seguida
foram adicionadas concentragdes crescentes de ouabaina a cada 20 minutos. As concentracdes
utilizadas foram 10 M, 107" M, 10 M e 10° M.

3.3. Procedimentos experimentais de Western Blot
Os peixes de ambos 0s grupos experimentais foram sacrificados por meio de

concussdo cefalica em conformidade com as normas da “American Veterinary Medical
Association” (AVMA, 2001) e imediatamente pesados. O cora¢do foi removido
cirurgicamente, para que o ventriculo fosse separado, e instantaneamente congelados em

nitrogénio liquido (-198°C) para em seguida serem mantidos em freezer a — 80 °C.

3.3.1. Homogeneizacao do musculo cardiaco
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Os ventriculos congelados (-80°C) do peixe H. regani e do rato Wistar foram
homogeneizados. Foi utilizado aproximadamente 500 mg de tecido em 500 pL de tampéo
hiperosmotico (Sacarose 250 mM, Tris 50 mM, EDTA 1 mM pH 7,4).

Os homogenatos dos tecidos foram obtidos com a utilizacdo do
homogeneizador IKA (T 10 basic ULTRA-TURRAX®), sendo mantidos no gelo durante
todo o procedimento. Cada procedimento foi realizado separadamente.

Os homogenatos obtidos foram vertidos em microtubos e centrifugados a uma
forca de 10000 G por 40 min a 4°C para remover células intactas, fragmentos celulares e
fragBes ricas em particulas de origem nuclear, citoesquelética e mitocondrial (NECKAR et al.,
2005). Em seguida, o sobrenadante foi colhido e o precipitado descartado.

Para obtencdo da fracdo microssomal, o sobrenadante foi levado a
ultracentrifugacdo com forca de 100000 G a 4°C por 60min. Apo6s a ultracentrifugacdo o
sobrenadante, que representa a fracdo citosolica, foi descartado, as vesiculas microssomais
que constituem a fragdo com maior densidade (ap0s a separacao prévia) encontraram-se no
precipitado na forma de uma densa massa ao fundo do tubo, denominado pellet. Os pellets de
cada tubo foram ressuspensos em um volume reduzido (100 a 150 uL) de tampéo Tris-EDTA

(Tris 50 mM; EDTA 1mM; pH 7,4). Todas as anlises foram realizadas em duplicata.

3.3.2. Quantificacdo de proteina
A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com método de Bradford

(1976), utilizando o kit para medida de proteinas da Bio-Rad®.

3.3.3. Expressao proteica de SERCA2
Os homogeneizados de tecido foram analisados por Western blotting.

(BURNETTE et al., 1981). Vinte e cinco microgramas de proteina do ventriculo esquerdo do
Rato Wistar e cem microgramas do ventriculo de H. regani e padrbes moleculares SDS-
PAGE pré-colorados (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA) foram separados por
eletroforese em SDS-PAGE 7,5% utilizando o tampé&o Tris 3 g, glicina 14,4 g, SDS 10% (10
ml) e &gua destilada g.s.p 1L. Em seguida, as amostras foram transferidas para membranas de
polivinil difluoreto (PVDF) durante 10 horas a 4 °C, usando um sistema celular de
transferéncia Mini Trans-Blot (Bio-Rad) contendo Tris 25 mM, glicina 190mM, metanol 20%
e SDS 0,05% e agua destilada g.s.p 1L.

Em seguida, a membrana foi bloqueada por 60 minutos a temperatura ambiente
em solucgdo tamponada Tris (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,4) com 5%
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de leite desnatado em pd. Posteriormente, a membrana foi incubada durante a noite a 4°C com
os anticorpos policlonais de cabra anti-SERCA2 (0,5 pg/mL, SERCAZ2: sc-8095, Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A).

Ap0s a incubacdo, as membranas foram lavadas por 30 minutos com a solucao
tamponada Tris, em seguida foram incubadas com o anticorpo secundario (anticorpo anti-
cabra 1gG conjugado com a fosfatase alcalina 0,2. pg/mL, IgG-AP: sc-2355, Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A.) por 90 minutos.

A membrana foi cuidadosamente lavada com 4&gua destilada e o0s
imunocomplexos foram detectados através do revelador Alkaline Phosphatase Conjugate
Substrate Kit (Bio-Rad). Parcelas de proteinas nos géis foram quantificadas pelo software
Image)] (ABRAMOFF et al., 2004), em unidades arbitrarias de densidade Optica. Amostras
com concentragBes definidas (1.0; 5.0; 10; 15; 20 mg.ml) foram usadas como padrdo para

estimar as concentragoes.

4. Analise dos Resultados

4.1. Forma de apresentacdo dos dados
Todos os protocolos experimentais foram aplicados para 0s peixes de ambos 0s

grupos experimentais e tiveram um n minimo de 8. Os registros foram arquivados em um
computador, onde os mesmos foram posteriormente analisados pelo software ANCAD (Soft
& Solutions/Solucdo Integrada Ltda., Sdo Paulo, Brasil).

Ao término de cada protocolo, as tiras ventriculares foram levemente secas em
papel de filtro para a determinacdo do peso Umido da porcdo da tira responsavel pelas
contragOes isométricas registradas. O comprimento da porcao contrétil das tiras ventriculares
também foi medido. Tanto a massa quanto o comprimento das tiras ventriculares foram
usados no calculo da area de segdo transversal (CSA — “cross-sectional area” - mm?),
assumindo-se a densidade muscular de 1,06 g.cm™ (LAYLAND et al, 1995).

A forca de contragdo isométrica de cada tira ventricular (Fc - mN.mm2) foi
calculada pela diferenca entre os valores do pico da tensdo isométrica e da tensdo de repouso
(RT — “resting tension” - mN.mm2) dividida pela CSA da respectiva tira. Os parametros

tempo-dependentes foram analisados em todos os protocolos experimentais e expressos em



28

valores absolutos como TPT (“time to peak tension” — ms) e THR (“time to half relaxation” —
ms) e através das relagdes TPT/Fc e THR/Fc (ms. mNt.mm?).

A figura 11 apresenta todas as variaveis analisadas em cada protocolo. O
produto do pico da forca de contracdo isométrica pela freqliéncia de estimulacdo foi usado
para determinar o indice de capacidade de bombeamento cardiaco (CBP - mN.mm2.min™) de
acordo com MATIKAINEN e VORNANEN (1992). Vale ressaltar que tal medida é apenas
uma estimativa do funcionamento do coracdo enquanto “bomba” uma vez que leva em

consideracdo apenas a tensdo isometrica desenvolvida pelas tiras cardiacas isoladas.

/" oTPT RT T

Figura 11. Varidveis medidas no registro de forga de contracdo isométrica nos diferentes protocolos
experimentais. Fc: forca de contracdo isométrica; TPT: tempo para que o pico maximo de forca seja atingido;
THR: tempo necessario para que ocorra 50 % do relaxamento. (adaptado de MONTEIRO, 2011).

4.2. Tratamento estatistico dos dados
Os valores de todos os parametros analisados foram expressos como media +

E.P.M (erro padrdo da média) e somente diferencas estatisticas ao nivel de 5% de
significancia foram consideradas. Todos os testes foram realizados de acordo com os critérios
de normalidade, homogeneidade e homocedasticidade. Foram realizados 0s seguintes
procedimentos:

- Andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguida pelo teste de post-roc Tukey-
Kramer de comparac6es multiplas, para verificar a existéncia de possiveis diferencas
significativas entre os valores de um mesmo protocolo experimental tendo como
referéncia de controle os valores iniciais de cada protocolo (GraphPad Instat v. 3.0,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

- Teste-t de Student ndo-pareado para verificar a ocorréncia de possiveis diferengas
significativas entre pontos correspondentes de diferentes grupos experimentais
(controle e exposto) (GraphPad Instat v. 3.0, GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA).
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5. Resultados

5.1. Massa Ventricular Relativa
A massa ventricular relativa (MVR) de ambos 0s grupos experimentais é

apresentada na figura 12 e na tabela 2. N&o foi encontrada diferenca significativa na massa

ventricular relativa do grupo controle quando comparado ao grupo exposto ao Fpn.

Tabela 2. Valores em porcentagem da massa ventricular relativa dos grupos controle e exposto ao Fnp.

Controle Exposto
MVR (%) 0,04+0,002 0,044+0,002

W Controle

0O Exposto

MVR

Figura 12. Massa ventricular relativa (MVR) de H. regani dos grupos controle (n = 10) exposto (n = 10).
Valores médios + 1 EPM.

5.2. Efeito do Tempo experimental
O teste do efeito do tempo na contratilidade das tiras ventriculares foi realizado

para averiguar se ao longo de todo o periodo experimental ndo ha reducdo da capacidade
contréatil. Esta é uma andlise importante para validar o experimento, pois mostra que qualquer
alteracdo na funcdo contrétil da fibra cardiaca decorre do protocolo aplicado e ndo por uma
possivel degradacéo celular em fungdo do tempo de experimento.

Os valores médios de Fc desenvolvidos pelas tiras ventriculares de H. regani,
estimulados a 0,4 Hz, ao longo do tempo experimental (40 min), nos grupos Controle e
Exposto ao fipronil sdo apresentados na tabela 3 e representados graficamente na figura 13.

Os valores medios dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR) estdo representados
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graficamente nas figuras 14 e 16 e nas tabelas 3 e 4, respectivamente. A analise da relagéo
entre os parametros tempo-dependentes e a forca de contracdo (TPT/Fc e THR/Fc) mostra
guantos ms sdo necessarios para o desenvolvimento e 1 mN de forca (figuras 15 e 16 e tabelas
3ed).

A comparagéo entre os valores registrados a cada 10 minutos dos 2 grupos
experimentais demonstrou que, durante os 40 minutos de estimulagéo ininterrupta, ndo houve
alteracdo significativa na Fc em ambos os grupos. No entanto, a Fc do grupo exposto
mostrou-se maior do que a do grupo controle durante todo o tempo experimental. Os
parametros tempo-dependentes (TPT, TPT/Fc, THR e THR/Fc) ndo sofreram alteracdes
significativas ao longo dos 40 minutos experimentais em nenhum dos grupos. Entretanto, o
TPT nos primeiros 10 minutos no grupo exposto foi significativamente menor quando
comparado ao grupo controle, e a relagdo TPT/Fc do grupo exposto foi menor do que a do
grupo controle ao longo dos 40 minutos experimentais. Para 0 THR, o grupo Exposto
apresentou valor significativamente menor em comparagdo com o Controle somente no inicio
do experimento, em zero minuto, e para a relacdo THR/Fc, o grupo exposto apresentou
valores significativamente menores que o grupo controle durante todo o protocolo

experimental.

Tabela 3. Forca de contracdo (Fc) desenvolvida pelas tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n =
12) e exposto ao Fnp (n = 12) durante 40 minutos em uma frequéncia de 0,4 Hz. Valores médios + 1 EPM.

Terr.1po Fc (mN.mm?)
(min) Controle Exposto
0 1,84+0,29 3,13+0,47
10 1,94+0,36 3,09+0,48
20 1,7+0,33 2,88+0,45
30 1,55+0,31 2,67+0,41

40 1,47+0,30 2,55%0,37
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Figura 13. Efeito do tempo experimental de 40 minutos sobre a forca de contragdo (Fc) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios £ 1 EPM. Asteriscos
indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais.

Tabela 4. Valores de tempo para que o pico de tensdo (TPT) seja atingido e da relagdo tempo de contracdo/forca
de contracdo (TPT/Fc) das tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto ao Fnp (n =
12) durante 40 minutos em uma frequéncia de 0,4hz. Valores médios + 1 EPM.

) TPT (ms) TPT/Fc (ms.mN1.mm?)
Tempo (min)
Controle Exposto Controle Exposto
0 28816 26616 229445 129+17
10 28717 26945 249444 143+17
20 27777 26915 288449 162422
30 27645 27545 312449 172421

40 269+14 27315 316453 181+24
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Figura 14. Efeito do tempo experimental de 40 minutos sobre o tempo para o pico de forca (TPT) de tiras
ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios + 1 EPM. Asteriscos
indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais.
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Figura 15. Efeito do tempo experimental de 40 minutos sobre a relacdo tempo de contragdo/forca das tiras
ventriculares (TPT/Fc) de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto ao Fnp (n = 12). Valores médios + 1
EPM. Asteriscos indicam diferenca significativa entre 0s grupos experimentais.
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Tabela 5. Valores de tempo para que a metade do relaxamento (THR) seja atingido e da relacdo tempo de
relaxamento/forca de contracdo (THR/Fc) das tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle e exposto ao
Fnp durante 40 minutos em uma frequéncia de 0,4hz. VValores médios + 1 EPM.

. THR (ms) THR/Fc (ms.mN1.mm?2)
Tempo (min)
Controle Exposto Controle Exposto
0 183+11 1557 282+50 156126
10 17618 16117 309+50 172123
20 1757 170+8 34752 203+29
30 172+11 17118 367158 212430
40 182+13 1707 414164 221432
220,0 ~
*
200,0
__180,0 -
£
=~ 160,0 -
< —@— Controle
-
140,0 —&— Exposto
120,0 -
100,0 T T )
0 10 20 40
Tempo (min)

Figura 16. Efeito do tempo experimental de 40 minutos sobre o tempo para metade do relaxamento (THR) de
tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios = 1 EPM.
Asteriscos indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais.
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Figura 17. Efeito do tempo experimental de 40 minutos sobre a relagdo tempo de relaxamento/for¢a de contracéo
(THR/Fc) das tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n=12) e exposto (n=12). Valores médios + 1
EPM. Asteriscos indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais.

5.3. Tenséo Pos-Pausa
Os valores da forca de contracdo (Fc - % de valores de pré-pausa) desenvolvida

pelas tiras ventriculares de H. regani apds pausa diastdlica de 5 minutos de ambos 0s grupos
experimentais, em solucdo controle e solugdo com LiCl, estdo apresentados numericamente na
tabela 6, e graficamente na figura 18.

Apesar de ter sido observada uma tendéncia de aumento na Fc, as preparacoes
em solucdo controle de ambos o0s grupos experimentais ndo apresentaram valores de Fc pos-
pausas significativamente superiores aos apresentados antes das pausas. Em solugdo com litio,
também ndo foi encontrada diferenca significativa dos valores de Fc pds-pausa, em relagdo
aos valores pré-pausa, em ambos 0S grupos experimentais.

Os valores dos parametros tempo dependentes apds a pausa em solucdo
controle e em solucdo com litio estdo apresentados nas tabela 7 e 8 (TPT e THR,
respectivamente), e graficamente nas figuras 19 e 20. (TPT e THR, respectivamente).

Em solucdo controle, os valores de TPT da pds-pausa de ambos os grupos
experimentais foram significativamente maiores em relacdo aos valores antes da pausa. Em
solucdo com LiCl, ndo houve diferenca significativa do TPT da p6s-pausa em relagdo aos
valores de pre-pausa.

O THR apds a pausa diastolica, em solucdo controle, apresentou valores

significativamente superiores em relacdo aos valores apresentados antes da pausa. Em solugéo
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com LiCl, os valores de THR pds-pausa ndo diferiram significativamente em relagdo aos

valores de pré-pausa, embora tenham apresentado uma tendéncia de aumento apés a pausa.

Tabela 6. Valores da forca de contragdo (Fc) pré-pausa e pds-pausa e da porcentagem de alteracdo apés a pausa
das tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12), em solucéo controle e em
solucéo com litio. Valores médios + 1 EPM.

Fc (mN.mm>)- Sem litio Fc (mN.mm?) - Com litio
Tempo
Controle Exposto Controle Exposto
Pré-Pausa 1,4910,20 2,20+0,29 0,77+0,14 1,2110,24
Pd6s-Pausa 1,9210,26 2,750,36 0,74+0,13 1,26+0,21
Porcentagem dos 128,7+13,8 124,7+13 96,7+18 104,2+17
valores

160 +

140 -

120 +

100 -

———  HControle sem litio

¥ Controle com litio

O Exposto sem litio

[e)]
o
I
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I o0
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N
o
I

0 %
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Figura 18. Efeito da pausa diastolica de 5 minutos sobre a forga de contragdo (% de alteracdo) desenvolvida
pelas tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12), em solugéo controle e em
solucdo com litio. A linha representa a méedia dos valores antes da pausa. Valores médios + 1 EPM.

Tabela 7. Valores de tempo para o pico de tensdo (TPT) da pré-pausa e pds-pausa e da porcentagem de alteracdo
apos a pausa das tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12) em solugédo
controle e em solugdo com litio. Valores médios + 1 EPM.

3 TPT (ms) - Sem litio TPT (ms) - Com litio
Poés Pausa
Controle Exposto Controle Exposto
Pré pausa 28516 27616 324410 324+18
Pds pausa 33919 349110 324115 330124
Porcentagem dos 11842 12642 99+4 10147

valores
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Figura 19. Efeito da pausa diastélica de 5 minutos sobre o tempo para pico de tensdo (TPT - % de alteragdo)
desenvolvida pelas tiras ventriculares de H. regani, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12) em solucéo
controle, e em solugdo com litio. A linha representa a média dos valores antes da pausa. Valores médios + 1
EPM. Asteriscos indicam diferenca significativa em rela¢do a pré-pausa.

Tabela 8. Valores de tempo para metade do relaxamento (THR) da pré-pausa e pos-pausa, e da porcentagem de
alteracdo apds a pausa, das tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12), em
solucéo controle e em solugdo com litio. VValores médios + 1 EPM

3 THR (ms) - Sem litio THR (ms) - Com litio
Po6s Pausa
Controle Exposto Controle Exposto
Pré pausa 215%10 18316 395145 386%35
Pds pausa 350127 272124 544+59 466132
Porcentagem dos 16247 148+9 137410 120432

valores
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Figura 20. Efeito da pausa diastélica de 5 minutos sobre o tempo para 50% do relaxamento (THR - % de
alteracdo) desenvolvida pelas tiras ventriculares de H. regani, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12) em
solugdo controle, e em solucdo com litio. A linha representa a média dos valores antes da pausa. Valores médios
+ 1 EPM. Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo a pré-pausa.

5.4. Importancia do trocador Na*/Ca?* (NCX)
Os valores médios da forca de contracdo desenvolvida pelas tiras ventriculares

dos grupos controle e exposto ao longo de 20 minutos em solucdo com litio, estdo
representados na tabela 9 e graficamente na figura 21.

No grupo exposto, a Fc sofreu reducdo significativa ap6s 20 minutos em
solucdo com LiCl. J& o grupo controle ndo apresentou alteragdes significativas ao longo dos
20 minutos em solucdo com litio. Ndo foram encontradas diferencas significativas na Fc entre
0S grupos experimentais, embora 0 grupo exposto apresente uma tendéncia de valores
superiores em relacdo ao grupo controle.

Os valores dos parametros tempo-dependentes das tiras ventriculares em
solucdo com litio ao longo de 20 minutos estdo apresentados nas tabelas 10 e 11 , e
representados graficamente nas figuras 22 e 24 (TPT e THR, respectivamente). O grupo
exposto apresentou reducgéo significativa do TPT no tempo 5 minutos em relagdo ao tempo
inicial, entretanto, nos tempos 10, 15 e 20 minutos retornou a valores semelhantes ao tempo
inicial. O grupo controle ndo apresentou alteracdes significativas do TPT ao londo dos 20
minutos em solugdo com LiCl. Os valores de THR de ambos grupos experimentais
apresentaram aumento significativo a partir do tempo 15 minutos em relagdo ao tempo inicial.
N&o foram encontradas diferencas significativas no THR entre 0s grupos experimentais ao

longo dos 20 minutos em solugdo com litio.
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A andlise das relacBes entre os pardmetros tempo-dependentes e da forca de
contragéo estdo respresentadas nas tabelas 10 e 11, e nas figuras 23 e 25 (TPT/Fc e THR/Fc,
respectivamente). Nao foram encontradas diferencas significativas da relacdo TPT/Fc entre 0s
grupos experimentais. Entretanto, o grupo exposto apresentou aumento significativo no tempo
20 minutos em relacdo ao tempo inicial, j& o grupo controle ndo apresentou variacao
significativa de tal relagéo ao longo dos 20 minutos. Os valores de THR/Fc dos dois grupos
experimentais ndo diferiram entre si. Entretanto, ambos 0s grupos apresentaram aumento
significativo no THR/Fc aos 20 minutos.

A comparagdo entre a Fc das tiras ventriculares em solugdo controle em
relagdo a Fc das tiras em solucdo com LiCl, de ambos 0s grupos experimentais, estdo
apresentadas numericamente nas tabelas 12 e 13, e graficamente nas figuras 26 e 27 (grupos
controle e exposto, respectivamente). Os grupos controle e 0 grupo exposto apresentaram
reducdo significativa da Fc em solucdo com litio em comparacdo com a solucdo controle a
partir dos 10 min.

A comparacdo da Fc pdés-pausa entre solucdo com litio em relacdo a Fc da pos-
pausa em solucdo controle dos grupos grupos controle e exposto estao representados na tabela
14 e na figura 28. Ambos o0s grupos apresentaram reducéo significativa da Fc pds-pausa em
solucdo com litio quando comparada com com o valor de p6s-pausa em solucao controle.

A comparacdo entre os valores de TPT desenvolvidos pelas tiras ventriculares
ao longo de 20 minutos, em solucdo com e sem litio, estdo representados nas tabelas 15 e 16,
e nas figuras 29 e 30 (grupos controle e exposto). Os valores de TPT de ambos 0s grupos em
solucdo com litio sofreram um aumento significativo em relacdo aos valores apresentados em
solucdo controle ap6s 20 min. Os resultados obtidos do TPT pds-pausa em solucdo controle
em relacdo a pds-pausa em solucdo com litio, nos grupos controle e exposto, estdo
apresentados na tabela 17 e na figura 31. Ambos 0s grupos ndo apresentaram alteracdes nos
valores de TPT pds pausa em solugcdo com litio, quando comparados com solugédo controle.

Os resultados de THR em solugédo controle e em solucéo com litio, ao longo de
20 minutos, estdo representados nas tabelas 18 e 19, e nas figuras 32 e 33 (grupos controle e
exposto, respectivamente). Ambos 0s grupos apresentaram aumento significativo dos valores
de THR apds 20 minutos em solucdo com litio, quando comparados a solugédo controle. A
comparacdo dos valores de THR obtidos ap0s a pausa entre solucdo controle e solu¢cdo com
litio, dos grupos grupos controle e exposto, estdo apresentados numericamente na tabela 20 e
graficamente na figura 34. Ambos 0s grupos apresentaram aumento significativa do THR pos-

pausa em solucdo com litio quando comparada com solugéo controle.
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Tabela 9. Valores de forca de contragdo (Fc) desenvolvida pelas tiras de H. regani ao longo de 20 minutos em
solucéo com litio dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

Tempo Fc (mN.mm?)
(min) Controle Exposto
0 1,35+0,28 1,93+0,24
5 1,02+0,16 1,4810,20
10 0,92+0,17 1,38+0,19
15 0,91+0,16 1,20+0,20
20 0,77+0,14 1,00%0,20
2,5 +
2 .
é 1,5 -
£
E 1 4 —@— controle
:‘.‘.T —— Exposto
0,5 A
0 T T T T 1
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Figura 21. Efeito do tempo experimental de 20 minutos sobre a for¢a de contragéo (Fc) desenvolvida pelas tiras
ventriculares de H. regani em solucdo com litio, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios
+ 1 EPM. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacdo aos valores iniciais

Tabela 10. VValores de tempo para pico de tenséo (TPT) e da relacdo tempo de contracdo/forca (TPT/Fc) das
tiras ventriculares de H. regani em solucéo com litio dos grupos controle (n = 12) e exposto ao Fpn (n = 12).

TPT (ms) TPT/Fc (ms.mN1.mm?2)
Tempo (ms)
Controle Exposto Controle Exposto
0 30148 31248 318175 197+41
5 26316 22715 344186 20848
10 28419 272+13 401493 234143
15 319+15 29118 4771107 313165

20 324+10 322+11 552+100 5761178




TPT (ms)

350,0

300,0

250,0

200,0

150,0

100,0

40

—@— Controle
—— Exposto

5 10 15 20
Tempo (ms)

Figura 22. Efeito do tempo experimental de 20 minutos sobre o tempo para o pico de tensdo (TPT) desenvolvido
pelas tiras ventriculares de H. regani em solugdo com litio, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12).
Valores médios + 1 EPM. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais .
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Figura 23. Efeito do tempo experimental de 20 minutos sobre a relacdo tempo de contracdo/forgca (TPT/Fc)
desenvolvido pelas tiras ventriculares de H. regani em solugdo com litio, dos grupos controle (n = 12) e exposto

(n =12). Valores médios = 1 EPM.
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Tabela 11. Valores de tempo para metade do relaxamento (THR) e da relacdo tempo de relaxamento/for¢a
(THR/Fc) das tiras ventriculares de H. regani em solugdo com litio dos grupos controle (n = 12) e exposto ao
Fpn (n =12).

. THR (ms) THR/Fc (ms.mN1.mm?)
Tempo (min)
Controle Exposto Controle Exposto
0 2075 217+10 432197 274161
5 198+8 189+11 499+103 335478
10 279128 263114 7521136 462192
15 349+39 349124 9641161 7501174
20 392445 354+33 1287+227 10341261
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Figura 24. Efeito do tempo experimental de 20 minutos sobre o tempo 50% do relaxamento (THR) desenvolvido
pelas tiras ventriculares de H. regani em solugdo com litio, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12).
Valores médios + 1 EPM. Simbolos abertos indicam diferenga significativa em relacdo aos valores iniciais .
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Figura 25. Efeito do tempo experimental de 20 minutos sobre a relagcdo tempo de relaxamento/forca (THR/Fc)
das tiras ventriculares de H. regani em solugdo com litio, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12).

Valores médios + 1 EPM. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais .

Tabela 12. Valores de forca de contracdo (Fc) das tiras ventriculares do grupo controle H. regani ao longo de 20

minutos em solucéo controle (n = 12) e solucdo com litio (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

Fc (mN.mm?3)

Tempo
(min) Grupo Controle
Sem Litio Com Litio
0 2,1240,39 1,35+0,28
10 2,14+0,40 0,92+0,18
20 1,83+0,34 0,77+0,14
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Figura 26. Forca de contragdo (Fc) em tiras ventriculares do grupo controle de H. regani em solugdo controle e
em solucdo com litio ,ao longo de 20 minutos de experimento. Valores médios + 1 EPM. Asteriscos indicam
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.

Tabela 13. Valores de forga de contracdo (Fc) das tiras ventriculares do grupo exposto ao Fnp de H. regani ao
longo de 20 minutos em solugdo controle (n = 12) e solu¢do com litio (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

Fc (mN.mm?3)

Tempo
(min) Grupo Exposto
Sem Litio Com Litio
0 3,02+0,46 1,9310,25
10 2,970+46 1,38+0,19

20 2,77+0,44 1,00+0,20
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Figura 27. Forca de contracdo (Fc) em tiras ventriculares do grupo exposto de H. regani em solugéo controle e
em solucdo com litio ,ao longo de 20 minutos de experimento. Valores médios + 1 EPM. Asteriscos indicam
diferenca significativa entre grupos. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagdo aos valores
iniciais .

Tabela 14. Valores de forga de contracdo (Fc) apds a pausa diastdlica, de ambos 0s grupos experimentais, em
solugdo controle e em solucéo com litio, e porcentagem de alteracdo da tensdo p6s-pausa em solugdo com litio
em relacdo a solucdo controle. Valores médios £ 1 EPM.

Fc (mN.mm?3)

Tempo
Controle Exposto
Solugdo controle 1,92+0,27 2,7510,36
Solugdo com litio 0,74+0,13 1,26+0,22
Porcentagem de 38+18 46417

valores
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Figura 28. Tensdo pos-pausa (% de alteracdo) das tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle e exposto
em solucdo com litio em relacdo a pds-pausa em solucdo controle. Valores médios + 1 EPM. A Linha representa
os valores de pos-pausa em solucdo controle. Asteriscos indicam diferenca significativa entre valores de Fc
pos-pausa com solucéo com litio .em relagdo a pds pausa com solucéo controle.

Tabela 15. Valores do tempo para o pico de tensdo (TPT) das tiras ventriculares do grupo controle de H. regani
ao longo de 20 minutos em solucédo controle (n = 12) e solu¢do com litio (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

Tempo

Grupo controle

TPT (ms)
(min)
Sem Litio Com Litio
0 2886 30149
10 28717 28419
20 277+7 324+10
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Figura 29. Tempo para o pico de tensdo (TPT) em tiras ventriculares do grupo controle de H. regani em solugéo
controle e em solucdo com litio ,ao longo de 20 minutos de experimento. Valores médios + 1 EPM. Asteriscos
indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Simbolos abertos indicam diferenca significativa
em rela¢do aos valores iniciais.

Tabela 16. Valores do tempo para pico de tensdo (TPT) das tiras ventriculares do grupo exposto ao Fnp de H.
regani ao longo de 20 minutos em solucéo controle (n = 12) e solugdo com litio (n = 12). Valores médios + 1
EPM.

Grupo exposto

Tempo
(min) TPT (ms)
Sem Litio Com Litio
0 2666 29249
10 26945 272+13

20 26915 322+11
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Figura 30. Tempo para o pico de tensdo (TPT) em tiras ventriculares do grupo exposto de H. regani em solugéo
controle e em solucdo com litio ,ao longo de 20 minutos de experimento. Valores médios + 1 EPM. Asteriscos
indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Simbolos abertos indicam diferenca significativa
em relacdo aos valores iniciais .

Tabela 17. Valores de tempo para pico de tensdo (TPT) apds a pausa diastélica, de ambos os grupos
experimentais, em solugdo controle e em solucéo com litio, e porcentagem de altera¢do da tensdo pds-pausa em
solucdo com litio em relagdo a solucéo controle. Valores médios +1 EPM.

TPT (ms)
Tempo
Controle Exposto
Sem Litio 339149 349+10
Com Litio 324+15 330124
Porcentagem de 9545 94+7

valores
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Figura 31. Tempo para pico de Tensdo (TPT - % de alteracdo) das tiras ventriculares de H. regani dos grupos
controle e exposto em solugdo com litio em relacdo a pos-pausa em solucdo controle. Valores médios + 1 EPM.
A linha representa a média dos valores de pds-pausa em solucao controle.

Tabela 18. Valores do tempo para metade do relaxamento (THR) das tiras ventriculares do grupo controle de H.
regani ao longo de 20 minutos em solucéo controle (n = 12) e solucdo com litio (n = 12). Valores médios + 1
EPM.

Grupo controle

Tempo

(min) THR (ms)
Sem Litio Com Litio
0 183+11 20716
10 1768 279128

20 175+7 392445
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Figura 32. Tempo para 50% do relaxamento (THR) em tiras ventriculares do grupo controle de H. regani em
solugdo controle e em solugdo com litio ,ao longo de 20 minutos de experimento. Valores médios + 1 EPM.
Asteriscos indicam diferenca significativa em rela¢do ao grupo controle.

Tabela 19. Valores do tempo para metade do relaxamento (THR) das tiras ventriculares do grupo exposto ao Fnp
de H. regani ao longo de 20 minutos em solugdo controle (n = 12) e solugdo com litio (n = 12). Valores médios
+1EPM.

Grupo exposto

Tempo
(min) THR (ms)
Sem Litio Com Litio
0 15547 217410
10 1617 263114

20 17048 354+33
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Figura 33. Tempo para 50% do relaxamento (THR) em tiras ventriculares do grupo exposto de H. regani em
solugdo controle e em solugdo com litio ,ao longo de 20 minutos de experimento. Valores médios + 1 EPM.
Asteriscos indicam diferenga significativa em relacéo ao grupo controle.

Tabela 20. Valores de para metade do relaxamento (THR) apds a pausa diastélica, de ambos os grupos
experimentais, em solucéo controle (n = 12) e em solucdo com litio (n = 12), e porcentagem de alteracdo da
tensdo pds-pausa em solucdo com litio em relagdo a solucdo controle. Valores médios +1 EPM.

THR (ms)
Tempo
Controle Exposto
Sem Litio 350427 272124
Com Litio 544+59 466132
Porcentagem de 155410 17147

valores
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Figura 34. Tempo para 50% do relaxamento (THR - % de alteracdo) das tiras ventriculares de H. regani dos
grupos controle e exposto em solucdo com litio em relagdo a pos-pausa em solugdo controle. A linha representa a
média dos valores de pds-pausa em solucéo controle. Valores médios + 1 EPM. Asteriscos indicam diferenca
significativa entre valores de THR pds-pausa com solugdo com litio .em relagdo a pds pausa com solucéo
controle.

5.5. Importancia da Bomba Na*/K*-ATPase.
Para avaliar a importancia da bomba de sbdio-potassio, foi realizado

experimento adicionando-se concentragdes crescentes de ouabaina na solucao fisioldgica, de
108 M, 107" M, 10 M e 10° M.

O efeito da adicdo de ouabaina na Fc desenvolvida pelas tiras ventriculares de
H. regani dos grupos controle e exposto estdo representados numericamente na tabela 21 e
graficamente na figura 35. A Fc do grupo exposto foi significativamente maior que o grupo
controle em solucéo controle, e nas concentragdes 10®° M e 107 M de ouabaina. O grupo
exposto apresentou reducdo da Fc na concentracio de 10° M em relagdo a solucdo sem
ouabaina, enquanto o grupo controle apresentou reducdo da Fc somente na maior
concentragéo, de 10° M.

A tensdo de repousou (RT) das tiras ventriculares sofreram aumento nos seus
valores ao longe das adigdes crescentes de ouabaina, entretanto, tal elevacdo nédo foi
significativa. Quando comparados os valores de RT entre 0S grupos, 0O grupo exposto
apresenta valores significativamente maiores em relacdo ao grupo controle em todas as
concentracdes de ouabaina. Tais dados estdo representados numericamente na tabela 21 e

graficamente na figura 36.
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O efeito dos incrementos de ouabaina sobre os parametros tempo dependentes
estédo representados nas tabelas 23 e 23 (TPT e THR respectivamente) e nas figuras 37 e 38
(TPT e THR, respectivamente). Ndao foram encontradas diferencas nos valores de TPT entre
0S grupos experimentais em nenhuma concentracao de ouabaina, no entanto, ambos os grupos
apresentaram reducdo significativa de tal parametro nas concentragbes 10° e 10° mM de
ouabaina, em relacdo a solucdo controle. J& os valores de THR de ambos o0s grupos
experimentais ndo diferiram entre si em nenhuma concentracdo de ouabaina. Também nao
houve alteracdo dos valores de THR ao longo dos incrementos de ouabaina em ambos 0s
grupos experimentais.

A anédlise das relacbes dos parametros tempo dependentes com a Fc estdo
apresentados numericamente nas tabelas 23 e 23 (TPT/Fc e THR/Fc) e graficamente nas
figuras 39 e 40 (TPT/Fc e THR/Fc). O grupo exposto apresentou valores significativamente
menores de TPT/Fc que o grupo controle nas concentracdes 108, 107 e 10° M de ouabaina. O
grupo controle ndo apresentou variacdo no TPT/Fc ao longo dos incrementos de ouabaina. J&
0 grupo exposto, apresentou aumento do TPT/Fc nas concentragdes 10° e 10° mM de
ouabaina em relacdo a solucdo controle. A relacdo THR/Fc do grupo exposto mostrou-se
significativamente menor que o grupo controle em solucdo com ouabaina nas concentraces
108 e 10" M. O grupo controle apresentou aumento significativo na relagio THR/Fc com
adicdo de ouabaina na concentracio de 10° M, em relacdo a solucdo solucdo sem tal
composto. Ja o grupo exposto apresentou aumento significativo da THR/Fc em solucdo com

ouabaina nas concentracdes 10 M e 10° M, em relac&o a solucéo controle.

Tabela 21. Valores de forca de contragdo (Fc) e de tensdo de repoucou (RT) de tiras ventriculares dos grupos
controle (n = 8) e exposto (n = 8) de H. regani em solucdo controle e sob incrementos de ouabaina. Valores
médios + 1 EPM.

Concentragio de Fc (mN.mm?2) RT (mN.mm?)
Ouabaina (M) Controle Exposto Controle Exposto
0 1,37+0,28 3,95+0,37 1,610,44 3,6+0,65
108 1,14+0,22 3,72+0,37 1,61£0,43 3,4+0,64
107 1,0610,20 3,42+0,36 1,610,43 3,6+0,84
10® 0,66+0,13 1,39+0,30 2,1+0,56 5,1+1,01

10° 0,51+0,08 0,68+0,27 2,7+0,40 5,6+0,98
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Figura 35. Forca de contracdo (Fc) de tiras ventriculares dos grupos controle (n = 8) e exposto (n = 8) de H.
regani em solugdo controle e sob incrementos de ouabaina. Valores médios + 1 EPM. Asteriscos indicam
diferenca significativa entre grupos. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacdo a solucéo
controle.
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Figura 36. Tensdo de repouso (RT) de tiras ventriculares dos grupos controle (n = 8) e exposto (n = 8) de H.
regani em solucdo controle e sob incrementos de ouabaina. Valores médios + 1 EPM. Asteriscos indicam

diferenca significativa entre grupos.
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Tabela 22. Valores do tempo para atingir o pico de tensdo (TPT) e da relagdo forca de contragdo/forga de
contracdo (TPT/Fc) de tiras ventriculares dos grupos controle (n = 8) e exposto (n = 8) de H. regani em solucéo
controle e sob incrementos de ouabaina. Valores médios + 1 EPM.

Concentragdo TPT (ms) TPT/Fc (ms.mN1.mm2)
Ouabaina (M) Controle Exposto Controle Exposto
0 310+11 30216 336174 83+13
108 309+10 343437 409198 92+14
107 3029 2987 401184 94+13
10® 245+17 22219 4591108 186%33
10 21516 19418 461188 551+163
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Figura 37. Tempo para atingir o pico de tensdo (TPT) das tiras ventriculares dos grupos controle (n = 8) e
exposto (n = 8) de H. regani em solugdo controle e sob incrementos de ouabaina. Valores médios + 1 EPM.
Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacdo a solugdo controle.
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Figura 38. Tempo para 50% do relaxamento (THR) das tiras ventriculares dos grupos controle (n = 8) e exposto
(n=8) de H. regani em solucdo controle e sob incrementos de ouabaina. Valores médios + 1 EPM.

Tabela 23. Valores do tempo para 50% de relaxamento (THR) e da relacdo tempo de relaxamento/forca de
contracdo (THR/Fc) das tiras ventriculares de H. regani em solucdo controle e sob incrementos de ouabaina.
Valores médios + 1 EPM.

Concentragio THR (ms) THR/Fc (ms.mN1.mm2)
Ouabaina (M) Controle Exposto Controle Exposto
0 185+11 206+13 427+113 11627

108 17949 203+12 523+155 121427

10”7 20315 214+14 607+£182 140431

10° 17515 224+19 769+189 353464

10° 190+8 21922 820£170 1224+417
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Figura 39. Relacéo tempo de contracdo/forca de contragdo (TPT/Fc) das tiras ventriculares dos grupos controle
(n = 8) e controle (n = 8) de H. regani em solucdo controle e sob incrementos de ouabaina. Valores médios + 1
EPM. Asteriscos indicam diferenca significativa entre grupos. Simbolos abertos indicam diferenca significativa
em relacéo a solucdo controle.
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Figura 40. Relacdo tempo de relaxamento/forca de contragdo (THR/Fc) das tiras ventriculares dos grupos
controle (n = 8) e controle (n = 8) de H. regani em solucdo controle e sob incrementos de ouabaina. Valores
médios £ 1 EPM. Asteriscos indicam diferenca significativa entre grupos. Simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo a solugéo controle.
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5.6. Efeito do Aumento da Concentracao de Calcio Extracelular
Para testar a importancia do célcio extracelular na contracdo do midcito

ventricular de H. regani, foram adicionadas concentracdes crescentes de calcio na solugédo
fisiologica. A elevagdo na concentragdo de Ca?* provocou um efeito inotropico positivo nas
tiras ventriculares de ambos 0s grupos experimentais, no entanto, somente no grupo exposto
esse aumento na Fc mostrou-se significativo em relacdo a concentragéo inicial, a partir de 7,5
mM de Ca?". A Fc do grupo exposto foi significativamente maior que o grupo controle em
todas as concentragdes de Ca?*. Esses dados estdo apresentados na numericamente na tabela
24 e graficamente na figura 41.

Os parametros tempo-dependentes estdo representados graficamente nas
figuras 42, 43, 44, 45 (TPT, TPT/Fc, THR, e THR/Fc, respectivamente) e nas tabelas 7 e 8.
N&o foram encontradas diferencas significativas entre os valores médios do TPT do grupo
exposto em relacdo ao grupo controle. Os valores de TPT de ambos 0S grupos mostrou-se
significativamente maior na concentracido de 9.5 mM de Ca?* em relagdo a concentragéo
inicial de 1.5 mM de Ca?".

Ndo foi encontrada diferenca significativa no THR entre 0s grupos
experimentais em qualquer concentracdo de Ca?*. Entretanto, ambos 0s grupos experimentais
apresentaram comportamento semelhante no THR ao longo dos incrementos de Ca®*, com
aumento significativo de seus valores médios a partir da concentragéo de 5,5 mM de Ca?* em
relacdo a concentracao inicial.

A relacdo TPT/Fc de ambos grupos experimentais ndo sofreu alteracbes
significativas ao longo dos incrementos na concentragdo de Ca2*, assim como néo foi
encontrada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais para esta relagdo em
nenhuma concentragéo de Ca?*.

A relacdo THR/Fc ndo apresentou diferencas significativas ao logo dos
incrementos de Ca?* em ambos 0s grupos experimentais. Entretanto, a TRH/Fc do grupo
exposto foi significativamente menor em relagdo ao grupo controle em todas as concentragoes
de Ca?".
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Tabela 24. Valores de for¢a de contracéo (Fc) desenvolvida pelas tiras ventriculares dos grupos controle (n = 12)
e exposto (n = 12) de H. regani sob o incremento de célcio. Valores médios + 1 EPM.

Concentragdo Fc (mN.mm?)
(mM) Controle Exposto
1,5 1,27+0,3 2,610,47
3,5 1,64+0,39 3,71+0,62
5,5 2,01+0,48 4,17+0,67
7,5 2,26+0,56 4,31+0,67
9,5 2,36+0,59 4,3+0,66
6,00 -~
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5,00 - * *
84,00 |«
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Figura 41. Efeito dos incrementos na concentragdo de célcio sobre a forga de contragdo (Fc) desenvolvida pelas
tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios = 1 EPM.
Asteriscos indicam diferenca significativa entre 0s grupos experimentais. Simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo ao valor inicial.

Tabela 25. Valores de tempo para atingir o pico de tensdo (TPT) e da relacdo tempo de contracdo/forca (TPT/Fc)
das tiras ventriculares de H. regani sob incrementos na concentracdo de calcio dos grupos controle (n = 12) e
exposto ao Fnp (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

Concentragdo de TPT (ms) TPT/Fc(ms.mN*.mm?)
Calcio (mM) Controle Exposto Controle Exposto
1,5 288+11 281111 327455 316+126
3,5 300+8 310+10 263+47 236197
5,5 30349 32619 223141 207182
7,5 324+10 336+14 215439 197182
9,5 326%7 343110 204136 208192
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Figura 42. Efeito dos incrementos na concentracdo de célcio sobre o tempo para o pico de forca (TPT)
desenvolvido pelas tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores
médios + 1 EPM. Simbolos vazios indicam diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais.
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Figura 43. Efeito dos incrementos na concentragdo de calcio na relagdo TPT/Fc (ms.mN*.mm?) de tiras
ventriculares de H.regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios +1 EPM. Asteriscos
indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais.
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Tabela 26. Valores de tempo para que metade do relaxamento (TPT) fosse atingido e da relacdo tempo de
relaxamento/forca (TPT/Fc) das tiras ventriculares de H. regani sob incrementos na concentracdo de calcio dos

grupos controle (n = 12) e exposto ao Fnp (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

Concentragio de THR (ms) THR/Fc (ms.mN".mm?)
Célcio (mM) Controle Exposto Controle Exposto
1,5 205121 182+11 486185 198+35
3,5 298126 259123 448176 19740
5,5 350426 341426 462485 225+46
7,5 391+27 391+27 482187 238+46
9,5 433+31 420430 499486 254147
500,0
450,0 -
400,0 -
% 350,0 A
£
; 300,0 -
T 2500 - —@— Controle
200,0 - —B—Exposto
150,0 -
100,0 T T T )
1,50 3,50 5,50 9,50

Concentragdo de Calcio (mM)

Figura 44. Efeito dos incrementos na concentracdo de calcio sobre o tempo para metade do relaxamento (THR)
desenvolvido pelas tiras ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores
médios + 1 EPM. Simbolos vazios indicam diferenca significativa em relacdo aos valores iniciais. Valores

médios + 1 EPM.
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Figura 45. Efeito dos incrementos na concentracdo de célcio na relagio THT/Fc (ms.mN™.mm?) de tiras
ventriculares de H.regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Asteriscos indicam diferenca
significativa entre 0s grupos experimentais. Valores médios + 1 EPM.

5.7. Aumento da frequéncia de estimulagéo
Os valores médios da Fc desenvolvida pelas tiras ventriculares, quando sujeitas

a incrementos na freqliéncia de estimulacdo (Hz) até que registros se tornassem irregulares,
estdo representados em valores numéricos na tabela 27 e graficamente na figura 46. Os
valores médios dos parametros tempo-dependentes (TPT e THR) sdo apresentados nas figuras
47 e 48 e nas tabelas 28 e 29, respectivamente.

O grupo exposto foi capaz de manter contracGes regulares até a frequéncia de
2,6 Hz, enquanto o grupo controle atingiu apenas até a frequécia de 2,0 Hz. Ambos o0s grupos
experimentais ndo apresentaram alteracdes significativas ao longos dos incrementos de
frequéncia em relacdo a frequéncia inicia (0,4 Hz). Adicionalmente, grupo exposto apresentou
valores de Fc significativamente maiores em relacdo ao grupo controle em todas as
frequéncias de estimulagé&o.

Os valores de TPT obtidos a partir da frequéncia de estimulacéo de 0,8 Hz no
grupo exposto e 1,0 Hz no grupo controle foram significativamente inferiores aos valores na
frequéncia inicial de 0,4 Hz.

Em ambos os grupos experimentais os valores de THR sofreram reduges
significativas ,em relacdo a frequéncia inicial, a partir da freqtiéncia de 1,0 Hz. O grupo
exposto apresentou valores de THR significativamente inferiores em relagdo ao grupo

controle nas frequéncias de 0,4; 0,6 ¢ 0,8 Hz.
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A anélise da relacdo entre os pardmetros tempo-dependentes e a forca de
contragdo em cada grupo experimental estdo representadas graficamente nas figuras 49
(TPT/Fc) e 50 (THR/Fc), e nas tabelas 28 e 29.

O grupo exposto apresentou valores da relagdo TPT/Fc significativamente
menores quando comparados ao grupo controle até a frequéncia de 1,6 Hz. Adicionalmente,
os valores da relacdo THR/Fc do grupo exposto foram significativamente menores quando

comparados aos do grupo controle em todas as frequéncias de estimulacéo.

Tabela 27. Valores de forca de contragdo (Fc) desenvolvidas pelas tiras ventriculares de H. regani sob
incrementos da frequéncia de estimulagdo dos grupos controle (n = 12) e exposto ao Fnp (n = 12). Valores
médios = 1 EPM.

Fc (mN.mm?3)

Frequéncia (Hz)

Controle Exposto

0,4 1,27+0,18 2,20+0,41
0,6 1,25+0,18 2,240,31
0,8 1,2+0,17 2,1840,31

1 1,18+0,17 2,21+0,31
1,2 1,19+0,17 2,28+0,32
1,4 1,12+0,17 2,27+0,33
1,6 1,14+0,17 2,24+0,33
1,8 1,13+0,17 2,16+0,34

2 1,18+0,19 2,02+0,34
2,2 2,02+0,32
2,4 1,84+0,35
2,6 1,65+0,33

0,4 1,49+0,23 3,00+0,29
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Figura 46. Efeito do aumento da frequiéncia de estimulagéo sobre a forca de contracdo (Fc) de tiras ventriculares
de H. regani, dos grupos controle (n = 12) e exposto (h = 12). Asteriscos indicam diferenca significativa entre
grupos. Valores médios + 1 EPM.

Tabela 28. Valores de tempo para o pico que o pico de tensdo (TPT) seja atingido e da relacdo tempo de
contracéo/forga (TPT/Fc) das tiras ventriculares de H. regani sob incrementos na frequéncia de estimulagdo dos

grupos controle (n = 12) e exposto ao Fnp (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

o TPT (ms) TPT/Fc (ms.mN1.mm?2)
Frequéncia (Hz)

Controle Exposto Controle Exposto
0,4 292,98+7,86 283,9245,3 341+45 183+23
0,6 294,82+8,33 271,10+4,9 350,50 177423
0,8 271,87+7,08 262,7113,8 340149 176123
1 258,39+4,33 256,60+7,84 347152 171422
1,2 246,2114,5 242,5314,05 31646 160+23
1,4 228,7613,6 228,60+3,92 324149 154424
1,6 219,54+3,7 215,92+3,47 304457 152+26
1,8 210,10+3,07 208,25+3,97 268145 157430
2 194,63+4,5 200,6913,11 244158 168+35
2,2 191,65+2,85 172144
2,4 179,41+2,65 150432
2,6 171,1143,13 160138
0,4 263,1419,62 262,5914,66 27547 13117
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Figura 47. Efeito do aumento da freqtiéncia de estimula¢do no tempo para o pico de tensdo (TPT - ms) de tiras
ventriculares de H. regani, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacéo aos valores iniciais . Valores médios + 1 EPM.
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Figura 48. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulacéo na relagdo TPT/Fc (ms.mN X .mm 2) e de tiras
ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Asteriscos indicam diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle. Valores médios + 1 EPM.
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Tabela 29. Valores de tempo para que metade do relaxamento seja atingido (THR) e da relacdo tempo de
contracdo/forca (THR/Fc) das tiras ventriculares de H. regani sob incrementos na frequéncia de estimulacdo dos
grupos controle (n = 12) e exposto ao Fnp (n = 12). Valores médios + 1 EPM.

a THR (ms) THR/Fc (ms.mN1.mm?)
Frequéncia (Hz)
Controle Exposto Controle Exposto
0,4 22110 19248 468160 228+33
0,6 20549 183+7 435152 217129
0,8 204110 169+7 449156 203130
1 18517 165+6 43657 203431
1,2 17247 15516 418154 181430
1,4 15415 14914 428160 177431
1,6 14814 14214 367155 171429
1,8 130+4 133+2 340156 170429
2 12843 12342 353178 174435
2,2 11712 170445
2,4 11042 187148
2,6 10311 199456
0,4 19517 18016 423164 161423
2400 15 4
220,0
200,0
2 180,0
:’I_‘ 160,0 —@— Controle

140,0
120,0

100,0
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Figura 49. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulacdo no tempo para 50% do relaxamento de tiras
ventriculares de H. regani, dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Simbolos abertos indicam diferenca
significativa em relacdo aos valores iniciais. Asteriscos indicam diferenca significativa entre grupos. Valores

médios + 1 EPM.
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Figura 50. Efeito do aumento da freqiiéncia de estimulagdo na relagdo THR/Fc (ms.mN 1 .mm 2) e de tiras
ventriculares de H. regani dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Asteriscos indicam diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle. Valores médios + 1 EPM.

5.8. Capacidade de Bombeamento Cardiaco
Os valores da capacidade de bombeamento cardiaco (CBC - mN.mm™ .min)

das tiras ventriculares de H. regani dos dois grupos experimentais durante aumento na
frequiéncia de estimulacdo elétrica estdo apresentados na tabela 30 e graficamente na figura
51.

O CBC do grupo controle apresentou aumento significativo a partir da
frequéncia 1,4 Hz. Ja no grupo exposto, o0 CBC apresentou aumento significativo a partir da
frequéncia 1,6 Hz. A comparagdo entre 0s grupos revelou que o grupo exposto apresenta
valores de CBC significativamente maiores em relacdo ao grupo controle em todas as

frequéncias de estimulagé&o.

Tabela 30. Valores da capacidade de bombeamento cardiaco das tiras ventriculares de H. regani dos grupos
controle (n = 12) e exposto (n = 12). Valores médios + 1 EPM.
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CBC (mN.mm “2.min)

Frequéncia (Hz)

Controle Exposto

0,4 0,58+0,11 0,97+0,15
0,6 0,87+0,16 1,45+0,22
0,8 1,10+0,19 1,92+0,30

1 1,36+0,24 2,44+0,39
1,2 1,62+0,28 3,03+0,49
1,4 1,77+£0,30 3,53+0,57
1,6 2,07+0,36 4,01+0,68
1,8 2,24+0,36 4,37+0,76

2 2,36+0,39 4,56+0,80
2,2 5,07+0,98
2,4 5,05+0,98
2,6 4,58+0,91
0,4 0,39+0,07 0,68+0,12
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Figura 51. Capacidade de bombeamento cardiaco (CBC - mN.mm 2 .min ") de tiras ventriculares de H. regani
dos grupos controle (n = 12) e exposto (n = 12). Simbolos abertos indicam diferenga significativa em
relagdo aos valores iniciais. Asteriscos indicam diferenca significativa entre grupos. Valores médios = 1 EPM.

5.9. Analise de Western Blot.
A técnica de Western Blot foi realizada para verificar a expressao da proteina

SERCA2 no mdusculo ventricular dos grupos controle e exposto de H. regani. Quando

expressa, a SERCA indica a presenca de reticulo sarcoplasmatico (RS) no tecido cardiaco.
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A figura 52 mostra o resultado da analise para a proteina SERCAZ2, onde ndo
detectada expressdo da proteina SERCA2 em ambos 0s grupos experimentais de H. regani.

o
J F ol

B - 100 KDa

Figura 52. Anélise da expressdo da proteina SERCA2 por Western blotting no ventriculo do cascudo H. regani e
no ventriculo esquerdo do Rato Wistar (Rattus Norvegicus).
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6. Discussao

6.1. Massa Ventricular Relativa
O masculo cardiaco é reconhecido pela sua notdria capacidade de

remodelamento em resposta a diferentes demandas funcionais e metabdlicas. A hipertrofia do
miocardio € um complexo processo que varia de acordo com o tipo de estimulo, grau e
duracdo em que é aplicado, localizacdo em que ele atua, assim como outros mecanismos
compensatérios intraespecificos (COOPER, 1987). A hipertrofia cardiaca pode ocorrer por
dois mecanismos distintos: a hipertrofia patoldgica, que é associada a um prejuizo na
contratilidade, sem necessariamente levar a insuficiéncia cardiaca; e a hipertrofia fisiologica,
associada a manutengdo ou melhora da contratilidade (WIKMAN-COFFELT et al,1979).

O débito cardiaco (volume de sangue bombeado pelo cora¢do por minuto) € o
produto do volume sistolico pela frequéncia cardiaca (WHITERS; HILLMAN, 2001).
Variagdes do volume sistolico podem ser reflexos de alteracdes da massa ventricular
(HILLMAN, 1976; HILLMAN 1985).

AlteracGes na demanda imposta ao coracdo, como o treinamento fisico, podem
levar a processos hipertréficos neste 6rgdo, gque evitam uma sobrecarga por ocasido de
alteracdes metabdlicas. A hipertrofia cardiaca pode ser resultante do aumento de proteinas
contrateis, o que diminui o estresse na parede das camaras cardiacas devido ao espessamento
do miocardio, melhorando a capacidade de bombeamento (COOPER, 1987; BABICK e
DHALLA, 2007). No entanto, as informagfes acerca do potencial beneficio desse processo
sdo controversas, uma vez que ha indicios de que hipertrofias cardiacas prolongadas podem
levar a insuficiéncia cardiaca (KANNEL, 1969; LEVY et al., 1990; VAKILI, 2001).

Nos midcitos de peixes ndo ha a presenca de tubulos transversos (ttbulos T),
dessa maneira, a hipertrofia pode aumentar a distancia de difusdo de calcio extracelular,
limitando a contratilidade muscular (CLARK e RODNICK, 1998).

A exposicdo a pesticidas também pode desencadear alteraces na massa
ventricular relativa desses animais. Thomaz et al (2009) verificaram aumento da MVR em
tilapias do Nilo (O. niloticus) expostas por 96 horas a 0,5 mg.L? do inseticida
organofosforado Triclorfon (Neguvon®), provavelmente desencadeado por uma hipertensdo
arterial sisttmica, ou devido ao estresse oxidativo, induzido por este pesticida. Em outro
estudo, a exposicdo cronica (12 semanas seguidas) a doses subletais do organofosfatado

metamidofos provocou hipertrofia nos miocitos cardiacos de ratos, ocasionada provavelmente
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pela hipertensdo arterial, ou pela estimulagdo adrenérgica durante a exposi¢do (CALORE et
al., 2007).

Apesar do efeito inotropico positivo encontrado no grupo exposto ao Fpn, ndo
foi encontrada diferenca significativa da MVR entre 0s grupos controle e o exposto ao Fpn.
N&o existem dados disponiveis na literatura a respeito dos efeitos de inseticidas fenil-pirazéis
no coracdo de vertebrados. Porém, as hipOteses de que as alteragbes metabdlicas
desencadeadas pela exposi¢cdo ao Fpn em H. regani, ou que o tempo de exposicdo (96 h) ndo
tenham sido suficientes para desencadear alteracdes na MVR de tal espécie ndo podem ser

descartadas.

6.2. Experimentos In Vitro

Efeito do Tempo Experimental

O protocolo do efeito do tempo experimental foi realizado para avaliar se ha
alteracdes no desenvolvimento de forca de contragdo no decorrer dos protocolos
experimentais, que tiveram um tempo maximo de 40 minutos.

Tanto o grupo controle quanto o grupo exposto apresentaram Fc constante ao
longo do tempo experimental, ndo tendo sido apresentado qualquer efeito inotrépico negativo
devido a deterioracdo das tiras ventriculares, indicando que o tempo de 40 minutos é
adequado para a realizagdo dos protocolos, o que assegura que qualquer alteracdo que possa
ocorrer nos parametros analisados € devida ao protocolo experimental.

Apesar da auséncia de hipertrofia ventricular, houve diferenca significativa
entre a Fc dos grupos experimentais. Surpreendentemente, 0 grupo exposto apresentou Fc
maior que o grupo controle ao longo dos 40 minutos. Além disso, os valores das relagdes
entre os parametros tempo dependentes e a forca de contracdo (TPT/Fc e THR/Fc) do grupo
exposto mostraram-se inferiores aos do grupo controle. Tais resultados indicam um
inotropismo positivo e uma melhor dindmica do acoplamento excitagdo-contracdo dos
animais expostos ao Fpn. Entretanto, a maior parte dos estudos de contratilidade envolvendo
exposicao do animal a pesticidas indicam prejuizo na capacidade cardiaca.

Thomaz et al (2009) encontraram uma reducdo de 70% na Fc de preparacGes
ventriculares de Tilapia-do-nilo apds 96 horas de exposicdo ao organofosforado Triclorfon
(Neguvon®), além de aumento dos valores dos parametros tempo dependentes TPT/Fc e

THR/Fc, provavelmente resultado da inibicio da Ca 2*-ATPase sarcolemmal.
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Estudos da contratilidade miocardica de matrinxas (B. cephalus) em situacdo
controle, e expostos ao organofosforado metil-paration por 96 horas na concentracgdo subletal
de 2 mg.L?, indicaram que a exposicdo a tal inseticida reduziu a forga de contragéo
ventricular em aproximadamente 2 vezes em relacdo ao grupo controle. Além disso, também
foi verificado aumento na velocidade de relaxamento (THR) do grupo exposto. Tais
alteracBes foram atribuidas a reducdes na concentracio intracelular de Na* e Ca** (OLLE,
2007).

Waldemarin et al (2011) investigaram a acdo da exposicao de tilapias-do-nilo
ao sulfato de cobre (CuSOs), frequentemente usado como algicida e fungicida, a uma
concentragdo de 1 mg.L™? por 96 horas. Esses autores verificaram reducdo na forca de
contracdo e aumento dos parametros TPT/Fc e THR/Fc, resultados estes explicados pela
reducdo da atividade de enzimas mitocondriais e deplecdo de ATP nos midcitos cardiacos.

Possiveis causas dos maiores valores Fc apresentados pelo grupo exposto ao
Fpn no presente trabalho serdo discutidos adiante.

Tenséo Pos-Pausa

Vérios podem ser os fatores que influenciam na forca de contracdo do
miocardio. Segundo Chapman (1983) a variacdo da forca de contracdo pode decorrer de um
namero variavel de pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina, que irdo requerer
quantidades variaveis de ions Ca®*. Conforme ja descrito anteriormente, o Ca®* pode ser
proveniente tanto de reservas intracelulares do reticulo sarcoplasmatico (RS) quanto do
influxo pela sarcolema, através dos canais lentos de célcio (canais L) e do trocador Na*/Ca®*
(NCX) agindo no seu modo reverso (HOVE-MADSEN et al.,2000). Para o relaxamento, é
necessaria a reducdo dos niveis citosolicos de Ca?* até os niveis diastolicos de repouso,
podendo este ser armazenado no RS pela atividade da Ca?* ATPase do RS (SERCA), e/ou ser
transportado para o meio extracelular através do NCX, agindo no seu modo normal, e pela
Ca?*-ATPase sarcolemal.

Estudos com microscopia eletrdnica mostraram grandes diferencas no grau de
desenvolvimento do RS no miocardio de diferentes espécies de peixes (SANTER, 1985).
Entretanto, 0 RS do miocardio de peixes €, em geral, menos desenvolvido anatomicamente e
menos representativo no acoplamento E-C do que o RS de mamiferos. No bacalhau Gadus
virens, 0 RS corresponde a 0,6% do volume do cardiomidcito, e em mamiferos esse valor
pode variar de 3,5% a 7% (HELLE, 1983; LEKNES, 1984). Infelizmente, ndo ha dados na
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literatura sobre a morfologia dos midcitos ventriculares de H. regani que permitam a
inferéncia sobre a presenga e grau de desenvolvimento de RS nesta espécie.

A auséncia de estudos sobre o efeito de inseticidas fenil-pirazois no coracéo de
vertebrados dificulta sobremaneira a interpretacdo dos resultados obtidos no presente estudo.
Uma provavel causa do inotropismo positivo do grupo exposto ao Fpn poderia ser um manejo
de célcio diferenciado em relag&o ao grupo controle.

O protocolo de tensdo pos-pausa foi realizado para verificar alteragdes nos
valores de Fc e dos parametros tempo-dependentes (TPT, TPT/Fc, THR, THR/Fc) da primeira
contracdo apoOs a pausa diastolica prolongada em comparagdo com as contracbes antes da
pausa. O desenvolvimento de uma potenciacdo da Fc na primeira contracdo ap6s um periodo
de repouso esta relacionada com um maior armazenamento de célcio intracelular pelo RS e,
consequentemente, a liberacdo de uma maior quantidade de Ca?* nessa primeira contracio
(COSTA et al., 2002).

Ambos 0s grupos ndo apresentaram aumento significativo da primeira
contracdo apds a pausa de 5 min em comparacao com as contracdes antes da pausa, indicando
que provavelmente o célcio utilizado para a contracdo provém do meio extracelular e ndo de
reservas do RS. Corroborando com esses dados, a comparacdo dos valores de pos-pausa de
tiras ventriculares em solugdo controle e em solugdo com litio (onde o NCX encontra-se
blogueado), os valores da Fc p6s-pausa em solugdo com litio sdo significativamente menores
do que os obtidos em solucdo controle, indicando que provavelmente o principal fornecedor
de Ca?* para a contracdo das tiras ventriculares de H. regani é o NCX atuando no modo
reverso.

Os valores de TPT e THR na primeira contracdo apds a pausa mostraram-se
significativamente maiores em relacdo aos valores pré-pausa, indicando a ocorréncia de uma
acentuada reducdo da concentracdo de Ca?* intracelular ([Ca?*]) durante a pausa. Desta
forma, os tempos para atingir a quantidade de Ca?* transiente suficiente para contragio e para
o relaxamento tornaram-se maiores na pés-pausa do que para as contracfes pré-pausa (onde
as tiras ventriculares encontram-se em uma frequéncia de estimulacdo continua de 0,4 Hz),
considerando-se que 0s mecanismos de transporte de célcio trans-sarcolemais sdo mais lentos
que os do RS (BERS, 1991).

Na maioria das espécies de teledsteos de ambientes temperado estudadas, a
principal corrente de clcio ativador da contracdo do miocardio provém dos canais do tipo L e
do NCX no modo reverso (TIBBITS et al, 1992; VORNANEN, 1997; 1998). Essa afirmacéo

é fundamentada em algumas caracteristicas dos cardiomidcitos de peixes, como: 1) midcitos
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de pequeno diametro, facilitando a ativacdo dos miofilamentos através do influxo de Ca?* pela
sarcolema; 2) auséncia de tdbulos T; 3) insensibilidade a rianodina, alcal6ide conhecido por
seu efeito inibidor da funcdo do RS (DRIEDZIC e GESSER, 1988; HOVE-MADSEN, 1992).
No entanto, em algumas espécies de peixes como os atuns (familia Scombridae), o0 RS pode
atuar como principal fornecedor do Ca?* para a contracéo sob determinadas condigdes como
temperaturas supra-fisioldgicas e frequéncias de estimulacdo sub-fisioldgicas (KEEN et al.,
1992; SHIELS e FARREL, 2000).

A musculatura cardiaca de vérias espécies de peixes como a carpa Carassius
carassius (VORNANEN, 1989), o “sea-raven” Hemitripterus americanos, o bacalhau Gadus
morhua (DRIEDZIC e GESSER, 1988), a tilapia-do-nilo O. niloticus (COSTA et al, 2000), e
o amboré de pocas de maré Bathygobius soporator (RANTIN et al, 1998), mostrou-se
insensivel a rianodina. Entretanto, nas espécies ativas como a cavala-do-pacifico Scomber
japonicus (SHIELS e FARREL, 2000) e nos atuns “skipjack”, Katsuwonus pelamis (KEEN,
1992), e “yellowfin”, Thunnus albacares (SHIEL et al, 1999), a rianodina reduziu
significativamente o desenvolvimento de forca, mostrando que o RS dessas espécies €
importante para o fornecimento de Ca®* para as contra¢des do miocardio.

A participacdo do RS no manejo de calcio de espécies de regibes tropicais tem
se mostrado mais varidvel, ndo seguindo uma correlacdo direta entre nivel de atividade do
animal e funcionalidade de seu RS. A exemplo disto podemos citar espécies Neotropicais
como a traira, Hoplias malabaricus (OLLE, 2003; RIVAROLI et al., 2006), o pacu, Piaractus
mesopotamicus (ANELI-JR et al., 2004), o curimbata, Prochilodus lineatus (RIVAROLI,
2006), o mugum, Synbranchus marmoratus (ROCHA et al, 2007), e para o dipnoico
piramboia, Lepidosiren paradoxa (COSTA et al., 2004), cujos RS mostraram-se funcionais,
independente do grau de atividade das espécies. Tais resultados sugeriram que a filogenia da
espécie pode ser um fator determinante da funcionalidade do RS (RIVAROLLI, 2006).

A atividade do RS também pode ser alterada pela exposicéo a agrotoxicos. Em
um trabalho estudando o RS do musculo esquelético de coelhos, os inseticidas
organofosforados paration e o azinphos, e os organoclorados DDT e aldrin, elevaram a
atividade e a hidrélise de ATP da SERCA (ANTUNES-MADEIRA e MADEIRA, 1982). E
outro estudo, a SERCA de ventriculos de ratos respondeu de forma dose-dependente a
exposicdo aos inseticidas aldrin e endrin, sendo que baixas concentragbes (25 pM)
aumentaram sua atividade e altas concentra¢des (100 pM) inibiram a mesma (MEHROTRA
etal., 1989).
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Anélise da expressdo da SERCAZ2 no ventriculo de H. regani

Os vertebrados apresentam trés genes responsaveis por codificar trés isoformas
da SERCA, enquanto a maioria dos invertebrados apresentam somente 1 gene.
Adicionalmente, cada gene pode sofrer sliplicing alternativo, o qué pode resultar em 10
proteinas SERCA: SERCA 1la/b, SERCA 2a/b, e SERCA 3a/b/c/d/e/f. Essas isoformas e suas
variagfes demonstram ser expressas em tecidos especificos. A SERCA la é expressa em
fibras musculares de contracdo rapida em adultos, e a SERCA 1b em neonatos (Brandl et al,
1987). A SERCA 2a é expressa prioritariamente no RS de musculo cardiaco e em fibras de
contracdo lenta, embora também seja encontrada em musculo liso e em células de Purkinje no
cerebelo. As SERCAs 2b e 3 sdo encontradas em varias tipos celulares, como em linfécitos,
epitélio, endotélio, mastocitos, e em células de Purkinje no cerebelo (WUYTACK et al.,
2002).

A anélise de Western blot foi realizada para verificar a expressdo da SERCA2
no masculo ventricular de H. regani em condicBes controle e exposto ao Fpn e, dessa forma,
inferir sobre a participacdo e funcionalidade do RS na contratilidade cardiaca dessa espécie. O
resultado do experimento de Western blot revelou que ambos 0s grupos experimentais nao
expressaram tal proteina, o que indica que o RS néo é funcional para a contratilidade cardiaca
dessa espécie nas condicOes experimentais utilizadas tanto no grupo controle como no
exposto. Tal resultado corrobora com os resultados encontrados no protocolo in vitro de
tensdo pos-pausa, discutidos acima.

Embora no presente trabalho tenha sido utilizado anticorpo para mamifero
(anti-cabra), este mesmo anticorpo ligou-se na SERCA2 de outros peixes como bagre-
africano e traira (dados ndo publicados) e matrinxd (RIVAROLI, 2011). Além disso,
Landeira-Fernandez et al. (2004), utilizando o anticorpo especifico para coelho, verificou a
expressao da SERCA2 no musculo ventricular de 4 espécies de peixes (Thunnus thinnus,

Thunnus albacares, Thunnus alalunga, e Scomber japonicus).

Papel do Trocador Na*/Ca?* (NCX) na contralitidade miocardica

Para avaliar importancia do Ca®* extracelular para a contracdo das tiras
ventriculares do cascudo H. regani, a atividade do NCX foi blogueada por meio da
substituicdo do NaCl da solucdo fisioldgica pelo LiCl.

O NCX é uma proteina transmembrana que transporta Na* e Ca?* e é um
importante regulador da contratilidade cardiaca em mamiferos, transportando 1 jon Ca?* para

0 meio extracelular e 3 fons Na* para o meio intracelular, contribuindo para a reducdo do Ca?*
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no interior da célula e, consequentemente, para o relaxamento do midcito. A direcdo do
movimento dos ions através do NCX depende do gradiente quimico para estes ions, podendo
ser revertida, havendo assim influxo de Ca?" através deste trocador, contribuindo para a
contracdo cardiaca (MULLINS, 1979).

O NCX apresenta elevada importancia no relaxamento das células musculares
cardiacas quando funcionando no seu modo normal, sendo o principal mecanismo para o
efluxo de Ca?* apds a contragdo (VORNANEN, 1999). Porém, em espécies com RS, o influxo
de Ca?* pelo NCX no modo reverso pode desencadear uma liberagio massiva de Ca®* pelo
RS, processo conhecido como “liberacéo de célcio célcio-induzida” (CICR) (VORNANEN et
al, 1994; LEVI et al, 1994). Nas espécies de vertebrados basais que dependem do Ca?*
extracelular para a contracdo cardiaca, a corrente deste ion através do NCX atuando no modo
reverso pode ser um importante mecanismo para o influxo de célcio para a contracdo, mesmo
na presenca da corrente de célcio pelos canais do tipo L (MULLINS 1979, FAN et al.1996).

O NCX se torna inativo na presenca de cations monovalente inorganicos como
o litio, ion que é frequentemente utilizado em solucéo livre de sodio para estudar a atividade
deste trocador (PALTY et al., 2004).

A substituicdo do NaCl pelo LiCl na solucéo fisioldgica causou reducao da Fc
dos grupos controle e exposto, quando comparados com seus respectivos valores de Fc em
solucdo controle, ja a partir do 10° minuto do protocolo efeito do. O mesmo pdde ser
observado com os valores de TPT e THR no 20° minuto. Além disso, como ja dito
anteriormente, os valores de Fc pods-pausa em solucdo com litio foram significativamente
menores que os obtidos em solucdo controle. Adicionalmente, os valores de THR p6s-pausa
em solucdo com litio foram significativamente maiores que os obtidos em solucdo controle.
Estes resultados apontam para uma grande importancia do NCX, atuando no modo reverso,
como fornecedor de Ca?* para a ativacdo dos miofilamentos contrateis de H. regani, e,
atuando no seu modo normal, para a extrusdo de célcio no relaxamento cardiaco, tanto no
grupo controle quanto no grupo exposto ao Fpn.

Corroborando os resultados encontrados no presente estudo, experimentos com
midcitos ventriculares de carpa crussiana (Carassius carassius) indicaram que o NCX sozinho
pode ativar contracfes quando o RS estd bloqueado pela rianodina e os canais tipo L da
sarcolema estdo bloqueados com verapamil e Cd?". De maneira semelhante, em ratos
neonatos 0 NCX no modo reverso disponibiliza aproximadamente 50% da entrada de calcio
pela sarcolema (VORNANEN, 1999). Dessa maneira, é possivel que os canais do tipo L e 0

NCX (no modo reverso) sejam capazes de mediar um influxo de Ca?* suficiente para o
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desenvolvimento da Fc méaxima do ventriculo de carpa crussiana, sem participacdo do RS
(TITU e VORNANEN, 2001). No entanto, trabalhos vém apontando que em algumas espécies
0 RS pode apresentar funcionalidade em condicdes fisioldgicas distintas, como variacdo de
temperatura ou frequéncia de estimulacdo (SHIELS, 2002).

A importancia do efluxo de calcio pela sarcolema através do NCX é muito
maior nos cardiomiocitos de peixes do que de mamiferos. Na carpa crussiana, onde a
funcionalidade do RS ¢ insignificante, 0 NCX atuando no seu modo normal é parece ser 0
principal responsavel pela retirada de calcio intracelular. A elevada razdo superficie/volume
dos cardiomidcitos de peixes claramente facilita o efluxo de Ca?*, assim o influxo deste ion
(HOVE-MADSEN et al, 1998; VORNANEN, 1999). No entanto, ndo se pode descartar o
envolvimento da bomba Ca?*-ATPase da sarcolema na extrusio de calcio, cuja
representatividade ainda € desconhecida (SHIELS et al., 2002).

A comparacdo entre 0s grupos experimentais em solugdo com LiCl mostrou
que houve um inotropismo negativo ao longo dos 20 minutos. No entanto, somente 0 grupo
exposto ao Fpn apresentou uma reducdo significativa da Fc, no 20° minuto em relacdo ao
valor de forca apresentado no tempo inicial, enquanto o grupo controle nao apresentou tal
resultado, ndo apresentando reducdo significativa da Fc. Outro resultado importante foi
encontrado na relacdo TPT/Fc, onde os valores do grupo exposto apresentaram significativo
aumento no 20° minuto, enquanto no grupo controle ndo ocorreu tal comportamento. No THR
e na relacdo THR/Fc, ambos 0s grupos apresentaram comportamento semelhante, com
aumento significativo de seus valores ao longo dos 20 minutos. Estes resultados evidenciam
que 0 grupo exposto apresenta uma maior dependéncia do NCX para a manutengédo da Fc em
relacdo ao grupo controle. Portanto, pode-se sugerir que o inotropismo positivo e a melhor
dindmica de contracdo do grupo exposto ao FPN em relacdo ao grupo controle, encontrados
no presente trabalho, devem-se a uma maior expressao e/ou atividade do NCX (atuando tanto

no modo normal quanto no reverso) No grupo exposto.

Papel da bomba de Na*/K*-ATPase na contralitidade miocardica

O gradiente de ions mantido pela sarcolema é essencial para a funcionalidade
das células musculares, uma vez que origina um potencial de repouso que, ao ser revertido
pelo recebimento de potenciais de acdo, permite a ativacdo de canais especificos e o transito
de ions. A manutencdo desse gradiente € um processo ativo que pode consumir de 50% a 60%
do ATP em células excitaveis. (SCHRAMM; KLIEBER; DAUT, 1994; ROLFE; BROWN,
1997; BOUTILIER, 2001). A maior parte deste ATP é utilizado pelo movimento de Na* e K*
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pela bomba de Na*/K*-ATPase, que movimenta 3 ions Na* para 0 meio extracelular, e 2 ions
K™ para 0 meio intracelular. (PAAJANEN; VORNANEN, 2003).

Experimentos com imunolocalizacdo indicaram que a bomba Na*/K*-ATPase
compde um complexo com o NCX, sendo que a atividade do NCX e da bomba Na*/K*-
ATPase estdo intimamente associadas (FUJIOKA e BAN, 1998).

A concentracdo de sodio intracelular no cardiomidcito € muito importante na
modulacédo da atividade elétrica e contratil. Isto ocorre porque a alta concentracdo de sdédio
intracelular pode inibir a atividade do NCX no modo normal, promovendo maior acumulo de
Ca?* no meio intracelular, que ¢ um fator determinante no desenvolvimento de forca do
miocardio (BERS e DESPA, 2003).

Os glicosideos cardiacos sdo substancias que interagem com a bomba Na*/K*-
ATPase gerando profundas mudancgas no comportamento fisioldgico das células cardiacas. A
interacdo de glicosideos cardiacos (ex. ouabaina) com a bomba Na*/K'-ATPase é de
particular interesse uma vez que pode tanto causar efeitos inotrépicos positivos quanto efeitos
toxicos. Geralmente, respostas inotropicas positivas sdo produzidas em baixas concentracdes
de ouabaina, enquanto que efeitos toxicos resultam de elevadas concentracfes. Contudo,
ambos efeitos podem ser produzidos em uma mesma concentra¢do de ouabaina, dependendo
da atividade da preparacdo, o que levou a sugestdo, por varios pesquisadores, de que as
atividades mecéanica, quimica e elétrica dos cardiomidcitos podem contribuir para as
diferencas na sensibilidade das preparacfes a ouabaina (para uma revisdo, ver STIMERS et
al., 1990).

Lee (1985) e Schwartz et al. (1998) verificaram que o efeito inotropico da
ouabaina resulta do bloqueio da bomba Na'/K'™-ATPase, gerando um aumento na
concentracdo de Na* intracelular que tende a aumentar a [Ca?*]; via NCX, enquanto que 0s
efeitos toxicos ocorrem quando a ocupacdo dos receptores pela ouabaina se eleva a tal ponto
que o aumento exacerbado de Na* reduz significativamente o gradiente deste ion, interferindo
em todos os mecanismos regulatérios sddio-dependentes.

Diversos estudos demonstraram um efeito inotropico positivo da ouabaina no
miocardio de porquinho da india (BENTFELD et al.,, 1977; HERZIG e MOHR, 1984;
PYTKOWSK, 1988), bezerros e ovelhas (MULLER, 1965), ratos (PEACOCK e MORAN,
1963) humanos (SCHWINGER et al., 1993).

No presente estudo, a adicdo de ouabaina na solucéo fisiologica ndo provocou
alteragbes nas menores concentragdes (10® e 107 M), entretanto, nas maiores concentragoes

(10°M e 10°M) a ouabaina reduziu significativamente a Fc do grupo exposto, enquanto o
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grupo controle sofreu reducdo da Fc somente na maior concentracdo (10° M). A relagéo
TPT/Fc do grupo exposto sofreu aumento significativo, assim como a relagdo THR/Fc em
ambos 0S grupos.

Como nédo foi encontrado um aumento significativo da RT, o inotropismo
negativo encontrado nas maiores concentracdes de ouabaina poderia ser atribuido a uma
possivel sobrecarga (“overload”) de célcio intracelular. O excesso de célcio no midcito pode
gerar hipercontratura, arritimias, deplecdo de ATP e morte celular por necrose ou apoptose
(BERS, 2008).

Quando ocorre uma sobrecarga de célcio intracelular, a mitocéndria pode
armazenar parte desse fon. No entanto, a alta concentragdo de Ca®* na mitocondria ativa os
poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PTPM). Os poros PTPM abertos
desacoplam a fosforilacdo oxidativa e provocam dilatacdo da matriz mitocondrial, levando a
ruptura da membrana externa de tal organela. Isto causa a liberagdo de citocromos c,
contribuindo para a ativacdo de proteinas caspases e, consequentemente, a apoptose (CROW
et al., 2004). As caspases sdo uma familia conservada de cisteina-proteases, que sdo efetoras
universais de apoptose. Uma vez ativadas, as caspases induzem apoptose pela quebra e
alteracdo de diversas proteinas intracelulares (HOLLY et al., 1999).

A sobrecarga de célcio também pode ativar proteases calcio-dependentes
(denominadas calpainas), que podem quebrar proteinas cruciais para a contracdo, como a
troponina I, a cadeia leve de miosina e, provavelmente, a troponina T, (BARTA et al., 2005).
Em situacbes de isquemia e reperfusdo, as calpainas também quebram proteinas da familia
Bid, o que pode levar a liberacdo de citocromo ¢ pela mitocéndria, gerando apoptose (CHEN
etal., 2001).

Muitos trabalhos utilizam elevadas concentracfes de ouabaina para induzir
sobrecarga de calcio e, assim, estudar maneiras de prevenir tal processo (ISHIDA et al, 2001;
RUCH, NISHIO, WASSERSTROM, 2003). Ishida et al (2001) verificou um aumento de 51%
nas hipercontraturas em midcitos ventriculares isolados de ratos tratados com ouabaina.
Baartscheer et al (2003), estudando o manejo de célcio em midcitos ventriculares isolados de
coelho tratados com ouabaina, observou um aumento de 28% na [Ca®*]i durante a diastole,
associado a uma reducdo em 46% na amplitude do Ca®* transiente, sendo tais alteracdes
similares as encontradas em coelhos com insuficiéncia cardiaca.

No presente estudo, ambos 0s grupos experimentais apresentaram inotropismo
negativo com 0s sucessivos acréscimos de ouabaina na solucdo fisiologica. No entanto, o

grupo exposto ao Fpn apresentou reducdo significativa da Fc na concentragdo 10° M,
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enquanto o grupo controle s apresentou tal comportamento na maior concentragio, de 107
M. Tal efeito poderia ser atribuido a uma possivel expressdo e/ou atividade aumentada do
NCX no grupo exposto. Com a inibicdo da bomba Na*/K*-ATPase, seguida por um aumento
da concentracdo de Na* intracelular, o NCX deve atuar prioritariamente no modo reverso, e
como 0 grupo exposto provavelmente apresenta uma maior expressdo/atividade do NCX, a
concentragdo de 10° M foi suficiente para provocar uma sobrecarga de Ca?* e,
consequentemente, a reducdo significativa da Fc, enquanto no grupo controle somente a maior
concentragéo (10° M) foi capaz de provocar tal efeito.

Pode-se sugerir que as concentracdes iniciais de ouabaina (108 M e 107 M)
ndo foram suficientes para a geracdo de respostas inotrdpicas, em virtude de um reduzido, ou
ausente, bloqueio das bombas Na*/K*-ATPase sarcolemais. Em contrapartida, a concentracéo
seguinte, 10 M (mil vezes maior), pode ter blogqueado totalmente o conjunto dessas bombas,
provocando uma possivel sobrecarga de célcio e, por consequéncia, 0 inotropismo negativo.
Talvez, uma concentragdo intermediaria (ex.: 5 x 10) pudesse promover efeitos inotropicos
diferentes dos encontrados no presente trabalho, por um possivel bloqueio parcial do conjunto

de bombas Na*/K*-ATPase sarcolemais, que permitam o aumento do calcio transiente.

Efeito do calcio extracelular na contratilidade miocardica

Segundo Chapman (1983), a geracdo de forca do mausculo cardiaco é
promovida por um numero variavel de pontes entre os filamentos de actina e miosina, que,
por sua vez, requerem jons Ca*? para a geracdo de forca. Alteracdes na Fc podem ser obtidas,
por exemplo, com a alteracdo na quantidade disponivel deste ion. O aumento na concentracao
de Ca?" extracelular ([Ca®*']e) pode favorecer o aumento do influxo deste fon através da
sarcolema sem a atuacdo de qualquer via de transducdo de sinal, diferente do que ocorre com
a estimulacdo adrenérgica (SHIELS e FARRELL, 1997).

Muitos estudos indicam que a contratilidade cardiaca da maioria dos peixes
depende da concentragdo do calcio extracelular, comprovando a importancia dos movimentos
de Ca?* através da sarcolema para o acoplamento E-C desses animais (TIBBITS et al., 1992,
DRIEDZIC e GESSER, 1994; VORNANEN, 1996).

Costa et al (2000), estudando a contratilidade de tiras ventriculares de O.
niloticus, verificou que o tratamento com rianodina né&o influenciou no inotropismo cardiaco,
indicando que o RS parece ndo ser representativo no acoplamento E-C do miocardio dessa
espécie. Além disso, a elevagdo gradual da [Ca?*]e (de 1,25 mM até 9,25 mM) provocou um

inotropismo positivo sugerindo que, em O. niloticus, a disponibilidade de célcio para a
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contracdo do aparato contratil depende principalmente do influxo e efluxo deste ion pela
sarcolema.

No presente estudo, os valores de Fc de ambos 0s grupos experimentais se
elevou ao longo dos incrementos de célcio na solucdo, no entanto, esse aumento foi
significativo somente no grupo exposto. Tais resultados indicam que o grupo exposto ao Fpn
apresenta uma dindmica melhorada nos mecanismos de influxo de célcio pela sarcolema,
provavelmente pela acdo do NCX no modo reverso.

Os valores das relagbes TPT/Fc e THR/Fc ndo se alteraram significativamente
ao longo dos incrementos de céalcio em relagdo a concentracdo inicial. Entretanto, os valores
de TPT/Fc e THR/Fc no grupo exposto foram significativamente menores que 0 grupo
controle em todas as concentragdes de Ca?*. Tais resultados, em conjunto com os da analise
da Fc ao longo dos incrementos de Ca?*, corroboram a hipétese de que o efeito cardioténico
ocorrido com a exposicdo ao Fpn estd intimamente relacionado com 0s mecanismos

sarcolemais de transporte de calcio, provavelmente pela atividade do NCX.

Efeito dos incrementos na frequéncia de estimulacao sobre a contratilidade miocardica

A forca de contracdo desenvolvida pelo miocardio estd intimamente
relacionada com a frequéncia de estimulacdo e sua regularidade. A andlise do intervalo entre
uma contracéo e a contracdo precedente é de fundamental importancia para a determinacao de
tensdo (HAJDU, 1969).

Muitos estudos analisaram a relacdo entre a forca de contracdo e a frequéncia
de estimulacdo em diversas espécies de peixes. O coracdo da maioria das espécies de
teledsteos apresenta uma reducdo na Fc em resposta ao aumento da frequéncia de
estimulacdo. Em altas frequéncias, antes das contracdes se tornarem irregulares, a Fc se reduz
de 50% a 90% no mausculo cardiaco de grande parte dos teledsteos estudados. Este
comportamento, conhecido como relacdo forca-frequéncia negativa (SHIELS; VORNANEN;
FARREL, 2002), limita a capacidade de elevacdo do débito cardiaco durante aumentos na
frequéncia de contracdo e pode ser o motivo pelo qual muitos peixes variam o volume
sistolico para atender alteragdes na demanda cardiaca (FARREL e JONES, 1992).

A relacdo forca-frequéncia negativa estd relacionada a uma obtencao
insuficiente de Ca?* insuficiente para a manutencio da forca de contracdo em elevadas
frequéncias de estimulacdo, seja a partir de reservas intracelulares ou pelos mecanismos
sarcolemais, determinando indiretamente o grau de eficiéncia do musculo cardiaco
(DRIEDZIC e GESSER, 1985).
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O relaxamento é outro importante fator na manutencdo da Fc em altas
frequéncias de estimulacdo, devido a dificuldade em diminuir a concentragdo de Ca®*
intracelular pela sarcolema (SHIELS; FARREL, 1997). Outros fatores como a distancia de
difusdo intracelular para o célcio alcancar os miofilamentos e a velocidade na qual este ion €
removido do meio intracelular até promover o relaxamento completo do miocardio séo
cruciais para a manutencdo do inotropismo em altas frequéncias de contracdo (KEEN et al,
1992).

Driedzic e Gesser (1988) verificaram que o aumento da frequéncia de
estimulacdo em elasmobranquios resultou em uma elevacdo inicial da forca de contragéo,
seguida por uma reducdo de tal pardmetro. O apice da tensdo isométrica foi atingido na faixa
fisiolégica de frequéncias de contracdo dessas espécies. Bers (1991) apontou a resposta
positiva da forca de contracdo no coracdo de mamiferos, ao longo de incrementos na
frequéncia, como uma evidéncia indireta da participagdo do RS no acoplamento E-C.

A resposta frente 0 aumento da frequéncia de estimulacdo pode variar de
acordo com as condicBes experimentais. Costa et al (2002) estudando a contratilidade de tiras
ventriculares de piramboia (Lepidosiren paradoxa) nas temperaturas de 15°C, 25°C e 35°C,
observou mecanismos diferenciais de transporte de Ca?* nas diferentes temperaturas ao longo
dos incrementos de frequéncia. A 35°C, a Fc se manteve constante até 1,8 Hz, reduzindo-se
durante os incrementos de frequéncias subsequentes. Nesta condicdo, a rianodina néo
provocou efeito algum, indicando um aumento da atividade do NCX para assegurar a
eficiéncia do inotropismo nesta temperatura. Entretanto, nas temperaturas 15°C e 25°C, a
rianodina intensificou a reducdo da Fc ao longo de sucessivas elevagdes da frequéncia,
sugerindo a importancia do RS para esta espécie em temperaturas mais baixas.

No presente estudo, ao contrario do encontrado na maioria dos teledsteos, a Fc
de ambos 0s grupos experimentais nao sofreu alteracdo significativa ao longo dos incrementos
de frequéncia até a frequéncia méaxima atingida. Além disso, 0 grupo exposto suportou
frequéncias de estimulacdo mais elevadas (2,6 Hz — 156 bpm) em relagdo ao grupo controle
(2,0 Hz — 120 bpm). Os valores de TPT e THR reduziram-se significativamente com o
aumento da frequéncia em ambos 0s grupos experimentais, e as relacbes TPT/Fc e THR/Fc
ndo sofreram alteracdes significativas. Tais resultados apontam para uma grande eficiéncia do
acoplamento E-C em H. regani, mesmo sob elevadas frequéncias de estimulagéo.
Considerando que, provavelmente, 0 RS nao € representativo para o acoplamento E-C dessa
espécie nas condicBes experimentais estudadas (constatado através dos experimentos de

tensdo pds-pausa e de Western blot), os resultados encontrados no protocolo forga-frequéncia
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apontam para 0s mecanismos sarcolemais como sendo primordiais na manutencdo da forga
diante dos incrementos na frequéncia de estimulagao.

Subramani et al (2005), estudando a relacdo forga-frequéncia em tiras
ventriculares da espécie de rd Rana hexadactyla, verificou um aumento na amplitude da Fc ao
longo dos incrementos de frequéncia de estimulagdo nas tiras controle, e também em tiras
expostas a rianodina. Com a exposicdo das tiras a ouabaina, e em solucdo com baixa
concentracdo de Na*, a relacdo forca-frequéncia foi negativa. Os autores desse trabalho
concluiram que, para a essa espécie, 0 NCX atuando no modo normal, durante todo o periodo
da diastole, é fundamental para o desenvolvimento de uma forca-frequéncia positiva, pois
promove um relaxamento completo e consequentemente um acoplamento E-C eficiente,
mesmo em altas frequéncias de estimulacéo.

Em anfibios, assim como em teledsteos, a razdo superficie/volume do
cardiomidcito é até 10 vezes superior a de mamiferos, diminuindo a distancia e o tempo
necessario para a difusdo do Ca®* até os miofilamentos, e a maior afinidade dos miofilamentos
ao Ca®* possibilita que esses animais mantenham um acoplamento E-C eficiente (TIBITIS et
al, 1992), o que pode refletir em uma relacdo forca-frequéncia positiva, mesmo na auséncia de
um RS anatomicamente desenvolvido.

Semelhante ao encontrado no presente trabalho, Costa et al (2007), expuseram
girinos de ri-touro (Lithobates catesbeiana) ao herbicida Roundup Original® e verificaram
uma relacdo forca-frequéncia positiva no grupo controle e também no grupo exposto ao
Roundup®. No entanto, a Fc do grupo controle reduziu-se a partir da frequéncia 0,8 Hz e o
grupo exposto ao Roundup® continuou elevando sua Fc com os incrementos de frequéncia até
1,2 Hz. Os autores deste trabalho sugeriram que estes resultados sdo decorrentes de um
possivel efeito do surfactante aniénico polioxietileno amina (POEA), presente no Roundup®,
0 qual pode ter aumentado a producdo de oxido nitrico (NO) através da ativacdo da enzima
NO sintase e, assim, ter influenciado o acoplamento E-C da ra-touro.

N&o se pode descartar a hipétese de que a formulacdo comercial do Fpn
utilizada no presente estudo (Regent 800 WG®) possa atuar nas vias de sintese de NO, nem
tampouco que os ingredientes ditos “inertes” presentes em sua composi¢do possam estar
atuando de alguma forma sobre o acoplamento E-C de H. regani. Infelizmente, ndo ha, na
literatura, dados sobre o efeito desse inseticida na contratilidade cardiaca de vertebrados.
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Capacidade de bombeamento cardiaco - CBC

Um importante indice de rendimento do miocardio ao longo de alteracfes na
frequéncia de estimulacdo é a capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), que é obtida
através do produto da forca de contracdo pela respectiva frequéncia de estimulacdo. De
acordo com Matikainen e Vornanen (1992), os valores de CBC podem ser utilizados como
representacdo indireta do débito cardiaco (que é o produto do volume sistdlico pela frequéncia
cardiaca).

Ambos 0s grupos apresentaram aumento do CBC conforme a frequéncia foi
aumentada, indicando que o miocérdio de H. regani é capaz de atender eficientemente
possiveis demandas metabdlicas, mesmo em frequéncias elevadas. O grupo exposto
apresentou CBC mais elevada que o grupo controle em todas as frequéncias de estimulacéo.
Além disso, a curva do CBC do grupo exposto ao Fnp foi deslocada para a direita em relagédo
ao grupo controle, evidenciando que a frequéncia onde 0 grupo exposto apresenta maior CBC
é superior que a do grupo controle. Estes resultados corroboram a possivel expressdo e/ou
atividade aumentada do NCX no grupo exposto, ja discutido acima.

O aumento da Fc e a maior dindmica no acoplamento E-C encontrada no grupo
exposto pode ser um mecanismo compensatorio em resposta a possiveis alteracGes
metabdlicas desencadeadas pela exposicdo ao inseticida. Carpas (Cyprinus carpio) expostas
por 15 dias a uma concentragdo de 0,14 mg.L™ de Fpn apresentaram alteragdes hematoldgicas
e bioquimicas, dentre elas um significativo aumento do cortisol sérico (ZACIKOVA, et al.,
1999). Em outro trabalho, a exposicao de pacu (Piaractus mesopotamicus) e Paulistinha (D.
rerio) a concentragbes de Fpn entre 0,1 mg.L? a 1 mg.L? promoveu alteracdes
comportamentais como hiperatividade e natacdo erratica (CELLA, 2009). Tais resultados
apontam para uma possivel situacdo de estresse causada pela exposicdo dessas espécies ao
Fpn. Ademais, Demers e Bayne (1997) observaram que situacGes de estresse em truta arco-
iris desencadeiam a elevacdo nos niveis de adrenalina e cortisol séricos. Sabe-se que a
estimulagcdo adrenérgica em ratos provoca aumentos no nivel de expressdo génica e na
atividade do NCX (REINECKE, VETTER, DREXLER, 1997). Se tais respostas tiverem
ocorrido nos exemplares de H. regani expostos ao Fpn, as mesmas poderiam explicar a
possivel expressdo/atividade diferenciada do NCX neste grupo experimental.

O débito cardiaco pode ser elevado com o aumento na forca de contragdo, bem
como com variagdes na frequéncia cardiaca. Como citado anteriormente, o coragdo dos peixes

pode aumentar significativamente o débito cardiaco através da modulagdo do volume
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sistolico, assim dependendo menos de variagfes na frequéncia cardiaca (FARREL e JONES,
1992).

Sabe-se que os inseticidas piretroides retardam a ativacdo e inativacdo de
canais de Na* voltagem-dependentes das membranas, interferindo nos potenciais de acdo de
tecidos excitaveis (HAVERINEN e VORNANEN, 2013). Estima-se que os insetos sdo 15000
vezes mais sensiveis aos piretroides do que os mamiferos (NARAHASHI et al, 2007).
Entretanto, concentracfes de 0,1 a 10 uM do piretroide Decametrina, em preparagdes atriais
de cobaias, provocou um inotropismo positivo acompanhado por aumento na taxa de
contragdo e de relaxamento. Tais resultados foram justificados pela liberacdo de
catecolaminas pelo nervo simpatico terminal no tecido cardiaco quando exposto a
Decametrina (BERLIN et al.,1984).

Haverinen e VVornanen (2013) estudaram o efeito do piretrdide Deltametrina na
contratilidade do miocardio de truta arco-iris (O. mykiss) e observaram varios disturbios na
presenca do inseticida. As concentracdes de 107 M até 3 x 10° M do inseticida elevaram a
frequéncia de despolarizacdo do nodo sinoatrial em até 19 vezes, geraram contragdes
arritmicas e prolongamento do potencial de acdo do ventriculo dessa espécia. A
cardiotoxicidade causada pela deltametrina é provavelmente devida ao impacto da inativacao
da corrente de Na*, o que resulta em um acimulo de Na* subsarcolemal e alteracdes na
excitabilidade dos cardiomidcitos.

Alteracdes no acoplamento E-C e no manejo de célcio e sodio intracelular
podem exercer um papel critico na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca de mamiferos
(HASENFUSS, 1998). Muitos estudos indicam que cardiomidcitos de coragBes com
insuficiéncia cardiaca apresentam elevada concentracdo de Na* intracelular (DESPA et
al.,2002; BAARTSCHEER et al.,2002). Studer et al. (1994), estudando coracdes humanos
com insuficiéncia cardiaca, verificaram o aumento da expressdo do NCX em 55%, e a
reducdo da expressdao da SERCA em 41%. Essas alteracdes podem levar a distdrbios da
funcéo cardiaca e ao desenvolvimento de arritmias em pacientes com insuficiéncia cardiaca
(HASENFUSS, 1998). Em cdes com insuficiéncia cardiaca, a expressao da SERCA e do
fosfolambano reduziram-se em 28% e a expressdo do NCX elevou-se em 104% (WINSLOW
etal., 1999).

Diversos resultados relevantes foram encontrados em um estudo da
contratilidade cardiaca de ratos transgénicos com superexpressdo do NCX em comparagdo
com uma linhagem de ratos selvagens. Este aumento na expressao do NCX em ratos

transgénicos elevou a contratilidade cardiaca basal (desenvolvimento de pressdo pelo
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ventriculo esquerdo, +dP/dtmax € —dP/dtmin) em comparagdo a ratos selvagens. Além disso,
apo6s uma situacdo de isquemia/reperfusdo induzida, os ratos transgénicos apresentaram menor
recuperacdo da contratilidade cardiaca e das quantidades de ATP e creatina-fostato e
apresentaram maior ocorréncia de alternancia mecanica (“mechanical alternans” - alternancia
na amplitude das contragBes cardiacas batimento-a-batimento) em relagdo a linhagem
selvagem. Tais resultados indicam que a superexpressdo do NCX, além de elevar a
contratilidade basal, pode aumentar a suscetibilidade do animal a danos em uma situacédo de
isquemia e reperfusdo (CROSS et al., 1998).

Eigel et al. (2004), estudando midcitos ventriculares isolados de porquinho-da-
india, observaram que o NCX tem importante participacdo no desencadeamento de apoptose
apos um periodo de hipdxia e reoxigenacdo. De acordo com esses autores, um acumulo de
Na* intracelular durante a hip6xia estimula o0 NCX a atuar no modo reverso, levando a uma
sobrecarga de calcio. No presente trabalho, foi observado aumento da contratilidade
ventricular do grupo exposto ao Fpn, provavelmente pela maior expressdo e/ou da atividade
do NCX e, como sugerido pelos trabalhos supracitados, aumentos na atividade e expressdo do

NCX podem gerar prejuizos a contratilidade cardiaca.

A maior forca de contragdo desenvolvida pelo miocéardio ventricular dos
exemplares de H. regani expostos ao Fpn no presente trabalho pode induzir a ideia de que este
inseticida é benéfico para o coracdo e, portanto, devem ser analisados com cautela. E
importante ressaltar que preparacdes in vitro ndo refletem a condicdo in vivo, dado que 0s
possiveis efeitos do inseticida sobre o sistema nervoso e, consequentemente, sobre o controle
nervoso da funcdo cardiaca, sdo suprimidos. Desta forma, mais estudos sobre os efeitos do
Fpn na contratilidade cardiaca de peixes, utilizando diferentes concentragfes do inseticida,
diferentes tempos de exposicdo e estudos de seus efeitos in vivo devem ser realizados. Além
disso, estudos comparando o efeito do fipronil e das formulagdes comerciais sdo de
fundamental importancia para o entendimento dos mecanismos de acgdo deste inseticida em

peixes.
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7. Conclusotes

Os resultados obtidos no presente trabalho a partir da analise do miocardio
ventricular do cascudo H. regani em condicdo controle e apds a exposi¢do por 96 horas ao
Fpn em sedimento artificial, na concentracdo de 4,23u/Kg, permitiram as seguintes

conclusoes:

- A exposicgéo ao Fpn nédo provocou alteragdes na MVR.

- A andlise de Western blot revelou que a proteina SERCA2 ndo € expressa em ambos 0s

grupos, nas condi¢Oes estudadas.

- Os experimentos indicaram que o célcio para a contracdo ventricular provém do meio

extracelular, principalmente pelo NCX no modo reverso, e ndo de reservas do RS.

- A exposi¢do ao Fpn provocou um efeito inotrépico positivo e reduziu os valores de TPT/Fc
e THR/Fc das tiras ventriculares de H. regani nos protocolos experimentais realizados,

devido a provavel expressao e/ou atividade aumentada do NCX do grupo exposto.

- As tiras ventriculares de H. regani ndo apresentaram alteracdes na Fc ao longo de aumentos

na frequéncia de estimulagéo.

- O blogueio da bomba Na*/K*-ATPase provocou um inotropismo negativo em ambos 0s

grupos experimentais, tal efeito ocorreu por uma provavel sobrecarga de Ca?* intracelular.

- O grupo exposto ao Fpn foi capaz de contrair regularmente até frequéncias mais elevadas e
atingiu maiores valores de CBC em relacdo ao grupo controle, provavelmente pela expressdo

e/ou atividade aumentada do NCX do grupo exposto.
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