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RESUMO

A Peninsula Antartica, atualmente, é um laboratério natural para estudos de adaptacdo
térmica em organismos marinhos antérticos, dentre 0s quais estdo os peixes. A temperatura
€ uma importante variavel ambiental para esses organismos ectotérmicos. Nos ambientes
polares a sobrevivéncia a baixas temperaturas foi garantida por adaptacdes evolutivas nas
propriedades fisiologicas, bioquimicas e comportamentais dos individuos. A capacidade de
responder bioguimicamente ao aumento de temperatura de duas espécies de nototenidides
antarticos, Notothenia coriiceps (Richardson, 1844) e Notothenia rossii (Richardson, 1844)
foi avaliada através do estresse oxidativo, por meio da lipoperoxidacdo (LPO) e pela
atividade da enzima glutationa-S-tranferase (GST). Outro pardmetro avaliado foi a atividade
da acetilcolinesterase (AChE) no encéfalo das duas espécies e no musculo de N. coriiceps.
Tais enzimas mostram ser importantes nos mecanismos de regulacdo das células e a LPO
apresenta-se como uma boa indicadora de possiveis danos causados as membranas
celulares. Os experimentos foram elaborados na Estacdo Antartica Comandante Ferraz
(EACF) localizada na Baia do Almirantado, ilha Rei George, na Peninsula Antartica. Os
exemplares das duas espécies foram submetidos as temperaturas de 0T (controle), 4C e
8T durante 1, 4, 15 e 30 dias. N. coriiceps sobreviveu em todos os periodos de exposicdo
(1, 4, 15 e 30 dias) na temperatura de 4, enquanto que em 8T, resistiu somente até o
sexto dia. Ja N. rossi sobreviveu em todos os periodos de exposicao (1, 4, 15 e 30 dias) nas
temperaturas avaliadas (0C, 4C e 8%T). A maior re sisténcia de N. rossii ao estresse
térmico pode estar relacionada a sua capacidade de regulagdo, a qual influencia na sua
distribuicdo geografica. As andlises enzimaticas da AChE demonstraram que sua atividade
no encéfalo em N. coriiceps foi maior que em seu tecido muscular em todos os
experimentos de estresse térmico. Fato que pode ser explicado pela maior quantidade de
sinapses presentes no encéfalo quando comparado com o musculo. Em N. coriiceps a
atividade da AChE no encéfalo mostrou uma reducgéo significativa somente no primeiro dia a
4T em relacdo ao controle. Ja a atividade da AChE em N. rossi variou com a temperatura
(0C, 4T e 8¥C). Quando comparamos 8C e 0T, obse rva-se que os niveis de AChE
aumentam nos periodos de exposicdo a 8T, sugerindo que essa maior temperatura
influencia de forma significativa o metabolismo da AChE em N. rossii. Tal alteracdo indica
gue esta espécie deve ter mecanismos mais eficientes de ajustes quando comparada com
N. coriiceps. As atividades da GST e LPO, quando comparadas entre si, indicam uma
tendéncia a serem inversamente proporcionais nas duas espécies analisadas. Em N.
coriiceps a atividade da GST aumentou entre os periodos de exposicdo a 0T
acompanhando a tendéncia de reducéo dos niveis de LPO. A 4C ndo houve diferenca
significativa entre os periodos de exposicdo, mas podemos observar uma tendéncia de
aumento da GST em 15 dias e consequente diminuicdo da LPO. A atividade da GST em N.
rossi foi maior em 15 dias de exposicdo a 0C, juntament e com uma tendéncia a reduzir a
LPO em 15 e 30 dias, fato observado também a 4C, m as ndo a 8C. Podemos concluir que,
N. coriiceps e N. rossii respondem de forma diferenciada ao aumento da temperatura
sugerindo que N. rossii possui uma faixa maior de tolerancia térmica e mecanismos de
ajustes mais eficientes quando comparada com N. coriiceps. Nas temperaturas e tempos de
exposicao analisados, a atividade da enzima GST bem como os niveis de LPO n&do podem
ser utilizados como biomarcadores de estresse oxidativo induzido por estresse térmico,



sendo necessaria a andlise de mais pardmetros bioquimicos do sistema antioxidante dos
peixes N. coriiceps e N. rossii.

Palavras-chave: Temperatura. Estresse oxidativo. Peixes, Antartica. Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

The Antarctica Peninsula, now a days, is a natural laboratory for studies of thermal
adaptation in Antartic marine organisms, among these the fish. The temperature is an
important environmental variable to ectothermic organisms. In polar environments the
survival to low temperatures of the water was guaranteed by evolutionary adaptations in
physiology, biochemistry and behavior of the organisms. The capacity to respond
biochemically to the rise of temperature of two species, Notothenia coriiceps (Richardson,
1844) and Notothenia rossii (Richardson, 1844) were evaluated through oxidative stress, via
lipoperoxidation (LPO) and by the enzyme activity glutationa-S-tranferase (GST). Another
parameter evaluated was the activity of acetylcholinesterase (AChE) in the brain of both
species and muscle of N. coriiceps. Such enzymes prove to be important in the regulation
mechanisms of the cells and LPO is presented as a good indicator of possible damage to cell
membranes. The experiments were performed in the Antarctic Station Captain Ferraz
located in Admirality Bay, King George Island, Antarctic Peninsula. The two specimen were
submitted to 0T (control), 4C and 8C temperature s during 1, 4, 15 e 30 days. N. coriiceps
survived to all day exposures (1, 4, 15 e 30 days) at 4C temperature. At 8C it resisted only

until the sixth day. N. rossi survived to all periods of exposures (1, 4, 15 e 30 days) at the
evaluated temperatures (0C, 4C e 8%C). This great er resistance of N. rossii to the thermal
stress might be related to its regulatory capacity, which influences their geographical
distribution. The enzyme analyses of AChE demonstrated that its activities in the N. coriiceps
brain were greater than in the muscle tissue in all of the thermal stress experiments. This
fact may be explained by the greater quantity of synapses in the brain compared to the
muscle. In N. coriiceps, AChE activity in the brain showed a significant reduction when
compared only the first day at 4 ° C to control. The activity of AChE in N. rossi varied at
temperatures (0C, 4C e 8C), when comparing 8Ct 0 0T, it was observed that the levels
of AChE increased in all periods of exposures at 8°C, indicating that this temperature
influences significantly the metabolism of AChE in N. rossii. This alteration indicates that this
species may have more efficient mechanisms of adaptation compared to N. coriiceps. The
activities of GST and LPO when compared to each other, indicate a tendency to be inversely
proportional in the two species. In N. coriiceps the GST activity increased between the
periods of exposure at 0C agreeing with the tenden cy of reduction in LPO levels. At 4C
there was not a significant difference between the periods of exposure, but we can observe
the tendency of GST increase in 15 days and consequently LPO decrease. The GST activity
in N. rossi was greater after 15 days of exposure at 0C, along with the tendency to reduce
LPO in 15 and 30 days, this fact was also observed at 4<C, but not at 8C. We can conclude

that N. coriiceps and N. rossii respond differently to the temperature rise, suggesting that N.
rossii has a bigger thermal tolerance and more efficient mechanisms of adaptation compared
to N. coriiceps. At the temperatures and exposure times analyzed the activity of the enzyme
GST and LPO levels cannot be used as biomarkers of oxidative stress induced by thermal
stress, is necessary analyze further biochemical parameters of the antioxidant system of fish
N. coriiceps and N. rossii.

Key words: Temperature. Oxidative stress. Fish. Antarctica. Acetylcholinesterase.
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1 INTRODUCAO

A biogeografia marinha e o0s padrbes de biodiversidade sdo amplamente
influenciados pelos efeitos diretos da temperatura (Murawski, 1993; Astorga et al., 2003). Os
peixes, como organismos termo-dependentes, estdo submetidos a flutuacdes no regime
térmico que podem afetar sua reproducdo, crescimento e sobrevivéncia (Dippner, 1997;
Martinez-Alvarez et al., 2005).

O continente antartico € um local detentor de caracteristicas particulares de
temperatura, salinidade e fotoperiodo. Seus habitantes estdo adaptados a tais
caracteristicas e assim, evitam possiveis danos gerados pelas baixas temperaturas (di
Prisco, 1998; Crossley, 1995). Dentre os mecanismos preservados ao longo da evolugéo
dos peixes antarticos a temperaturas subzero, podemos citar os ajustes bioquimicos e
morfofuncionais envolvendo a expressdo de enzimas com elevada eficiéncia catalitica e a
composicao da membrana plasmatica (Gutt, 2002; Verde et al., 2003; Clarke et al., 2007).

O aquecimento acelerado da Peninsula Antartica e das ilhas adjacentes tém
suscitado questdes sobre a plasticidade térmica dos ectotérmicos antérticos (Meredith,
2005; di Prisco & Verde, 2011). Sabe-se que a proximidade geogréfica com a fronteira polar
Antértica faz com que estas ilhas tornem-se vulneraveis a eventuais mudancas ambientais
decorrentes do aquecimento desta area. Clarke et al. (2007), relatam que a Peninsula
Antértica é uma das trés regibes do planeta que vem sofrendo aquecimento acelerado,
tendo sua temperatura elevada a 1,5TC entre 1950 a 2006, contra 0,6<C do restante do
planeta. Isso aumenta as taxas de derretimento das grandes geleiras continentais, as quais
desembocam no oceano e, também, dificulta a formacdo do gelo marinho durante os
invernos polares. Neste ambiente, habitam as espécies de peixes Notothenia coriiceps e
Notothenia rossii, dois notothenideos endémicos da Antéartica e duas das quatro espécies
dominantes da Baia do Almirantado, regido localizada na llha Rei George, Peninsula
Antartica, e local deste estudo.

Os peixes estdo expostos a agentes estressores que podem ser divididos em dois
grandes grupos, fatores fisicos e quimicos. Os fatores fisicos, como a salinidade,
temperatura e o oxigénio dissolvido afetam o crescimento, o0 metabolismo, a reproducéo, a
osmorregulacdo e a fungdo imune, causando efeitos negativos como distarbios no
crescimento e na reproducdo (Lushchak, 2011). Quando um ser vivo € exposto a um
estimulo estressor, o organismo sofre regulacdes visando a recuperacdo da homeostase.
Um estimulo, independente da sua natureza, que eleve a produgdo excessiva de radicais
livres ou induza a deplecdo de antioxidantes faz com que o balanco entre

producdo/deplecdo seja alterado, gerando o que denominamos de estresse oxidativo
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(Droge, 2002). Dentre os fatores indutores do estresse oxidativo estd a temperatura
(Elsayed, 2001). O estresse induzido por mudangas térmicas tem sido associado com o
aumento da geracado de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem levar ao estresse
oxidativo (Heise et al., 2007; Parihar & Dubey, 1995) e induzir a lipoperoxidacao
(Bagnyukova et al., 2007). O aumento da temperatura pode ainda, influenciar nas atividades
das enzimas, dentre elas, a acetilcolinesterase (AChE) (Oliveira et al., 2007) e a glutationa
S-transferase (GST) (Bagnyukova et al., 2007).

A AChE é um componente chave das sinapses colinérgicas cerebrais e juncdes
neuromusculares (Stépankova & Komers, 2008). Possui a funcdo de regular essa
transmissdo, reduzindo a concentracdo de acetilcolina (ACh) na juncdo e prevenindo
continuas passagens de impulsos, sendo vital para um normal funcionamento do sistema
sensorial e neuromuscular (Stenesh, 1998). Na literatura, existem poucos estudos sobre a
influéncia do estresse térmico na atividade enzimatica da AChE. Desse modo, ha
necessidade de investigar se o estresse térmico em peixes antarticos reduz a atividade da
AChE.

A lipoperoxidacédo (LPO) é uma das consequéncias do estresse oxidativo (Bride et
al., 1999). Consiste na incorporacao de oxigénio molecular a um &cido graxo poliinsaturado
(AGPI), produzindo um hidroperoxido lipidico (LOOH) como produto primario (Lima et al.,
2001). A oxidacao dos AGPI requer um oxigénio na forma ativada para capturar um atomo
de hidrogénio do grupo metileno, e formar um radical de carbono. Assim, o acido graxo com
um elétron desemparelhado se combina com o oxigénio formando o radical peroxil. Este
radical € altamente reativo podendo danificar moléculas biolégicas, incluindo os lipidios,
proteinas, DNA e ainda gerar outros radicais de carbono promovendo a etapa de
propagacao (Gutteridge, 1995). A peroxidacao lipidica extensiva em membranas biolégicas
leva a perda de fluidez, decaimento do potencial de membrana, aumento da permeabilidade,
e eventual ruptura (Gutteridge, 1995; Dutra et al., 2008).

As células sdo protegidas das espécies reativas de oxigénio (ROS) e dos danos do
estresse oxidativo através de complexos sistemas de defesas antioxidantes(Grim et al.,
2010; An et al., 2010). Os mecanismos de defesa antioxidante podem ser divididos em dois
grupos, enzimaticos e ndo enzimaticos. Os sistemas enzimaticos envolvem as enzimas do
sistema da glutationa e também incluem a superéxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT).
H4& ainda a protecdo ndo enzimética como a vitamina E (a-tocoferol), vitamina C (acido L-
ascorbico) e a vitamina A (B-caroteno) (Sentlrker, et al., 1997; Wells et al., 1997).

A glutationa-S-transferase (GST) € uma familia de enzimas multifuncionais presentes
no citosol da maioria das células, que catalisa a conjugacao da glutationa tripeptidica a uma
variedade de compostos com grupos eletrofilicos. Isso gera compostos menos toxicos e

mais sollveis em 4gua, facilmente excretados das células (Menezes et al., 2009). Portanto,
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estdo envolvidas na desintoxicacdo de xenobibticos e de produtos enddgenos reativos
resultantes do metabolismo celular (Bartlin et al., 1993).

O entendimento dos mecanismos fisiolégicos e da plasticidade metabdlica dos
peixes antarticos submetidos ao estresse térmico a altas temperaturas é de fundamental
importancia, pois pode fornecer subsidios que poderéo contribuir para a tomada de deciséo
em relacdo aos ecossistemas e organismos sujeitos a possiveis alteragfes climéticas

globais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONTINENTE ANTARTICO

A formacao da Peninsula Antértica e a emerséo gradual das ilhas subantarticas do
oceano incidiu com a separacdo do grande continente Gondwana. Por volta de 23 milhdes
de anos atrés, o surgimento da passagem de Drake entre a Antartica e a América do Sul
resultou na Corrente Circumpolar Antértica, principal motivo do resfriamento continental. O
gelo propagou-se, substituindo florestas que cobriam o continente (di Prisco, 1991,
McGonidal, 2009). Durante 20 milhdes de anos sua temperatura diminuiu gradualmente,
estimando-se que o ecossistema marinho antartico esteja abaixo de 0°C a trés ou cinco
milhdes de anos, gerando forte pressdo seletiva na composi¢cdo faunistica através das
baixas temperaturas e da sazonalidade (Kennett, 1977).

O continente antartico esta localizado ao sul do paralelo de 60°S e possui cerca de
14 milhdes de km2, 99% dessa area € recoberta por gelo. Esta cercado pelo Oceano
Antértico ou Austral, considerado o limite do continente (Bellisio & Tomo, 1973). Este
oceano possui uma das maiores e mais velozes correntes maritimas da Terra, a Corrente
Circumpolar Antartica, podendo atingir a velocidade de 60 km por dia (McGonidal, 2009).

Fisicamente a Antartica é dividida pelas Montanhas Transantarticas em duas regibes,
a Antértica Oriental ou Maior e a Antartica Ocidental ou Menor (Eastman, 1993; Riffenburgh,
2007) (Figura 1). A parte oriental corresponde a dois tercos da area da Antartica, e contém
88% do total da plataforma de gelo que cobre o continente. E formada por uma Gnica massa
continental, possuindo as maiores altitudes da Antartica (Bellisio & Tomo, 1973; Crossley,
1995; Satish-Kumar, et al., 2006). Ja a regido Ocidental € menor em extensdo e mais baixa
que a Oriental, embora possua o0 maior pico de montanhas do continente. E constituida por
blocos de terra que possivelmente foram formados durante a separagdo da Antértica da
Ameérica do Sul enquanto ocorria a fragmentacdo do supercontinente Gondwana (Crossley,
1995).

A influéncia da Antartica se estende ainda mais ao norte do mar Austral em uma
zona conhecida como Convergéncia Antartica. Essa zona é caracterizada pelo encontro das
aguas frias densas vindas da Antartica com aguas de temperaturas mais amenas e menos
densas vindas da parte oceanica subtropical (Oceanos Atlantico, Pacifico e indico). A Zona
de Convergéncia afeta as condi¢cdes locais da Antartica, durante o verdo, quando a
temperatura do ar se eleva acima do ponto de congelamento, ocorre fluxo d'agua de

derretimento das geleiras e da neve sazonal nas areas costeiras. Isso é mais importante nas
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regifes situadas na periferia do continente, onde as temperaturas no verdo sao mais altas e

o derretimento expde o solo ou a rocha (Eastman, 1993; Brito, 2006).
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FIGURA 1 - Mapa do Continente Antartico. Fonte: Antarctic Digital Database v.3, British Antarctic

Survey (2000).

2.2 PEIXES ANTARTICOS E TEMPERATURA

O Oceano Antartico ocupa aproximadamente 10% dos oceanos, sua composicao de

peixes é formada por 322 espécies, o0 equivalente a 1% das espécies conhecidas

atualmente (Eastman, 1993; 2005). A ictiofauna Antartica é altamente endémica, onde 88%

das espécies estao confinadas nesta regido (Eastman, 1993; 2005).

O grupo dominante de peixes antarticos pertence a subordem Notothenioidei, a qual

consiste de seis familias com pelo menos 120 espécies (Eastman, 1993), sendo

Nototheniidae a familia predominante. Os notothenideos possuem um amplo gradiente de

ocupacdo (Eastman, 1993), estando presentes em habitats bénticos e coluna d'agua

(DeWitt, 1971). Geralmente sédo sedentérios, possuem longo ciclo de vida, reduzida taxa de
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fecundidade e crescimento mais lento que outras espécies de peixes habitantes de aguas
geladas (Everson, 1977).

Notothenia coriiceps (Figura 2 A, B) habita locais proximos a costas, em
profundidades de 0 a 450 m, mas sdo comumente encontrados em profundidades menores
de 200 m (Bellisio & Tomo, 1973). Na Ilha Rei George a espécie permanece em areas
costeiras durante todo seu ciclo de vida (Burchett, 1983; Casaux et al., 1990), ja na llha
Elefante e em outras ilhas do arquipélago Shetlands do Sul os individuos parecem migrar
para aguas mais profundas para desovar (Hureau, 1970; Everson, 1977). Os habitos
alimentares de N. coriiceps podem variar de acordo com a localidade. Em aguas rasas (1-
20m de profundidade), a dieta consiste de animais bentbnicos, como anfipodas,
gastropodes e bivalves, e poucos organismos pelagicos (Richardson, 1975). J4, em aguas
mais profundas (acima de 170m de profundidade) possuem uma dieta com predominancia
de animais pelagicos, como o krill (Euphasia superba), peixes menores e anfipodas
hiperideos. Em geral, o tamanho e a quantidade de presas consumidas e o0 nimero de
diferentes espécies predadas sdo incrementadas a medida que o peixe cresce (Knox, 1994).
Alguns estudos indicam que esta espécie também se alimenta de algas (lken, 1997).

Notothenia rossii (Figura 2 C, D) apresenta um alto valor comercial devido a textura e
palatabilidade da sua carne (di Prisco, 1998; CCAMLR, 2011), por isso no inicio dos anos 70
foi alvo de intensa pesca, provocando um esgotamento de seu estoque. Knox (1994) relata
que individuos jovens de N. rossii sdo demersais, preferindo profundidades de 3 a 200 m, ja
os adultos sdo demerso-pelagicos, sendo frequentemente encontrados entre 200 e 1000 m
de profundidade. Os espécimes juvenis de peixes antarticos da Baia do Almirantado, dentre
eles N. rossii, vivem em aguas rasas (Skora & Neyelov, 1992). Em relacdo ao habito
alimentar, sdo consumidores de organismos bentdnicos, tendo preferéncia pelo krill
(Euphasia spp.). Sua dieta varia ontogeneticamente tendo um amplo espectro trofico
decorrente da baixa diversidade de peixes, proporcionando uma competicdo pouca intensa
(Targett, 1981). Tal mudanca de dieta esta relacionada a preferéncia por diferentes
profundidades (Gon & Heemstra, 1990). Adultos de Notohenia rossii ingerem principalmente
ctendéforos, hidrozoérios, anfipodas, eufasideos e peixes, dependendo da oportunidade dos

organismos-presa (Laws, 1984; Barrera-Oro, 2003; Barrera-Oro & Winter, 2008).
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FIGURA 2 — Representacdo esquematica dos peixes antarticos (A) Notothenia coriiceps e (C)
Notothenia rossii. Fonte: Fisher e Hureau (1985). Fotos dos peixes antarticos (B) Notothenia coriiceps
e (D) Notothenia rossii. Fonte: (B) Donatti (2009) e (D) Pedreiro (2011).

A biodiversidade dos mares antérticos esta relacionada as baixas temperaturas,
gque exibem elevada solubilidade de oxigénio (Crockett, 2011), ao confinamento ecoldgico e
a oscilacdo sazonal do suprimento alimentar, parcialmente explicada pela limitacdo sazonal
de luminosidade (Eastman, 1993). A estabilidade térmica do ambiente, em especial das
zonas de gelo marinho permanente, pode ter sido muito importante para o processo de
selecdo e adaptacdo molecular dos organismos antarticos.

Os peixes antarticos, habitantes de aguas frias e termicamente estaveis, adquiriram
durante suas histdrias evolutivas, adaptacdes para evitar os possiveis danos gerados pelas
baixas temperaturas (Crossley, 1995; Jin & DeVries, 2006). Dentre elas podemos citar a
estenotermia (Somero et al., 1996; Van Dijk et al., 1999; Brodte et al., 2008), a escassez de

hemoglobina, ou até a auséncia em algumas espécies (di Prisco, et al., 2007), a
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compensagédo cardiovascular (O’'Brien & Sidell, 2000), a presenca de glicoproteinas com
propriedades anticongelantes (AFGPs - Anti Freeze Glico Proteins) (Chen et al., 1997,
Harding et al., 2003; Jin e Devries, 2006), e a alta concentracdo de &cidos graxos
monoinsaturados (MUFA) e poliinsaturados (PUFA) (Bottino et al., 1967; Gieseg et al., 2000;
Brodte et al., 2008; Crockett, 2011).

Peixes antérticos sdo espécies adaptadas ou especializadas ao frio (Hochachka &
Somero, 1968; Wilson et al., 2002; Johnston, 2003). A evidente compensacado metabdlica
gquanto as baixas temperaturas, em peixes antarticos, € observada na eficiéncia enzimatica,
com valores reduzidos da constante de Michaelis-Menten (Km®') e elevada atividade
catalitica (k..’) (Clarke, 2003; Somero, 2004) além do enriquecido contetido enzimatico
mitocondrial (Londraville & Sidell, 1990; O'brien & Sidell, 2000). Este ultimo possibilita a
producdo de moléculas armazenadoras de energia quimica em consonancia com as
exigéncias e demandas metabdlicas teciduais (Rodrigues et al., 2011).

Pouco se sabe sobre a capacidade de regulacdo a temperaturas mais quentes dos
animais ectotérmicos antarticos, dentre eles os peixes (Podabsky & Somero, 2006).
Geralmente as espécies possuem estreitas zonas de tolerancia térmica. Isso inclui a fauna
de peixes da subordem Notothenioidei, os quais s&o considerados como exemplos de
estenotermia dentre 0s animais ectotérmicos (Somero & DeVries, 1967; Macdonald et al.,
1987; Petricorena & Somero, 2007).

Poucos estudos focando a fisiologia natural sob estresse térmico a temperaturas
elevadas tém sido realizados em organismos antarticos. Somero & DeVries (1967),
analisando trés espécies de peixes antarticos (Trematomus bernacchii, Pagothenia
borchgrevinki e Trematomus hansoni) apontaram que temperaturas proximas a 5C e 6T
séo letais para espécimes da familia Nototheniidae. Nesta faixa de temperatura, outros
estudos foram realizados, onde T. bernacchii sobreviveu durante trés semanas e Pagothenia
borchgrevinki durante 16 semanas a 4C e Pachycara brachycephalum resistiu por 16
semanas a 6TC.

A tolerancia térmica em peixes difere entre espécies, temperatura e tempo de
exposicao ao agente estressor (Das et al., 2004). A varia¢do térmica age como uma pressao
ambiental capaz de provocar estresse e em determinados organismos, pode ser superada
através da capacidade adaptativa ao promover ajustes comportamentais e fisiologicos (Bilyk
& Devries, 2011). Organismos ectotérmicos aclimatados a diferentes temperaturas
geralmente apresentam menor sensibilidade térmica. Isso sugere a presenca de

mecanismos de regulacdo quando aumentado o estresse térmico (Somero, 2004).

! Km é a constante de Michaelis-Menten e fornece um parametro de especificidade, Crockett (2011).
Quanto menor o Km, maior a especificidade enzima-substrato.

20 ke de uma enzima é uma constante da taxa catalitica e indica sua eficiéncia metabdlica
representando o valor maximo de reacdes enzimaticas catalisadas segundo Nelson & Cox (2008).
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Podrabsky & Somero (2006), trabalhando com dois notothenideos antérticos (T. bernacchii e
T. pennellii) constataram que apds aclimatacdo a 4C ocorreu um aumento na tolerancia
térmica. Peixes aclimatados suportaram até 14<C, a qual seria letal para individuos mantidos
a temperatura do ambiente. O estudo similar realizado por Bilyk & Devries (2011) com
outras espécies antarticas legitima tal afirmacao.

O estresse térmico a altas temperaturas foi avaliado no peixe antartico P.
brachycephalum, sendo que a temperatura foi elevada em 1T a cada 24 h. Ao atingir 10C,
os individuos perderam o equilibrio, suportando 10 horas nesta temperatura (Van Dijk et al.,
1999). Ao ultrapassar o limiar critico de temperatura (9C), os autores observaram o
acumulo de produtos finais de vias anaerdbicas nos tecidos musculares (lactato) e hepaticos
(succinato). Lowe & Davison (2005) observaram que o aumento da temperatura (entre 0C e
6C) gerou um aumento na velocidade de consumo de o xigénio e uma reducdo na glicemia
e na osmolaridade sanguinea nos peixes antarticos P. borchgrevinki e T. bernacchii
mantidos sob estresse térmico (6C). Por outro lado, o consumo poés-exercicio de oxigénio
em P. borchgrevinki diminuiu quando a temperatura esteve entre 3T a 6 T, indicando que a
disponibilidade de oxigénio € um fator limitante no comportamento aerébio em temperaturas
elevadas.

2.3 ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

A enzima acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) é foco deste estudo devido ao seu
papel fundamental na funcéo neural e pela sua forga catalitica acentuada (Hochachka, 1974;
Malany et al., 1999). O papel da AChE é catalisar a hidrélise da acetilcolina (ACh), a qual é
transformada em colina e acetato com a liberagcdo de um préton (Stepankova & Komers,

2004; Silman & Sussman, 2005; Dvir et al., 2010) segundo a reacao abaixo:

CH‘_'. 0 CH3
I I |
H;C—N*—CH,—CH,—0—C—CH;+ H;0 - H;C—N*+—CH,—CH,—OH+H,C—CO,~+H*

i I
CH,; CH,3

FIGURA 3 — Reacao de hidrélise da acetilcolina. Fonte: Hochachka (1974).
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Atualmente sdo conhecidos dois tipos de colinesterases, as que possuem uma
elevada afinidade para a ACh, e aquelas com afinidade para butirilcolina (BCh, EC 3.1.1.8),
também conhecidas como pseudocolinesterase (Van der Oost et al., 2003). AChE e a
butirilcolinesterase (BChE) sdo reguladas separadamente e podem diferir em suas
respostas ao ambiente e a fatores biolégicos. A AChE é essencial para a neurotransmisséo
colinérgica, entretanto o papel fisiolégico da BChE permanece obscuro (Sturm et al., 1999).
O encéfalo contém exclusivamente AChE na maioria dos teledsteos (Kozlovskaya et al.,
1993), e o musculo pode conter exclusivamente AChE, em muitos teleésteos de dgua doce,
ou ambos, AChE e BChE, na maioria das espécies marinhas (Leibel, 1988; Sturm et al.,
1999; de la Torre et al., 2002; Stépankova & Komers, 2008).

Na transmissdo sindptica colinérgica é essencial que a ACh seja degradada
rapidamente antes da chegada de um novo impulso elétrico, sendo tal reacdo mediada pela
AChE (Stenesh, 1998; Matozzo et al., 2005). A inibicdo da atividade da AChE resulta em um
acumulo de ACh, causando potenciais excitatdrios pos-sinapticos prolongados. Isso faz com
que ocorram disparos descontrolados de impulsos neuronais, promovendo uma
hiperestimulacdo dos nervos, fibras dos muasculos e, por fim, paralisia e morte eventual
(Chebbi & David, 2009; Xuereb et al., 2009, Pretto et al., 2010). O comportamento dos
peixes esta muito relacionado com a atividade da AChE nos tecidos (Scott & Sloman, 2004;
Durieux et al., 2011), assim, a deteccdo da inibicdo da enzima é também reconhecido com
sinal de deficiéncia comportamental, que pode, por sua vez, reduzir a sobrevivéncia
(Baldwin et al., 2009). Na literatura hd a comprovacgéo de véarias substancias que alteram a
atividade da AChE, como os organofosforados (Kopecka et al., 2004; Chebbi & David, 2009)
e 0s compostos carbamatos (liberados no ambiente apds o0 uso como pesticidas) (Kopecka
et al., 2004).

Basicamente, a atividade das ChEs difere tanto inter quanto intra especificamente
(Habig & Di Giulio, 1991). As fontes potenciais de variacdo dentro de espécies incluem
diferencas de idade, sexo, e tamanho dos peixes, bem como fatores ambientais, como a
temperatura da agua (Beauvais et al., 2001). Vérios estudos foram feitos sobre a influéncia
do estresse térmico na atividade enzimética da AChE no sistema nervoso dos peixes, mas
muitas vezes acabam indicando resultados inconsistentes (Oliveira et al., 2007; Durieux et
al., 2011). Tal inconsisténcia € vista pela ampla variacdo dos resultados encontrados pelos
autores. Hogan (1970) realizou um experimento de campo no peixe de agua doce, Lepomis
macrochirus, que revelou forte variacdo da atividade da AChE cerebral, a qual estava
positivamente ligada a temperatura da dgua. Do mesmo modo, mais recentemente, Durieux
et al. (2011), com o peixe Morone saxatilis, constatou a mesma correlagéo. Por outro lado,

Beauvais et al. (2001) e Phillips et al. (2002), ndo identificaram nenhuma variagcdo na
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atividade de AChE cerebral nos peixes de agua doce submetidos em diferentes
temperaturas de agua.

Em peixes antarticos, a AChE foi estudada visando determinar as relagfes de
afinidade entre enzima — substrato, para isso, o tecido encefalico de diferentes espécies foi
exposto a diferentes ambientes térmicos. Observou-se que o Km da ACh para AChE no
peixe Pagothenia borchgrevinki aumenta rapidamente com a elevacdo da temperatura, e a
5% seu valor é superior aos encontrados para peixe s de clima temperado e tropical em
suas temperaturas corporais normais (Baldwin, 1971). Em duas espécies de peixes
antarticos, Notothenia gibberifrons e Pseudochaenichthys georgianus, foi estudado o efeito
da temperatura na atividade da AChE, sendo tal atividade maior a 18C e 37 nas duas
espécies respectivamente (Niemierko et al., 1977).

N&o hé& registro na literatura sobre estudos de peixes antarticos, que analisem a

atividade da enzima AChE quando o organismo é exposto ao estresse térmico.

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo substancias
eletricamente instaveis, potencialmente reativas com moléculas bioldgicas e sédo capazes de
causar oxidacao e danos irreversiveis as células. Um radical livre é definido como qualquer
atomo ou moléculas com um elétron ndo pareado ocupando uma O6rbita externa (Abele &
Putarulo, 2004). O anion superoxido (O,"), o radical hidroxila (OH) e o 6xido nitrico (NO")
sdo exemplos de radicais livres. Entretanto, existem compostos igualmente reativos, mas
gque ndo possuem elétron ndo pareado na ultima camada, ndo sendo classificados como
radicais livres. S&o, portanto classificados de uma forma mais ampla, como espécies
reativas de oxigénio, que incluem o perdxido de hidrogénio (H,O,) (Halliwell & Gutteridge
2000). Os radicais livres ou ROS sdo produzidos em varios compartimentos celulares
(mitocbndria, microssomos, peroxissomos e citosol) e sdo originados por mecanismos
enzimaticos como a xantina oxidase (XO), NADPH oxidase, sistema P-450 e por
mecanismos ndo enzimaticos, envolvendo hemeproteinas e compostos de ferro (Droge,
2002). A producdo normal de espécies reativas no metabolismo celular é proveniente da
geracdo oxidativa de energia pela cadeia mitocondrial, do mecanismo de defesa dos
fagocitos que produzem radical superdxido para causar morte em microorganismos, dentre
outros mecanismos (Shiloh, 1999). Durante a degradacdo de xenobidticos pelo citocromo
P450, pode ocorrer a formacdo do anion superéxido que ao ser dismutado pela enzima

superoxido dismutase (SOD), gera peroxido de hidrogénio, que por sua vez, na presenca de
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metais de transicdo pode gerar o radical hidroxila e este reagir inespecificamente com
constituintes celulares (Lionel & Marta 2003).

O desequilibrio entre a produgdo excessiva de ROS/ radicais livres e a deficiéncia de
sua remocdo pelos sistemas antioxidantes é denominado de estresse oxidativo (Drdge,
2002). As principais consequéncias ao estresse oxidativo em sistemas biol6gicos séo a
lipoperoxidagdo da membrana nuclear, a oxidagéo de proteinas e a lesdo DNA/RNA celular
(Parihar, 1996).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis ao ataque de ROS, especialmente
por ‘OH. Ataques ocorridos em proteinas podem conduzir a modificacdes de aminoéacidos,
oxidacdo de grupos sulfidrila (gerando alteracbes conformacionais), atividade enzimatica
alterada, mudancas na clivagem da ligacdo peptidica, bem como perda de metal em
metaloproteinas e aumento na suscetibilidade proteolitica (Vasconcelos et al.,, 2007). Os
danos mais graves relacionados as ROS sdo aqueles causados ao DNA e RNA, pois
guando a cadeia do DNA é quebrada, pode ser reconectada em outra posicdo alterando,
assim, a ordem de suas bases (Barreiros et al. 2006). Ainda, a cisdo do anel desoxirribose
dos &cidos nucleicos, pelos radicais livres, promove mutagdes e inibicao da sintese proteica
(Oliveira 1999). As espécies reativas de oxigénio produzidas pelo sistema biolégico sé&o
desintoxicadas por mecanismos de defesa antioxidante que sdo encontrados em todas as
espécies de animais e nos diferentes tipos de tecidos, inclusive nos organismos aquéticos
(Avci et al. 2005).

No metabolismo celular, trés niveis de prote¢cdo antioxidante sdo conhecidos -
prevengdo da formacdo de ROS, remog¢do de ROS utilizando enzimas antioxidantes e
reparacdo de componentes celulares danificados (Storey, 1996). Enzimas envolvidas nas
defesas antioxidantes formam um sistema coordenado e incluem a superéxido dismutase
(SOD), que cataboliza radicais superoxido, a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPX) que degradam o perédxido de hidrogénio e hidroperdxidos respectivamente (Simmons
& Jamall, 1988). Enzimas secundarias na defesa antioxidante incluem aquelas do
metabolismo da glutationa. A glutationa S-transferase (GST) catalisa a conjugacdo de
glutationa reduzida (GSH) com componentes celulares danificados por ataque ROS, levando
a desintoxicacao (Storey, 1996). Ha ainda a protecdo ndo enziméatica, como peptideos de
histidina e proteinas ligadas ao ferro (Gutteridge, 1995). Além dos antioxidantes produzidos
pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como as vitamina C e E. A
vitamina C ou ascorbato € uma vitamina hidrosolivel com acdo antioxidante e serve
principalmente, para prevenir a formagéo de hidroperdxido de lipidios e proteger os lipidios
das membranas celulares. O ascorbato atua juntamente com GSH para proteger a célula
dos danos oxidativos (Nordberg & Arnér, 2001). Porém, quando em dose elevada ou na

presenca de metais (ferro ou cobre) a vitamina C pode agir como um pré-oxidante, levando
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a lipoperoxidagdo (Halliwell & Gutteridge, 1999). A vitamina E é uma vitamina lipossoluvel
presente nas membranas biolégicas. Ela contém um grupo hidroxila através do qual ela
reage com elétrons desemparelhados, podendo assim, reduzir radicais peroxil (Nordberg &
Arnér, 2001). Segundo Halliwell & Gutteridge (1999) a vitamina E é provavelmente, o mais
importante inibidor da reacdo em cadeia da peroxidacdo de lipidios em animais. Os
carotenoides destacam-se também como agentes antioxidantes, dentre 0s quais a pro-
vitamina A (B-caroteno), sendo o carotenoide mais abundante e de maior atividade. Estudos
recentes indicam uma possivel atividade anti-cancerigena do p-caroteno, sendo usado como

corante e antioxidante em alimentos (Barreiros & David, 2006).

2.5 LIPOPEROXIDACAO (LPO)

O organismo obtém grande parte da energia que necessita através da fosforilagdo
oxidativa mitocondrial, que gera ATP e reduz o oxigénio molecular em agua. Em
determinadas condic¢des, espécies reativas de oxigénio (ROS), como o anion superdxido
(02", o radical hidroxila (OH) e o peréxido de hidrogénio (H,O,), podem ser gerados como
subprodutos secundarios deste processo (Rang et al., 2003). O desequilibrio entre a
producdo excessiva destas espécies e a deficiéncia de sua remocdo pelos sistemas
antioxidantes é denominado de estresse oxidativo (Droge, 2002). Assim, inicia-se o ataque a
muitas moléculas importantes, dentre elas os lipidios de membrana. A reacdo de espécies
reativas de oxigénio com acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares
e nas lipoproteinas, da inicio a uma cascata de eventos conhecida como lipoperoxidacao,
indicadora do estresse oxidativo. Possiveis danos as membranas geram transtornos na
permeabilidade seletiva, alterando o fluxo ibnico e de outras substancias (Lima et al., 2001).

Organismos ectotérmicos, incluindo peixes, muitas vezes sao submetidos a
variacdes térmicas no meio em que vivem. Tais alteracdes influenciam na taxa metabdlica e
no consumo de oxigénio, que sdo proporcionais a temperatura ambiente (Hochachka &
Somero, 1984; Eastman, 1993). Como a geracdo de ROS e de radicais livres esta
relacionada com o consumo de oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 1999), espera-se que
ocorra uma maior producéo destes elementos de acordo com o aumento da temperatura, e,
portanto uma resposta por parte das defesas antioxidantes (Bagnyukova et al., 2007). A
elevacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica tem sido relatada em muitos estudos apods
exposicao de peixes tropicais e subtropicais ao estresse térmico (Parihar & Dubey, 1995;
Lushchak & Bagnyukova, 2006; Bagnyukova et al., 2007; An et al., 2010).
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Basicamente, a LPO consiste na incorporagdo de oxigénio molecular a um AGPI
para produzir um hidroperoéxido lipidico (LOOH) como produto primario inicial. O processo da
LPO pode ser dividido em trés etapas: iniciacdo, propagacéo e terminacdo (Figura 4). A
primeira fase representa o inicio da peroxidacdo, em que o AGPI (LH) sofre ataque de
algumas espécies reativas que abstraem um atomo de hidrogénio do grupo metileno, tal
sequestro pode ser realizado pelo OH" ou pelo LO" (radical alcoxila), com consequente
formacao do L’ (radical lipidico) (Gutteridge, 1995). Na primeira equacgdo de propagacéo, o
L’ reage rapidamente com o O, em meio aerébio, resultando em LOQO’ (radical peroxila) que
propagam a cadeia de peroxidacdo. A reacdo do radical peroxila com um novo atomo de
hidrogénio abstraido gera um hidroperoéxido lipidico (LOOH), formando novamente o L' na
segunda equac&o de propagacao (Lima et al., 2001). ions de metais de transicdo, como Fe™
e Cu™, podem participar do processo catalisando a formacdo de radicais lipidicos alcoxila
(LO"), peroxila (LOO") e hidroxila a partir dos hidroperéxidos. Os principais produtos finais da
lipoxidagcdo compreendem alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos

derivados da decomposicéo de hidroperéxidos (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Iniciagdo Propagacao Terminacgdo
H+
R Fe?' Fe’ Aldeidos
LH7-—=\-— T:L» LOO ﬁLOO LJ — Cetonas
HCA| H,0 ' Fe2t Fe3' + HO" Epoxidos

FIGURA 4 — Representacdo esquematica das fases da peroxidacao lipidica. Fonte: Santos & Batista
(2007).

Peixes antarticos sdo mais susceptiveis a danos oxidativos, particularmente a
peroxidacdo lipidica, pois possuem grandes quantidades de lipidios intracelulares e
membranas biolégicas enriqguecidas em AGPI (Crockett, 2011). Em Pleuragramma
antarcticum a LPO foi estudada para caracterizar o sistema antioxidante e a capacidade de
resposta para o aumento natural das condi¢Bes pré-oxidativas no inicio da primavera (Regoli
et al., 2005a). Defesas antioxidantes, como a catalase, glutationa redutase, glutationa
peroxidase e glutationa—S-transferase, foram rapidamente observadas, contudo né&o
impediram o aumento nos niveis de peroxidacao lipidica (Regoli et al., 2005a). J& Devor et

al. (2011) testaram se temperaturas elevadas aumentam a LPO em maior escala nos peixes
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antarticos sem hemoglobina (icefishes) do que em notothenideos, peixes antarticos com
hemoglobina. Cora¢gbes de ambas as espécies de icefishes (Chaenocephalus aceratus e
Chionodraco rastrospinosus) bem como as espécies de sangue vermelho com o menor
hematocrito  (Lepidonotothen kempi) apresentaram 1,3 vezes mais produtos de
lipoperoxidacdo quando submetidos ao estresse térmico em relagdo aos animais controles.
O coracdo de N. coriiceps, e 0s outros 6rgaos de todas as espécies, ndo mostraram
aumento nos produtos de lipoperoxidacdo quando expostos a suas temperaturas maximas.
Estes dados indicam que os danos da LPO contribuem para os limites de tolerancia térmica

em icefishes e L. kempi.

2.6 GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

A biotransformacédo possui diversos sistemas enzimaticos que atuam em inameros
tipos de substratos, grande parte dessas enzimas tém em comum a funcdo de converter
substancias toxicas em menos toxicas e compostos quimicos lipofilicos em hidrofilicos, de
modo a facilitar sua excrecao (Nimmo, 1987). O processo de biotransformacéo é dividido em
duas etapas, as reacOes de fase | e Il, que frequentemente ocorrem sequencialmente. As
primeiras sdo reagfes catabdlicas (oxidacdo, reducdo, hidrolise). A fase Il consiste em
reacOes anabdlicas que envolvem a conjugacao de alguns grupos de moléculas resultando
em compostos inativos na maioria dos casos (Marionnet et al., 2006).

A glutationa-S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) representa uma importante familia de
isoenzimas presentes principalmente no citosol e essenciais na prote¢cdo contra danos de
compostos potencialmente reativos. Esta familia é formada por proteinas solluveis
compostas por duas subunidades com massas moleculares de 22-27 kDa e classificadas
em varias classes (alpha, mu, pi, theta, sigma, kappa, zeta e omega) de acordo com sua
estrutura primaria, imunoldgica e propriedades cinéticas (Myrnes & Nilsen, 2007). O papel
da GST é de catalisar a conjugacdo do 4&tomo de enxofre presente na glutationa reduzida
(GSH), com grande variedade de compostos endégenos e exdgenos, como componentes
celulares danificados pelo ataque de ROS, para posteriormente serem eliminados do
organismo (Storey,1996; Sen & Kirikbakan, 2004; Rudneva et al., 2010) (Figura 5). Essa
conjugacao gera produtos menos reativos e mais faceis de serem excretados (Falkner &
Clark, 1992; Angelucci et al., 2000). Dentre os sistemas de desintoxicagdo a GST
desempenha papeis criticos na protecdo contra produtos do estresse oxidativo (Hayes &
Pulford, 1995). Desenvolve um papel importante na desintoxicacdo de peréxidos lipidicos

gue juntamente com outras enzimas antioxidantes, protegem os organismos de danos
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peroxidativos (Storey, 1996). Portanto, sua acdo tem um importante papel na protecéo

contra o estresse oxidativo, auxiliando na manutengéo da homeostase.

SH

()
'\”:‘“‘“A)\NH’“ NH__COOH + Ccamrpostos eleFroﬂhcos
! | endogenos/exogenos (CE)
COOH 0

Glutationa (GSH)

GST

\4

P
|
NH, NH. _COOH
NH =

I
COOH 0O

FIGURA 5 — Conjuncdo da Glutationa com um composto eletrofilico endégeno ou exdégeno (CE)
através da GST. Fonte: Modificado de Townsend & Tew (2003).

Estudos sobre efeitos da temperatura na atividade da GST séo vistos em bivalves
(Park et al., 2008), onde o organismo submetido ao estresse térmico sofre grande aumento
na atividade da GST. Em copépodes (Cailleaud et al., 2007), os efeitos de variacdes
térmicas que ocorrem naturalmente em ecossistemas foram avaliados, sendo que o0s
resultados indicaram uma pequena altera¢do na produgdo da GST. Contudo tais estudos em

peixes permanecem escassos, como exemplo, temos o trabalho de Bagnyukova et al.
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(2007) que relata o aumento da atividade enzimatica no encéfalo do peixe de agua doce
Carassius auratus submetidos a elevadas temperaturas. Utilizando a mesma espécie,
envolvendo estresse térmico, Lushchak & Bagnyukova (2006) ndo identificaram nenhuma
alteracdo na atividade da GST encefélica.

Em dois peixes antérticos, Dissostichus mawsoni e Pagothenia borchgrevinki, a
atividade da GST foi medida em amostras de figado com o objetivo de purificar e
caracterizar as enzimas (Falkner & Clark, 1992). As duas espécies apresentaram uma
atividade enzimatica significativa quando utilizado 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como
substrato. Isoenzimas multiplas foram identificadas em D.mawsoni, indicando que a GST
tem um papel essencial nestes organismos.

J& a fim de estender o conhecimento do sistema de metabolizacdo de xenobidticos
por T. bernacchii e melhorar sua utilizacdo como biomarcador no ecossistema antartico,
Regoli et al. (2005) e Di Bello et al. (2007) investigaram dentre outros, a atividade da GST.
No primeiro estudo, a exposicdo ao cadmio revelou respostas contraditérias do metabolismo
da glutationa, no entanto, tais respostas ndo impediram a perda da capacidade antioxidante
a radicais peroxila. No segundo, os resultados demonstraram uma expressao hepatica basal
da GST, indicando uma protecao celular contra intermediarios eletrofilicos.

Nao ha registro na literatura que avaliem a atividade da enzima GST em peixes
antarticos submetidos ao estresse térmico.

Para a escolha dos parametros bioquimicos analisados neste trabalho levou-se em
consideracdo a importancia das enzimas no metabolismo celular, as quais sdo essenciais
nos mecanismos de regulagéo celular bem como o papel significativo da LPO, um indicador
bastante utilizado nos estudos que visam andlises de possiveis danos as membranas
celulares. Ainda, foram consideradas as condigcbes de refrigeracdo, armazenamento e

transporte (Antartica-Brasil) do material a ser analisado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

v' Avaliar parametros bioquimicos nos peixes antarticos Notothenia coriiceps
(Richardson, 1844) e Notothenia rossii (Richardson, 1844) em condicdo de estresse

térmico de altas temperaturas, garantindo dados para biomonitoramentos futuros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'Avaliar o estresse oxidativo através de analises da GST e LPO encefélica dos peixes
antarticos Notothenia coriiceps e Notothenia rossii submetidos ao estresse térmico

de altas temperaturas.

v' Avaliar a atividade da AChE encefélica e muscular no peixe antartico Notothenia

coriiceps sob estresse térmico de altas temperaturas.

v' Avaliar a atividade da AChE encefalica no peixe antartico Notothenia rossii sob

estresse térmico de altas temperaturas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E ACLIMATACAO

Este trabalho foi desenvolvido na Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF),
localizada na Ilha Rei George, no Arquipélago das Shetlands do Sul, Peninsula Antartica
(Figura 6 a, b). As llhas Shetlands do Sul formam um arquipélago de 64 ilhas, localizados a
oeste da Peninsula Antartica. A llha Rei George, a maior deste arquipélago, tem
aproximadamente 1300 kmz2 de &rea, 90% da qual coberta de gelo o ano todo. A Baia do
Almirantado, localizada nesta ilha, € a maior baia do local, com 122,08 km? de area de
superficie (Rakusa-Suszczewski, 1980 apud Cardoso, 2005).

Espécimes de N. coriiceps e N. rossi foram coletados em dois pontos na Baia do
Almirantado, Punta Plaza (PP) (6205’ 64,5” S; 58°24’ 31.7” W ) e Arctowski (AR) (62°1.0’,
65" S; 58°26',5 W) de marco a novembro durante os anos de 2009 e 2010 (Figura 6c).
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FIGURA 6 — Mapas do Continente Antartico. (A) Peninsula Antartica e ilhas sub-antarticas (B) Illha Rei
George. Fonte: Simdes et al. (2004); Braun et al. (2001). (C) Mapa da Baia do Almirantado indicando
os locais de coleta. Os espécimes foram coletados em Punta Plaza (PP) e em Arctowski (AR). A
EACF esta representada no mapa como CF. Fonte: Adaptado de Braun et al. (2001).

A coleta foi realizada com linha e anzol em uma profundidade de 10 a 25 metros,

com o auxilio de botes pneuméticos do tipo “Zodiac” ou com a lancha oceanogréfica “Skua”

(figura 7).

Os grupos de peixes foram aclimatados em tanques de fibra de vidro (capacidade de

1000 I) na Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF) durante 5 dias em salinidade de 35

62°03"

62° 15"
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+ 1,0 psu, temperatura de 0 £ 0,5TC e fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro. A 4gua
do mar captada a uma profundidade de 4 metros, em frente a EACF, foi bombeada até os
tanques e renovada 50% a cada 48 horas.

FIGURA 7 — Meios de coleta utilizados na captura dos animais (A) botes pneumaticos do tipo “zodiac”
e (B) lancha de apoio oceanogréfico “Skua”. Fonte: (1,2) O autor (2011).

A alimentacédo oferecida foi a base de musculo de peixes antarticos, a cada dois dias
(48 horas) na quantidade correspondente a 1% da massa corpérea. Animais que nao se

alimentaram apés 72 horas foram descartados.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Repeticbes com grupos de cinco peixes foram colocados em tanques de 1000 |
contendo agua a temperaturas de 0, 4 e 8C, control adas por termostatos Aquaterm 08 (Full
Cauge), ndo havendo uma aclimatacdo progressiva, mas sim um choque térmico (Figura 8).
Foram realizados 20 experimentos, cada um com 7 peixes em média. Os individuos da
espécie N. rossi foram mantidos nas condi¢des térmicas (0, 4 e 8C) durante 1, 4, 15 e 30
dias (Figura 9). Os exemplares de N. coriiceps, permaneceram durante 1, 4, 15 e 30 dias em
0 e 4. Nao foram realizados experimentos de 15 e 30 dias a 8C com N. coriiceps pois

esta espécie morre no sexto dia de experimento nesta temperatura. Para facilitar as
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andlises, ndo constam neste trabalho, dados de N. coriiceps mantidos a 8C durante 1 e 4
dias.

FIGURA 8 — Mdbdulo de tanques da EACF. (A) Sala climatizada contendo os seis tanques
experimentais e (B) exemplares de N. rossii. Fonte: (a) Krebsbach (2009) e (b) Rodrigues Junior.

0C 4C 8C

1 dia J 4diasJ 15diasJ 1 dia J 4diasJ 15 dias ] 1 dia J 4 dias J 15 dias J

30 dias |30dias ] |30dias ]

FIGURA 9 — Fluxograma dos experimentos envolvendo N. rossii indicando as temperaturas (0C, 4C
e 8C) e tempos testados (1, 4, 15 e 30 dias). Em N. coriiceps 0 experimento ocorreu somente nas
temperaturas 0C e 4C. Fonte: O autor (2012).
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Apbés o término de cada experimento os animais foram anestesiados com
benzocaina (1%) e eutanasiados via sec¢do medular. Para cada exemplar, foram coletadas
amostras de musculo e encéfalo as quais permaneceram congeladas em freezer -33<T até o
momento da andlise. No caso de N. rossii, amostras de musculo coletados ndo foram
suficientes para o processamento da AChE muscular.

As licengcas ambientais foram concedidas pelo Grupo de Assessoramento Ambiental
(GAAmM) do Ministério do Meio Ambiente (MMA) e o Cédigo de Conduta do Comité Cientifico
sobre Pesquisa Antartica (Scientific Committee on Antarctic Research - SCAR) foi utilizado
na manipulacéo e sacrificio dos animais. Esta pesquisa esta registrada no Comité de Etica

em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Parana (UFPR) sob 0 n°496.

4. 3 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES BIOQUIMICAS

As amostras de musculo e encéfalo foram homogeneizadas em tampéao fosfato de
potdssio 0,1 M com pH 7,5 conforme Strum et al. (1999) e, em seguida centrifugadas a
12.000g por 20 minutos a 4C. O sobrenadante do musculo foi utilizado para realizar a
andlise de AChE em N. coriiceps, enquanto o do encéfalo para as anélises de AChE, GST e
LPO em ambas as espécies. Todos os ensaios bioquimicos foram feitos em triplicata e as

amostras permaneceram em gelo moido.

4.3.1 CONCENTRACAO PROTEICA

A quantificacdo proteica (proteina total) foi realizada visando padronizar os valores
de proteina de cada amostra. Possiveis alteracdes verificadas nos niveis de LPO, GST ou
AChE néo serdo oriundas da concentracdo proteica desigual existente no tecido. Para isso,
foi utilizado o método de Bradford (1976), adaptado por Silva de Assis (1998), onde as
amostras foram pipetadas em microplacas e, em seguida, foi adicionado o reagente de
Bradford diluido (Bio Rad®). A absorbancia das amostras foi verificada a 650 nm e os
valores finais da quantificacdo colorimétrica foram obtidos em mg de proteina por ml de
amostra, utilizando-se uma curva padrdo pré-estabelecida com diferentes concentragcfes

conhecidas de soro de albumina bovina (BSA).



34

4.3.2 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (AChE)

A atividade da AChE foi medida de acordo com Ellman et al. (1961) modificado para
microplaca por Silva de Assis (1998). O principio desta técnica consiste em expor o tecido
homogeneizado e o reagente de cor DTNB-5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) ao substrato
acetilcolina. Este substrato € hidrolisado pela AChE em tiocolina e acetato. A tiocolina
resultante reage com o DTNB gerando o anion 5-Tio-2-nitrobenzoato, responsavel pelo
aparecimento da coloracdo amarelada, a qual € medida em espectrofotdbmetro a 415 nm. Na

microplaca foi adicionado 20 pL de sobrenadante contendo 1 mg de proteina por ml, 130 uL
de DTNB 0,75 mM e 50 uL de iodeto de acetilcolina 9 mM sobre cada aliquota.

A atividade da AChE foi calculada pela variacdo da absorbancia de cada amostra
(AAbs) e a média da absorbancia foi utilizada para o célculo da atividade da AChE, sendo o

resultado expresso em nmoles/min/mg de proteina.

4.3.3 ATIVIDADE DA GLUTATIONA-S-TRANSFERASE (GST)

A atividade da GST foi medida de acordo com o método descrito por Keen et al.
(1976). A GST catalisa a reacdo do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a
glutationa (GSH), formando um tioéter que pode ser monitorado pelo aumento da

absorbéancia a 340 nm. A atividade foi expressa em nmoles/min/mg proteina.

4.3.4 LIPOPEROXIDACAO (LPO)

Os niveis de LPO foram determinados pelo ensaio FOX (Ferrous Oxidation-Xylenol
Orange) como descrito por Jiang et al. (1992). O método baseia-se na rapida oxidagdo do
Fe® mediada por peroxidos sob condicbes acidas e posterior formacéo do complexo Fe**
laranja de xilenol na presenca do estabilizador hidroxitolueno butilado, que absorve luz a
550-570 nm. As amostras, juntamente com a solucdo do meio de reacdo composta de
xilenol Orange (100uM), acido sulfarico (25mM), hidroxitolueno butilado (BHT) (4 mM),

sulfato ferroso amoniacal (250uM), e metanol 90%, foram misturadas, e ap6s 20 minutos,
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centrifugada novamente durante 10 minutos para serem pipetadas em microplaca e lidas a

560 nm. Os resultados foram expressos em nmoles/min/mg proteina.

4. 4 ANALISE DE DADOS

Foi utilizada uma andlise de variancia bi-fatorial (ANOVA bi-fatorial) para avaliar se
havia diferenca significativa na atividade das enzimas e nos niveis de LPO em relacdo as
temperaturas, tempos de exposi¢cao e na interacdo temperatura e tempo de exposicdo. Se a
interacao for significativa, a temperatura afeta a atividade enzimética dependendo do tempo
de exposicdo e/ou o tempo de exposicdo afeta a atividade enzimética dependendo da
temperatura. Antes de realizar a ANOVA bi-fatorial, a heterogeneidade das variancias foi
avaliada com o teste de Levene e, caso significativo (P < 0,05), os dados foram log-
transformados. Se algum fator foi significativo, as médias foram comparadas com o teste a
posteriori de Tukey (P < 0,05).

Devido ao fato da espécie N. coriiceps ter sobrevivido somente até o sexto dia e de
as amostras de musculo coletadas ndo serem suficientes para o processamento da AChE
muscular no caso de N. rossii, as analises estatisticas foram feitas relacionando os érgaos e

as temperaturas como descrito na tabela abaixo (Tabela 1):

TABELA 1 - Parametros bioquimicos, érgéos, temperaturas e tempos de exposi¢do analisados em
N. coriiceps e N. rossii. NC = N. coriiceps. NR = N. rossii, AChE = acetilcolinesterase, GST =
Glutationa S-Transferase e LPO = lipoperoxidacéo. Fonte: O autor.

Espécie F.’arér,ne.tros Orgéo Temperaturas Tempos dg expos icao
bioquimicos () (dias)
NC AChE Encéfalo 0,4 1, 4, 15, 30
NC AChE Musculo 0,4 1, 4,15, 30
NC GST Encéfalo 0,4 1, 4,15, 30
NC LPO Encéfalo 0,4 1, 4,15, 30
NR AChE Encéfalo 0,4,8 1, 4,15, 30
NR LPO Encéfalo 0,4,8 1, 4,15, 30

NR GST Encéfalo 0,4,8 1,4,15,30
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5 RESULTADOS

Nos experimentos realizados, observou-se que espécimes de N. coriiceps sobreviveram
em todos os tempos de exposicdo (1, 4, 15 e 30 dias) nas temperaturas de 0C e 4T,
enquanto que em 8T os individuos desta espécie resistiram somente até o sexto dia de
exposicdo ao estresse térmico. J4 os espécimes de N. rossi sobreviveram em todos os
tempos de exposicao (1, 4, 15 e 30 dias) nas trés temperaturas avaliadas (0C, 4C e 8C).

O “n” amostral utilizado dependendo da analise e/ou da espécie pode ser

visualizado nas Tabelas 2 e 3.

TABELA 2 - n Amostral utilizado em cada analise de Notothenia coriiceps sumetida em diferentes
temperaturas (0C, 4C e 8C) e tempos (1, 4, 15 e 30 dias). AChE = acetilcolinesterase, GST =
Glutationa S-Transferase e LPO = lipoperoxidacéo. Fonte: O autor.

Dias de bioensaio

Ensaio 1 4 15 30
0T 4C 8T 0C 4C 8T 0C 4C 8T 0T 4C 8T
AChE Encéfalo 8 7 9 9 8 10 9 8 - 8 7 -
AChE Mdusculo 7 8 9 9 10 8 8 8 - 9 7 -
GST 8 6 8 8 8 7 7 7 - 7 5 -
LPO 7 9 9 9 9 10 9 10 - 10 7 -

TABELA 3 - n Amostral em cada analise de Notothenia rossii sumetida em diferentes temperaturas
(0C, 4T e 8C) e tempos (1, 4,15 e 30 dias). AChE = acetilcolinesterase, GST = Glutationa S-
Transferase e LPO = lipoperoxidacdo. Fonte: O autor.

Dias de bioensaio

Ensaio 1 4 15 30
0C 4T 8T 0C 4T 8T 0C 4T 8T 0C 4T 8T
AChE Encéfalo 8 7 9 10 8 9 5 9 10 8 10 10
AChE Mdusculo 9 7 8 - 9 9 - 9 8 7 10 7
GST 8 8 7 8 7 7 7 8 7 9 10 8
LPO 8 6 9 9 8 9 7 9 7 6 9 10
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5.1 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS EM Notothenia coriiceps

5.1.1 ACETILCOLINESTERASE (AChE)

Houve efeito da interagdo temperatura e tempo de exposicdo na atividade da AChE
cerebral e muscular de N. coriiceps. A atividade da AChE diferiu no encéfalo no primeiro dia
de exposi¢do a 4C e em 30 dias de exposi¢cdo a 4C no musculo (Figuras 10 e 11).

No encéfalo, observamos que a atividade enzimatica se manteve estavel nos tempos de
exposicdo (4, 15 e 30 dias) quando comparamos 4C com o0 controle, com excecao do

primeiro dia, onde verificamos uma reducéo de 54% nesses niveis (Figura 10).
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FIGURA 10 - Média + desvio padrao da atividade da enzima AChE do encéfalo de N. coriiceps
submetidas a 0C e 4C nos tempos de exposicdo 1, 4, 15 e 30 dias. Os resultados da ANOVA bi-
fatorial estdo mostrados no grafico. Letras minlUsculas comparam tempos de exposicdo em cada
temperatura, e letras mailsculas comparam temperaturas em cada tempo de exposicao (teste de
Tukey, P < 0,05).

N&o houve mudanca significativa na atividade da AChE no musculo de N. coriiceps

nos distintos tempos de exposicdo a 0C. A 4C a at ividade da AChE apresentou diferenca
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significativa, sendo 44% maior em 30 dias em relacdo ao primeiro dia de exposicdo (Figura
11). Quando comparamos 4T com o controle, observa- se um aumento de 43% na atividade
da AChE ap0s 30 dias.
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FIGURA 11 - Média = desvio padrdo da atividade da enzima AChE do musculo de N. coriiceps
submetidas a 0C e 4T nos de exposicdo 1, 4, 15 e 30 dias. Os resultados da ANOVA bi-fatorial
estdo mostrados no grafico. Letras minlsculas comparam tempos de exposicdo em cada
temperatura, e letras mailsculas comparam temperaturas em cada tempo de exposi¢do (teste de
Tukey, P < 0,05).

5.1.2 GLUTATIONA-S-TRANFERASE (GST)

Houve efeito da interacdo temperatura e tempo de exposi¢cdo na atividade da GST
analisada em encéfalos de N. coriiceps. A atividade da GST em encéfalos de N. coriiceps foi
significativamente maior (64% e 50%) a 0C em 30 dias quando comparada com 1 e 4 dias

de exposicao respectivamente. Na temperatura de 4C, a variacdo da atividade da GST
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independe do tempo de exposicdo nas temperaturas testadas. N&o houve diferenca

significativa na atividade enzimética entre o controle e 4C (Figura 12).
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FIGURA 12 - Média * desvio padrdo da atividade da GST do encéfalo de N. coriiceps submetidas a
0T e 4T nos tempos de exposicdo 1, 4, 15 e 30 dia s. Os resultados da ANOVA bi-fatorial estao
mostrados no gréafico. Letras minlsculas comparam tempos de exposicdo em cada temperatura, e
letras mailsculas comparam temperaturas em cada tempo de exposicao (teste de Tukey, P < 0,05).

5.1.3 LIPOPEROXIDACAO (LPO)

N&o houve efeito isolado da temperatura (F = 3,61; g.I. = 1; P = 0,063) e do tempo de
exposicao (F = 2,03; g.l. = 3; P = 0,121), nos niveis de LPO em encéfalos de N. coriiceps.
Tambem néo foi observado efeito da interacdo entre temperatura e tempo de exposicéo (F =

2,03; g.l. =3, P =0,121) nos niveis de LPO em encéfalos de N. coriiceps (Figura 13).
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FIGURA 13 - Média * desvio padrdo dos niveis de LPO do encéfalo de N. coriiceps submetidas a 0C
e 4T nos tempos de exposicdo 1, 4, 15 e 30 dias. Os resultados da ANOVA bi-fatorial estdo
mostrados no gréfico.

5.2 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS EM Notothenia rossii

5.2.1 ACETILCOLINESTERASE (AChE)

Houve efeito da interacdo temperatura e tempo de exposi¢cdo na atividade da AChE
no encéfalo dos individuos de N. rossii. A atividade da AChE no encéfalo de N. rossii ndo
sofreu mudancas significativas a 0C nos diferentes tempos de exposi¢do. A 4C a atividade
da AChE foi 30% maior que 15 dias de exposicado quando comparado a 30 dias. Em 1 dia de
exposi¢cao a 8T a atividade da AChE foi de 0,26 nmo les/min/mg, ocorrendo uma redugéo

de 13%, 22% e 24% em 4, 15 e 30 dias de exposi¢ao respectivamente.
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Notamos que entre 4C e o controle, a atividade da AChE é 37% maior a 4C ap0s
15 dias de exposicéo. E entre 8C e o controle, a atividade da AChE foi maior (47%, 32%,
35% e 38%) em 1, 4, 15 e 30 dias respectivamente a 8 (Figura 14).
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FIGURA 14 - Média * desvio padrdo da atividade da enzima AChE do encéfalo de N. rossii
submetidas a 0C, 4C e 8T nos tempos de exposicdo 1, 4, 15 e 30 dias. Os resultados da ANOVA
bi-fatorial estdo mostrados no grafico. Letras minUsculas comparam tempos de exposicdo em cada
temperatura, e letras mailsculas comparam temperaturas em cada tempo de exposicdo (teste de
Tukey, P < 0,05).

5.2.2 GLUTATIONA-S-TRANFERASE (GST)

Apoés verificar que houve efeito da interagdo temperatura e tempo de exposi¢cdo na

atividade da GST no encéfalo dos individuos de N. rossii, nota-se que a atividade foi
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significativamente maior (50%) em 15 dias de exposi¢do a 0C quando co mparamos com o
primeiro dia. A 4C, a atividade da GST néo sofreu influencia em relacdo aos diferentes
tempos de exposicdo. A 8C a atividade foi maior significativamente (45%) em 4 dias
guando comparamos com o primeiro dia.

A atividade da GST nédo diferiu entre 4C e o controle em nenhum periodo de
exposicdo. Por outro lado, diferiu significativamente entre 8C e o controle em 4 dias de

exposicao, o qual mostra-se maior (42%) quando o peixe foi submetido a 8C (Figura 15).
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FIGURA 15 - Média * desvio padrdo da atividade da enzima GST do encéfalo de N. rossii submetidas
a 0C, 4T e 8T nos tempos de exposigdo 1, 4, 15 e 30 dias. Os resultados da ANOVA bi-fatorial
estdo mostrados no grafico. Letras minUsculas comparam tempos de exposicdo em cada
temperatura, e letras mailsculas comparam temperaturas em cada tempo de exposicao (teste de
Tukey, P < 0,05).
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5.2.3 LIPOPEROXIDACAO (LPO)

Os niveis de LPO foram menores em 30 dias de exposicdo a 0T quando
comparados com os demais tempos de exposicdo (1, 4, 15 e 30 dias).

Quando comparado as temperaturas experimentais com o controle, observa-se que
em 4 dias de exposicdo a 4C e a 8T, os niveis de LPO foram significativamente menores
(68%) e (61%) respectivamente (Figura 16).
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FIGURA 16 - Média + desvio padrdo dos niveis de LPO do encéfalo de N. rossii submetidas a 0C,
4T e 8T nos tempos de exposicdo 1, 4, 15 e 30 dia s. Os resultados da ANOVA bi-fatorial estao
mostrados no grafico. Letras minUsculas comparam tempos de exposicdo em cada temperatura, e
letras mailsculas comparam temperaturas em cada tempo de exposicao (teste de Tukey, P < 0,05).
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6 DISCUSSAO

Nos ambientes polares a sobrevivéncia a baixas temperaturas da agua foi garantida
por adaptacdes evolutivas nas propriedades fisiol6gicas, biogquimicas e comportamentais
dos individuos. Graus mais elevados de insaturacdo na membrana, maior armazenamento
de lipidios e incorporacdo de goticulas de gordura nas células musculares sdo alguns
exemplos dessas adaptacbes (Hochachka & Somero, 1968; Wilson et al., 2002; Johnston,
2003). As reacdes bioquimicas em decorréncia das baixas temperaturas ocorrem muito mais
lentamente do que seriam em regides temperadas. Contudo, sabe-se que as enzimas dos
peixes antérticos sdo catalisadores mais eficientes do que os de peixes de aguas
temperadas (Somero et al., 1967; Somero, 2010; Evans & Somero, 2010).

A Peninsula Antartica é considerada uma regido vulneravel a eventuais flutuactes de
temperatura (Di Prisco, 2000; Clarke et al., 2007) devido a sua proximidade com a fronteira
polar antértica, gerando algumas discussdes relacionadas com a capacidade adaptativa de
peixes antarticos frente a essa pressao térmica (Meredith, 2005;di Prisco & Verde, 2011).

Atualmente, a Ilha Rei George e a Baia do Almirantado, local deste estudo, é uma
area onde é possivel detectar respostas do ambiente as mudancas climéticas globais.
Registros meteorolbgicos indicam um rapido aumento na temperatura atmosférica local, ao
longo dos udltimos 50 anos. Associado a este aquecimento regional, a ilha perdeu 7% da
cobertura de gelo no referido periodo (Lange, 2007). Devido a esta fragilidade ambiental, em
1996 o Brasil juntamente com outros paises prop6s um plano de gerenciamento para
designar a Baia do Almirantado e seus arredores como uma Area Antartica Especialmente
Gerenciada (AAEG). Visando fornecer dados cientificos para a elaboragdo do plano de
gerenciamento da Baia do Almirantado, este trabalho foi desenvolvido e teve o objetivo de
detectar e estimar os efeitos do estresse térmico no encéfalo e musculo (dependendo o
caso) de peixes (N. coriiceps e N. rossii) encontrados na Baia do Almirantado. Para tanto, a
atividade da acetilcolinesterase, da enzima antioxidante glutationa-S-transferase e da
lipoperoxidacdo foram avaliadas, sendo que a importancia fisioldgica dessas moléculas foi
levada em consideracdo no momento da escolha dos par@metros a serem analisados.

AlteracGes de temperatura podem afetar a velocidade das reac¢Bes quimicas, a
fluidez das membranas bioldgicas e os sistemas fisioldégicos (Hochachka & Somero, 2002)
modificando as propriedades basicas da matéria viva (Kapoor, 1975; Dias, 1998).
Organismos aquéaticos, dentre eles os peixes, possuem uma faixa de tolerancia na variacao
da temperatura da agua, havendo uma temperatura 6tima para o crescimento, reproducao e
metabolismo. Neste trabalho os peixes antarticos N. coriiceps e N. rossii foram submetidos

ao estresse térmico, em temperaturas de 4C e 8C d urante 1 a 30 dias, sendo que 8T foi a
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temperatura limitante para a espécie N. coriiceps, a qual sobreviveu nessa condi¢éo por no
méximo 6 dias. Em contrapartida, dados ainda nao publicados pelo Laboratério de Biologia
Adaptativa - UFPR demonstraram que N. rossii sobrevive na condicdo experimental de 8C
durante 90 dias. Estudos como o de Somero & Devries (1967) definiram que temperaturas
superiores a 5T sao letais para espécies da famili a Nototheniidae, no entanto, estes limites
de sobrevivéncia estdo sendo alterados e revisados a partir de trabalhos que levam em
consideracdo a espécie, a variabilidade individual e a plasticidade metabdlica (Ryan, 1995;
Van Dijk et al., 1999; Carpenter & Hofmann, 2000; Lowe & Davison, 2005, Jin & DeVries,
2006 e Brodte et al., 2008).

A maior resisténcia de N. rossii ao estresse térmico pode influenciar & sua
distribuicdo geografica, apesar de ambas espécies terem distribuicdo circumpolar e em
muitas regides da Antartica serem encontradas nos mesmos locais (Bellisio & Tomo, 1973).
N. coriiceps possui uma amplitude de sobrevivéncia pequena, sendo encontrada
principalmente ao redor da Peninsula Antartica, onde as &guas sdo mais geladas e
constantes, enquanto que, N. rossii possui uma amplitude maior de distribuicao,
aproximando-se de aguas mais quentes, vindas dos Oceanos Pacifico, Atlantico e indico
(FishBase, 2009). Niemierko et al. (1977), investigaram a temperatura étima da atividade da
AChE encefélica nos peixes antarticos N. gibberifrons e P. georgianus, e do mesmo modo,
concluiram que, as respostas diferenciadas das duas espécies frente a temperatura 6tima,
podem estar relacionadas dentre outros fatores, com a distribuicdo geogréafica das espécies.
N. gibberifrons habita regibes detentoras de temperatura aquaticas mais baixas, fator que
influencia os mecanismos de regulacéo visando a manutenc¢do da homeostase.

Os resultados das analises enzimaticas da AChE nesse trabalho demonstraram que
sua atividade no encéfalo em N. coriiceps foi maior do que nos tecidos musculares em todos
0s experimentos de estresse térmico. Tal diferenca entre os dois 6rgéos pode ser explicada
pelo fato de que a quantidade de sinapses presente no encéfalo € maior do que no tecido
muscular (Lent, 2001). Porém, no peixe juvenil de dgua doce Carassius auratus (goldfish), a
atividade especifica da AChE foi maior no musculo esquelético do que no cérebro (Bretaud
et al., 2000).

Os valores da atividade cerebral de AChE encontrados em N. coriiceps e N. rossii
ndo podem ser comparados com outros estudos experimentais de estresse térmico em
peixes antarticos, pois ndo ha registro na literatura que contenham tais dados. H4, somente
o trabalho de Niemierko et al. (1977) onde os valores encontrados para AChE nos peixes
antarticos estudados (N. gibberifrons e P. georgianus) sdo menores quando comparados
com outros peixes nao antarticos. No presente estudo, os valores no encéfalo de N. rossii
variaram de 0,12 a 0,26 nmoles/min/mg de proteina aumentando de acordo com o estresse

térmico (4C e 8C) . Ja para N. coriiceps os valores encefélicos foram de 0,14 a 0,32
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nmoles/min/mg de proteina e ndo variaram com o aumento da temperatura (4C). Ja,
Durieux et al. (2011) analisando o peixe marinho e estuarino, Morone saxatilis observaram
que a atividade da AChE cerebral permaneceu em torno de 250 nmoles/min/mg de proteina
em espécimes coletados de agosto-outubro (verdo) e em seguida, caiu progressivamente
até atingir cerca de 100 nmoles/min/mg de proteina em espécimes coletados em janeiro
(inverno).

Em N. coriiceps a atividade da AChE no encéfalo mostrou uma reducéo significativa
somente a 0T no primeiro dia em relacdo aos demais tempos de exposi¢cdo, mantendo
esse patamar na temperatura de 4C. A estabilidade da AChE em N. coriiceps encontrada
neste trabalho, corrobora com o estudo de Zinkl et al. (1987), onde nenhuma mudanc¢a ha
atividade da AChE foi verificada, ao analisar a truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) exposta
por 7 dias a temperaturas de 9C, 13T e 20C. Do m esmo modo, Beauvais et al. (2001),
testando fontes de variacdo na atividade colinesterasica, em bluegill (Lepomis macrochirus),
observou que a faixa de temperatura de 20C a 30T aparentemente nao afeta a atividade
colinesterasica. Sendo assim, o autor acredita que tais faixas de variacdo térmica poderiam
ser insuficientes para manifestar alteracdes na atividade colinesterasica, como pode ser o
caso de N. coriiceps.

A atividade da AChE em N. rossi variou com a temperatura (0C, 4C e 8C) e com o
tempo de exposi¢ao (1, 4, 15 e 30 dias), entre a temperatura experimental de 8C e o
controle. Os niveis de AChE aumentaram em todos os periodos de exposi¢cdo na maior
temperatura (8<C). Na literatura ha uma grande vari acdo de resultados sobre a atividade da
AChE, contudo varios trabalhos indicam o aumento da atividade da AChE com o aumento
da temperatura. Hogan (1970) relatou a influéncia de flutuagdes na temperatura aquética na
atividade da AChE em cérebros de bluegill (Lepomis macrochirus), concluindo que a
atividade da AChE foi significativamente correlacionada com a temperatura da agua. Hazel
(1969) relata que a atividade acetilcolinesterasica em cérebros de goldfish (Carassius
auratus) e killifish (Fundulus heteroclitus) aclimatados a 25 foi significativamente superio r
em relacao aos peixes aclimatados a 5T ou 15C. Da mesma forma, as observacgdes feitas
sobre as variacOes de atividades em Limanda limanda por Bocquené & Galgani (1990),
indicam que ha variacbes sazonais na atividade da AChE em trés espécies de organismos
marinhos (Pleuronectes platessa, Platichthys flesus e Palaemon serratus), concluindo que a
temperatura desempenha um importante papel nas variagbes sazonais de atividades da
AChE. A grande variacdo na atividade da AChE dependendo da temperatura e tempo de
exposicdo encontrada neste trabalho, € um fator que dificulta a discussdo dos resultados.
Contudo, fica claro que a temperatura de 8T influencia de forma significativa o
metabolismo da acetilcolinesterase em N. rossii, indicando que esta espécie pode ter

mecanismos mais eficientes de ajustes quando comparada com N. coriiceps, a qual morre
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no sexto dia quando submetida a 8C. Experimentos futuros deverdo ser feitos visando
avaliacbes da atividade da AChE nesse intervalo de tempo e nessa temperatura,
enfatizando, principalmente, as horas iniciais (antes de 24 h) de exposicdo a 8TC.

O aumento da temperatura tem como consequéncia a aceleragdo do metabolismo, e
assim, espera-se haver um aumento nas reagfes quimicas por parte do organismo, visando
a homeostase. Quando ocorre uma rapida ou eficiente resposta celular por parte do
organismo, pode-se dizer que este esta mais apto a sobreviver sob o estresse imposto,
gquando comparamos com organismos sem ou baixa resposta celular. Ao observarmos a
variacdo da AChE com o aumento da temperatura em N. rossi, podemos sugerir que esta
espécie poderia ter uma resposta celular mais eficiente do que N. coriiceps. E, portanto ser
mais apta a sobreviver em temperaturas mais elevadas.

Neste trabalho quando decidimos avaliar a atividade da LPO e da GST levamos em
consideracdo a resposta celular e a composi¢cdo quimica, por exemplo, das membranas
biolégicas dos peixes antarticos. Quando o organismo possui uma eficiente resposta celular
frente a um estresse, possiveis danos celulares tendem a ser menores, como é 0 caso da
relacdo entre a producdo de defesas antioxidantes e a reducdo de radicais livres. A
manutencdo da fluidez da membrana a baixas temperaturas requer um maior grau de
insaturacdo de &cidos graxos e a acumulagdo de &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS)
(Rady et al, 1990; Abele & Puntarulo, 2004). PUFAs conferem a membrana um ponto de
congelamento mais baixo, permitindo que ela exerca suas funcbes normais. Contudo, sé&o
0s principais alvos de ataque pelos radicais livres (devido a exposi¢do do grupo metil com
dupla ligagédo), desde modo, alteracfes na temperatura podem demandar defesas para
evitar a lipoperoxidacdo (Cosgrove et al., 1987 apud Gieseg et al., 2000; Porter et al.,1995
apud Gieseg et al., 2000).

Sabe-se que a taxa metabdlica de animais ectotérmicos e o consumo de oxigénio é
proporcional a temperatura do ambiente (Hochachka & Somero, 1984). O consumo de
oxigénio por notothenideos é mais elevado quando comparados com peixes de ambientes
temperados (Eastman, 1993). Esse consumo de oxigénio pode afetar a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo geracéo de anion superoxido (O™, peréxido
de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila ("OH) (Halliwell & Gutteridge, 1989). Deste modo,
espera-se que uma intensificacdo respiratdria, gerada pelo estresse térmico, resulte em um
aumento na producdo de ROS e, consequentemente, que respostas de adaptacdo por
defesas antioxidantes ocorram. A superproducdo de ROS em resposta ao estresse
ambiental pode levar o aumento de peroxidacao lipidica e afetar a viabilidade das células,
causando danos & membrana (Nordberg & Arner, 2001). Sistemas de defesa antioxidante

complexos mantém a homeostase, protegem organismos aerdbios contra ROS e contra
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danos subsequentes do estresse oxidativo. Os antioxidantes podem ser enzimas como a
glutationa-S-transferase (GST).

Ao compararmos os niveis de GST da temperatura experimental de 4C com o
controle, observamos que ndo houve diferenca significativa na sua atividade em N.
coriiceps. Em N.rossii, esta estabilidade também é vista, ao comparamos as temperaturas
experimentais com o controle, observamos que somente no quarto dia a 8C a atividade se
elevou. Talvez a relacdo da defesa antioxidante ao provavel estresse oxidativo ndo tenha
ficado claro devido a participacdo de outras enzimas e defesas ndo enzimaticas do sistema
antioxidante que nao foram analisadas nos peixes antarticos analisados neste estudo. Como
as enzimas superéxido dismutase (SOD), a qual possui 0 papel de converter superoxido em
peréxido de hidrogénio (H,0O,), a catalase (CAT), que converte H,O, em H,O e a enzima
glutationa peroxidase que na presenca de glutationa reduzida, converte ROOH em ROH,
agua e glutationa oxidada.

A LPO em N. coriiceps néo revelou diferencas significativas entre os tempo de
exposicdo e entre as temperaturas e em N. rossi houve estabilidade também, entre as
temperaturas testadas e o controle, sé havendo uma reducdo nos niveis de LPO no quarto
dia a 4C. Uma das caracteristicas evolutivas que g arantiram a adaptacado dos peixes ao
ambiente antartico foi o contetdo lipidico, armazenado em células ou presente na
membrana, justamente por esse motivo foi considerada a hipotese de uma possivel
ocorréncia do estresse oxidativo e consequentemente a lipoperoxidacdo. Porém é possivel
gue o sistema de defesa ao estresse também tenha se tornado mais eficiente, com
respostas em outras estratégias ndo analisadas, e mesmo com o aumento de ROS elas
atuem sem necessitar de alteracdes nos niveis de GST por evitarem a LPO.

Podemos ainda analisar os gréficos destes dois pardmetros bioquimicos (GST e
LPO) comparando-os, uma vez que quando o sistema antioxidante age, espera-se uma
reducdo da LPO . Ao compararmos os periodos de exposicdo, observamos que em N.
coriiceps a atividade da GST aumentou a 0C concordando com a tendéncia da baixa dos
niveis de LPO. A 4 né&o houve diferenca significat iva entre tais tempos de exposi¢cdo, mas
podemos observar uma tendéncia de aumento da GST em 15 dias e consequente
diminuicdo da LPO. A atividade da GST em N. rossi foi maior apés 15 dias de exposicéo a
07T, juntamente com uma tendéncia a reduzir a LPO em 15 e 30 dias. Essa tendéncia
também é observada a 4C, mas ndo a 8C.

Deste modo, os gréaficos da LPO e GST nas duas espécies possuem uma tendéncia
a serem inversamente proporcionais, isso fica bem claro em N. rossii a 4C em 4 e 15 dias.
Conforme ocorre um aumento na LPO, as resposta antioxidantes reagem, aumentando seus
niveis, e por consequéncia, suprimindo a LPO. Tal fato € corroborado pelo estudo de

Bagnyukova et al. (2007), onde essa mesma relacdo é encontrada em Carassius auratus
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sob estresse térmico. Produtos da peroxidacao lipidica aumentaram na maioria dos tecidos,
embora os seus niveis tenham sido rapidamente reduzidos no rim. Produtos da peroxidacéo
lipidica ndo sdo apenas marcadores de lipoperoxidacdo, pois possivelmente estéo
envolvidos no desencadeamento de uma regulacdo positiva de enzimas antioxidantes
(Lushchak & BagnyuKova, 2006).
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7 CONCLUSAO

Os peixes antarticos, N. coriiceps e N. rossii, foram submetidos ao estresse térmico
(4C e 8T ) nos tempos de 1, 4, 15 e 30 dias visand o avaliar a plasticidade metabdlica
dessas espécies, através de andlises da lipoperoxidacédo (LPO) e da atividade das enzimas

glutationa S-tranferase (GST) e acetilcolinesterase (AChE). Sao conclus@es deste trabalho:

1 - As duas espécies responderam de forma diferenciada ao estresse térmico, onde
N. rossii apresenta maior amplitude na faixa de tolerancia térmica quando comparada com
N. coriiceps, sendo que esta capacidade de regulacdo talvez influencie a distribuicdo

geografica das espécies;

2 — As faixas de temperatura utilizadas nesse trabalho, para N. coriiceps (0C e 4C)
nao foram suficientes para provocar alteracées na atividade da AChE enquanto que para N.
rossii as temperaturas testadas (0C, 4C e 8C) provocar am alteracfes na atividade desta

enzima.

3 — Em N. rossi a atividade da AChE variou com a temperatura e com o tempo de
exposicao (1, 4, 15 e 30 dias) entre 8C e 0T, sen do que os niveis de AChE aumentaram
na maior temperatura (8%C). Por outro lado, em N. coriiceps a atividade manteve-se dentro
de certos limites ndo variando com a temperatura e com o tempo de exposi¢cdo, com

excecédo de 24 horas;

4 — As atividades da GST e LPO, quando comparadas entre si, indicam uma
tendéncia de serem inversamente proporcionais nas duas espécies analisadas,
corroborando com a premissa de que, havendo aumento na LPO, ha um aumento na

resposta antioxidante, dentre elas da GST, tendo o objetivo de suprimir a LPO,;

5 — Nas temperaturas e tempos de exposicao testados a GST e LPO via ensaio FOX
nao podem ser utilizados como biomarcadores de estresse oxidativo induzido por estresse
térmico, sendo necessaria andlise de outros parametros bioquimicos do sistema

antioxidante destes organismos;

6 — Maiores estudos devem ser realizados visando o entendimento da resposta
metabdlica destas e de outras enzimas frente ao estresse térmico, enfatizando as horas

iniciais (antes de 24 horas) de exposi¢éo a altas temperaturas, dentre elas, 4C e 8T.
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ANEXO |- TABELAS COM VALORES DE P

Notothenia rossii — Atividade da AChE encefalica

Dias de bioensaio

Temperatura 1 4 15 30
Ovs4 p=0,859648 p = 1,000000 p = 0,003285 p =0,233735
Ovs8 p=0,000119 p = 0,026367 p = 0,032264 p = 0,021073
4vs8 p=0,000123 p =0,019638 p = 0,998333 p = 0,293735

Notothenia rossii — Atividade da GST encefalica

Dias de bioensaio

Temperatura 1 4 15 30
Ovs4 P=0,376046 p = 0,930128 p =0,219972 p= 0,955672
Ovs8 p=0,983443 p = 0,026256 p = 1,000000 p= 0,237037
4vs8 p=0,985017 p = 0,633382 p = 0,362003 p = 0,976307

Notothenia rossii — Nivel de LPO encefalica

Dias de bioensaio

Temperatura 1 4 15 30
Ovs4 p=0,182864 p = 0,000123 p = 1,000000 p= 0079795
Ovs8 p=0,196379 p = 0,001011 p = 0,990985 p= 0,970399

4vs8  p=1,000000 p =0,841133 p = 0,999751 p= 0695791




Notothenia coriiceps — Atividade da AChE encefélica

Dias de bioensaio

Temperatura 1 4 15 30
Ovs4 p = 0,000137 p = 1,000 p = 0,999542 p = 0,340567
Notothenia coriiceps — Atividade da AChE muscular
Dias de bioensaio
Temperatura 1 4 15 30
Ovs4 p = 0,954923 p =0,999718 p = 0,999549 p = 0,030242
Notothenia coriiceps — Atividade da GST encefalica
Dias de bioensaio
Temperatura 1 4 15 30
Ovs4 p =0,882098 p =0,667619 p = 0,354956 p = 0,494145




Notothenia coriiceps — Atividade da AChE encefélica

Dias de bioensaio

Temperatura lvs4 1vs 15 1vs 30 4vs 15 4 vs 30 15vs 30
0 p =0,000221 p=0,000181 p=0,000140 p=1,000000 p=0,997447 p=0,999551
4 p=0,969698 p=0,999999 p=0,239743 p=0,991443 p=0,834772 p=0,339649

Notothenia coriiceps — Atividade da AChE muscular

Dias de bioensaio

Temperatura lvs4 1vs 15 1vs 30 4vs 15 4 vs 30 15vs 30
0 p=100000 p=0,998817 p=0,971418 p=0,999598 p=0,983014 p=0,999903
4 p=0,810849 p=0,969995 p=0,023866 p=0,999751 p=0,513754 p=0,246824

Notothenia coriiceps — Atividade da GST encefalica

Dias de bioensaio

Temperatura lvs4 1vs 15 1vs 30 4vs 15 4 vs 30 15vs 30

0 p=1,000000 p=0,983368 p=0,040517 p=0,990311 p=0,049366 p =0,282245
4 p=0,099838 p=0,744212 p=0,999985 p=0,936998 p =0,994794 p =0,549702




Notothenia rossii — Atividade da GST encefalica

Dias de bioensaio

Temperatura

lvs4 1vs 15 1vs 30 4 vs 15 4 vs 30 15 vs 30

0
4
8

p=0,917130 p=0,026526 p=0,999999 p =0,663779 p=0,991674 p =0,083601
p=0,999976 p=0,894210 p=0,999969 p =0,529449 p =0,983696 p =0,997348
p=0,009981 p=0,629035 p=0,754510 p=0,794733 p=0,675593 p = 1,000000

Notothenia rossii — Nivel de LPO encefalica

Dias de bioensaio

Temperatura

l1vs4 1vs 15 1vs 30 4vs 15 4 vs 30 15 vs 30

0
4
8

p=0,480901 p=0,831024 p=0,001703 p=0,006797 p=0,000121 p =0,228754
p=0,996897 p=0,999859 p=0,917693 p=0,842283 p=0,318255 p =0,999512
p=0,099987 p=1,000000 p=0,999993 p=0,999840 p =0,993006 p = 1,000000

Notothenia rossii — Atividade da AChE encefalica

Dias de bioensaio

Temperatura

lvs4 1vs 15 1vs 30 4vs 15 4 vs 30 15vs 30

0
4
8

p=0,999989 p=0,999959 p=0,998632 p=0,986357 p =0,0937266 p = 1,000000
p=0,998459 p=0,646907 p=0,918095 p=0,129563 p =0,9999720 p = 0,025560
p =0,061095 p=0,000450 p=0,000272 p=0,898825 p =0,0811146 p = 1,000000
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