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RESUMO

A Antértica é considerada a regido mais preservada do planeta e apresenta caracteristicas
de um ambiente Unico. A extincdo da antiga fauna antartica e o estabelecimento da atual
ocorreu sob a presséo seletiva das baixas temperaturas. Durante o inverno austral, a baixa
produtividade primaria do ambiente marinho antartico restringe a disponibilidade de alimento
na coluna d’agua e a sua transferéncia para o sistema bentbnico. A Peninsula Antartica é
uma das trés regibes do planeta que sofre aquecimento acelerado. O fluoreto presente no
exoesqueleto do Krill antartico tem suscitado questdes sobre a tolerancia metabdlica dos
organismos que se alimentam de Krill & acdo toxica desse halogénio. O presente estudo
objetivou entender o impacto do fluoreto da dieta, sobre o metabolismo glicolitico,
glicogenolitico, do ciclo dos acidos tricarboxililicos, da via das pentoses e argininolitico e as
estruturas morfofuncionais, de branquias e rins, do peixe antartico Notothenia rossii sob
condicdes experimentais de estresse térmico (4 °C) e salino (20 psu). As principais
alteracdes morfolégicas branquiais observadas na condicao tréfica com fluoreto foram o
descolamento branquial, hiperplasia e aneurisma. A condi¢édo salina em 20 elevou 0s niveis
plasmaticos de glicose, proteinas totais e triglicerideo, bem como reduziu o célcio. O fluoreto
trofico modulou positivamente os niveis de TG e potencializou o aumento glicémico na
condi¢do salina em 20, mas néo foi capaz de induzir alteragbes nos niveis de proteinas
totais e albumina. O efeito do estresse térmico, salino e do fluoreto sobre os tecidos renal e
branquial foram marcados por modulagbes de atividades enziméticas. O estresse térmico
modulou positivamente os niveis da ATPase Na/K do tecido branquial e negativamente a do
tecido renal. A atividade argininolitica branquial foi modulada positivamente na condicao
térmica de 4°C com fluoreto, e o tecido renal apenas na condicédo termo-salina 4-20 com
fluoreto. O fluoreto tréfico também foi capaz de modular os segmentos metabdlicos ativador
da glicose, glicogenolitico, glicolitico, "shunt" das pentoses e ciclo dos &cidos tricarboxilicos.
As principais alteracdes foram: a) elevacdo do potencial ativador da glicose na condicdo
termo-salina 4-20 no tecido branquial e em 4-35 no tecido renal, em ambos os casos com
fluoreto trofico; b) elevacdo da G6PDH na condicdo térmica em 4°C com fluoreto e na
condicdo termo-salina 0-20 sem fluoreto em ambos os tecidos; ¢) comparado ao controle, a
CS foi modulada negativa no tecido branquial em todas condi¢cbes termo-salino-troficas,
exceto na condigdo termo-salina 4-20 com fluoreto tréfico onde a atividade foi modulada
positivamente. d) comparada ao controle, a atividade da CS renal foi elevada no estresse

térmico, independente da condicdo salina e de fluoreto trofico.



ABSTRACT

Antarctica is considered as best preserved region with a unique environmental
characteristics. The extinction of the earlier fauna and establishment of the current fauna
took place on the selective pressure of low temperatures. During the austral winter, the low
primary production in the Antarctic marine environment restricts the available food in the
water column and its transfer to the bentonic chain. The Antarctic Peninsula is one of the
three regions on the planet where there is effect of the global warming is most pronounced.
The fluoride in the exoskeleton in the Antarctic krill has given rise to questions about the
metabolic tolerance in Krill eater organisms to toxic effect of this halogen. The objective of
the present study is to understand the effect of dietary fluoride on the glycolytic and
glycogenolytic metabolism, the tricarboxylic acid cycles, the pentose and argininolytic
pathways and on the morphology and structural functions of the gills and kidneys of the
Antarctic fish Notothenia rossii under experimental conditions of thermal (4 °C) and saline
(20 psu) stress. The principal morphological changes in the gills arising from the trophic
fluoride, was the gill detachment, hyperplasia and aneurism. Salinity of 20 psu, elevated the
plasma levels of glucose, total proteins and triglycerides along with a reduction in calcium. At
a salinity of 20psu, the trophic fluoride positively modulated the plasma levels of TG and
increased glycaemia, but did not induce any changes in the total protein or albumin levels.
The effect of thermal, saline and fluoride stress on the gill and renal tissues were marked by
the enzymatic activity modulation. Thermal stress positively modulated the levels of ATPase
Na/K in the gill tissues and negatively in the renal tissues. The gill argininolytic activity was
positively modulated at 4°C and in the presence of fluoride, whereas in the renal tissues, this
positive modulation appears only at 4°C-20psu with fluoride. The trophic fluoride alone had
the capacity to modulate the activator segments of glucose, glycogenolytic, glycolytic, the
pentose “shunt” and tricarboxylic acid cycle. The principal changes were a) elevation of the
activation potential of glucose at 4-20 in the gill tissues and at 4-35 in renal tissues, in both
cases with trophic fluoride b) elevation of G6PDH at 4°C with fluoride and at 4°C-20psu
without fluoride in both tissues; c) compared to the controls, CS was negatively modulated in
the gills tissues for all trophic thermo-salinity conditions, except at 4-20 with trophic fluoride
where it is positively modulated. d) compared to the controls, the renal CS activity was
elevated under thermal stress independent of the salinity or trophic fluoride.
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1. INTRODUCAO

O isolamento da Antartida pela corrente circumpolar (Barker e Thomas,
2004), as temperaturas baixas e estaveis, o elevado endemismo de peixes e invertebrados
(Eastman, 1993), os niveis naturalmente elevados de metais pesados em algumas regibes
litordneas (Ahn, et al., 1996) e as restricbes alimentares impostas pela sazonalidade
(Rodrigues, et al., 2009), tornam esse ambiente Unico para estudos de evolucdo e

adaptacéo.

1.1. Historia Paleoclimética da Antartida

Ha cerca de 80 milhdes de anos o processo de fragmentacdo do
supercontinente Gondwana ainda ndo havia sido finalizado e a Antartida permanecia
fisicamente ligada a Australia. A temperatura superficial da 4gua do mar mantinha-se de 12
a 14 °C. No final do Paleoceno e inicio do Eoceno, a regido correspondente a Antartica
aqueceu e a temperatura superficial da Agua do mar atingiu valores entre 17 a 20 °C e, nos
milhdes de anos subseqgiientes, essa temperatura foi declinando gradativamente, com

registros esporadicos de aquecimento (Andrew Clarke e lan A. Johnston, 1996).

O isolamento oceanografico da Antartida ocorreu ha cerca de 35 a 22 milhdes
de anos com a separagdo da Tasmania, e a abertura da Passagem de Drake, que separou
por completo a América do Sul da Peninsula Antartica. Os eventos tectdnicos que
propiciaram o surgimento da Corrente Circumpolar Antartica (ACC) (Pfuhl e McCave, 2005),
protagonizaram uma das principais reorganizacdes climética-geolodgicas da histéria (figura
1). Esses eventos foram acompanhados de ampla e subita glaciacdo, declinio do CO,
atmosférico e extingdo em massa de varias espécies terrestres e marinhas (DeConto e
Pollard, 2003; Clarke, et al., 2007).

As mudancas climaticas ocorridas no periodo de Eoceno-Oligoceno foram
responsaveis pela extincdo de grandes predadores como durophagous (peixe “queba-
concha”), crustaceos decapodas, tubarbes e raias, o0s quais apresentavam ampla
distribuicao global e desapareceram do ambiente marinho Antértico. Concomitante a esse
processo, a radiacdo evolucionaria pos-Paleozoica regrediu a comunidade bentbnica
Antértica a niveis arcaicos, nas quais 0s principais predadores bentbnicos sdo neméatodas,

estrelas do mar e outros invertebrados (Aronson, et al., 2009).
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Figura 1. Corrente Circumpolar Antartica, formando a Fronte Polar ou Convergéncia
Antartica, e responsavel pelo isolamento do oceano Austral em relacdo aos demais oceanos
(Adaptado de Moore et al. (1999)).

Em meados do mioceno (=20 milhdes de anos) a temperatura da agua sofreu
elevacdo de aproximadamente 3 °C e, na sequéncia, declinou em cerca de 4 a 5 °C,
intercalando breves periodos de aquecimento (figura 2). No final do Plioceno e inicio do
Pleistoceno (=5 milhdes de anos), a temperatura da agua do mar oscilou entre 2 a 10 °C,
desencadeando a retracdo de areas cobertas por gelo marinho em regifes proximas ao
litoral, proporcionando um novo habitat para ocupacéo e diversificacdo de organismos. Na
sequéncia de eventos, a temperatura superficial da agua do mar declinou lentamente para
os valores atuais, que oscila entre a temperatura da interface da agua do mar com o gelo
marinho e +1,5 °C (Andrew Clarke e lan A. Johnston, 1996; Barnes, et al., 2006).
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1.2. Evolucdao, Biodiversidade e Adaptacdes Moleculares da Ictiofauna

Comparada com a ictiofauna global, representada por 16.764 espécies de
peixes, a antartica apresenta baixa diversidade com cerca de 322 espécies (Eastman, 2005)
distribuidas em uma area correspondente a 10% do total dos oceanos. Isso significa que
apenas 1,9% das espécies marinhas de peixes estdo representadas nos mares antarticos
(Eschmeyer, et al., 2010).

Dados compilados da ictiofauna antértica, presente ao sul do Fronte Polar
Antértico (figura 3), revelaram que das 50 familias de peixes antarticos, 19 sdo de peixes
bentdnicos, totalizando 222 espécies (70% da ictiofauna). O grupo perciforme Notothenioidei
€ 0 mais expressivo e congrega 101 espécies bentdnicas distribuidas em seis familias. O
endemismo da ictiofauna antartica € no minimo trés vezes maior do que qualquer outro
ambiente marinho isolado e tem sido estimado em 88% (Eastman, 2005). Essa baixa
diversidade e elevado endemismo tem sido atribuida a pressao seletiva das sucessivas
glaciacdes, a produtividade primaria sazonal do oceano austral e ao isolamento fisico
imposto pela ACC (Eastman, 1993).
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Figura 2. Temperatura da dgua do oceano austral durante a Era Cenozoéica. O final do
periodo Cretaceo (K) foi marcado por alteragdes climaticas que levaram a extingdo em larga
escala de diversos organismos (Adaptado de Clarke (1996)).

Como a temperatura interfere diretamente nas velocidades das reagdes
quimicas, diversos estudos foram conduzidos por bioquimicos e fisiologistas antarticos com

0 objetivo de entender as adaptacdes moleculares experimentadas pelos ectotérmicos
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antarticos, em temperaturas subzero, ao longo do processo evolutivo (Fields e Somero,
1998; Hochachka e Somero, 2002b).

O sucesso adaptativo da atual ictiofauna antartica tem sido atribuido a
selecdo de mecanismos moleculares capazes de compensar o efeito negativo das baixas
temperaturas sobre a velocidade das reagfes quimicas. A selecao de sistemas enzimaticos,
com propriedades cinéticas adaptadas as baixas temperaturas, viabilizou, de forma eficaz,
as velocidades das reac6es em temperaturas subzero. Estudos cinéticos com a enzima
lactato desidrogenase (LDH) revelaram que o processo evolutivo selecionou formas
moleculares com propriedades cinéticas diferenciadas, caracterizadas pelos baixos valores
de Km e elevados de Kcat. Essa eficiéncia tem sido associada a selecdo de estruturas
protéicas mais flexiveis, capazes ligar e converter o substrato em produto, na condi¢ao
subzero de temperatura dos mares antarticos, quando comparadas a proteinas homoélogas
de peixes de regides temperadas (Somero, 2004). Nesse sentido, Rodrigues et al., (1994)
observaram um comportamento semelhante trabalhando com a enzima fosfofrutoquinase
(PFK) do musculo epaxial do peixe antartico Trematomus bernacchii. O valor de [S]ys da
PFK foi 20 vezes menor na temperatura de 5 °C do que o valor determinado a 20 °C. O
estudo também evidenciou que o efeito inibitério do ATP sobre a atividade da PFK é menor
a5 °C do que a 20 °C, indicando que a adaptacdo enzimatica dos peixes antarticos ndo esta
restrita apenas a capacidade de ligar e transformar substratos em produtos, mas também na

modulagéo da atividade de enzimas reguladoras como a PFK .

Os peixes antarticos também experimentaram as adapta¢des morfofuncionais
responsaveis pela manutencdo dos sistemas fisiol6gicos. O baixo hematécrito dos peixes
antarticos tem sido visto como um mecanismo compensatoério que se opdem ao aumento da
viscosidade sanguinea determinado pelas temperaturas subzero. Ainda nesse sentido, 0s
tecidos de peixes antarticos apresentam densidade capilar e mitocrondrial elevadas que séo
pontuadas com adaptagBes morfologicas compensatorias a reducdo do hematdcrito (Di
Prisco, et al., 2002; Johnston, 2003). Essas adaptacfes morfofuncionais sdo mais evidentes
nos peixes da familia Channichthyidae, onde a incapacidade de sintetizar hemoglobina foi
acompanhada pelo aumento do débito cardiaco, da densidade capilar e do namero de
mitocondrias (Fitch, et al., 1984; Sidell, 1998; O'Brien e Sidell, 2000; Eastman e Lannoo,

2004; Sidell e O'Brien, 2006)
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Ictiofauna Antartica
(50 familias, 322 espécies)

Peixes Epi-, Meso- e
Batipelagicos

v (100 espécies)

Peixes Bentonicos
/- (222 espécies)

Notothenioidei
(101 espécies)

-

Outras Nototheniidae Channichthyidae Liparidae Zoarcidae Outras
(36 ssp) (49 ssp) (16 ssp) (70 ssp) (24 ssp) (27 ssp)

Figura 3. Fauna de peixes antarticos descritos ao sul da Fronte Polar Antartica. As espécies
bentdnicas da classe perciforme Notothenioidei dominam o ambiente marinho antartico
(Dados compilados de Eastman (2005)).

Contudo, o evento molecular de maior relevancia adaptativa foi o surgimento
das glicoproteinas anticongelantes (AFGP) no sangue dos notothenioides antarticos, a cerca
de 5 a 14 milhdes de anos, considerado como responsavel pela fluidez dos fluidos
biolégicos em temperaturas subzero. Essas glicoproteinas evitam o crescimento de cristais
de gelo e 0 congelamento completo do sangue, mediante mecanismos que independem do
efeito coligativo de solutos (Harrison, et al., 1987). A secrecdo de AFGP na luz intestinal
evita 0o congelamento da agua do mar do trato digestério e viabiliza os processos de
digestédo e absorcao. Embora o figado tenha capacidade de sintetizar AFGP, os principais
sitios de sintese sdo o0 pancreas e a parte anterior do estbmago (Cheng e Detrich 1lI, 2007).
A provavel origem evolutiva das AFGP reside na mutacdo do gene da proteina digestiva

tripsinogénio (Chen, et al., 1997).

A temperatura € considerada o principal fator abiético que influencia a
biogeografia (Hochachka e Somero, 2002b). Nesse sentido, os crustaceos da familia
Lithodidae (Crustacea: Decapoda: Anomura), encontrados normalmente nos oceanos
profundos, sdo encontrados apenas de forma isolada em algumas regides proximas a

Peninsula Antartica. Experimentos laboratoriais revelaram que as formas larvais desses
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crustaceos ndo se desenvolvem adequadamente em temperaturas entre 0 a 2 °C. Dessa
forma, o limite biogeogréafico desses organismos se estende até as latitudes ao sul, nas
quais a temperatura da dgua encontra-se acima de 0,5 °C. Essa indispensavel adaptacdo
termofisiolégica dificulta o desenvolvimento larval desses predadores e impede a invaséo
dos mares Antarticos (Hall e Thatje, 2010). A ineficiéncia adaptativa de crustaceos
brachyura e anomura adultos, as baixas temperaturas, tem sido associada ao controle de
magnésio nos fluidos biologicos e, nessas condigfes, a ineficiéncia metabdlica aerdbia
desses crustidceos em temperaturas abaixo de +1,0 °C leva ao acUmulo de produtos do
metabolismo anaerébio e dificulta o controle dos niveis de magnésio. Assim, o acumulo de
Mg?* nesses crustaceos tem efeito narcético letal em baixas temperaturas (Frederich, et al.,
2001; Aronson, et al., 2009).

1.3. Malha Tré6fica do Ecossistema Antartico

A produgéo primaria do oceano austral apresenta elevada sazonalidade, com
baixa produtividade durante o longo periodo de inverno e elevada durante o verdo. No
periodo que se estende do més de abril até novembro, a baixa incidéncia solar e 0 aumento
da cobertura de gelo sobre a superficie dos mares antarticos limitam a producdo primaria
fitoplanctonica (figura 4), em especial no que diz respeito aos ambientes marinhos préximos

ao litoral (Brockington, 2001).

O impacto da disponibilidade sazonal de alimentos sobre 0 comportamento
bioquimico e fisiol6gico dos organismos antarticos varia muito em fungdo da sua posi¢ao na
cadeia alimentar. Os organismos herbivoros, em especial os filtradores, estdo mais expostos
ao impacto da sazonalidade, enquanto os detritivoros e predadores de topo da cadeia

podem encontrar com maior facilidade o seu alimento durante o inverno (Clarke, 1988).

Durante o longo periodo de inverno, alguns organismos antarticos
experimentam um estado de dorméncia metabdlica, reduzindo o consumo de oxigénio e
limitando as suas atividades fisioldgicas. O comportamento do filtrador Laternula elliptica é
um exemplo de adaptacdo a essa condicdo sazonal extrema. Esses bivalves, que
apresentam ampla distribuicdo circumpolar, ocorrem em manchas densas e vivem
enterrados no sedimento, em profundidades de 30 a 40 cm, de onde projetam o seu siféao
até a superficie para viabilizar o processo de filtragdo. Durante o inverno austral, quando a
concentracdo de clorofila a sofre drastica reducéo, a L. elliptica retrai o sifdo durante boa

parte do tempo, interrompe o processo de filtragdo, reduz o consumo de oxigénio e
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experimenta um estado de dorméncia metabdlica marcado pelo reduzido consumo de

oxigénio (Rodrigues, et al., 2007).
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Figura 4. Produtividade priméaria do ambiente marinho da Illha Adelaide, Antartida, proximo a
Estacdo Cientifica de Rothera - Programa Antartico Britanico, em profundidade de 15m. A
concentracdo total de clorofila a foi determinada entre agosto de 1998 e setembro de 1999.
Durante o longo inverno antartico (6 meses) a produtividade foi extremamente baixa em
comparagéo aos meses de verdo (Adaptado de Bronckington (2001)).

O metabolismo desse molusco é baseado em proteinas e a excrecao
nitrogenada se faz principalmente na forma de aménia (90%) e uréia (10%) (Brockington,
2001). A formacdo de uréia em organismo preponderantemente amoniotélicos tem sido

atribuida a hidrolise do aminoacido L-arginina em uréia e L-ornitina (Rodrigues, et al., 2007).

O tecido branquial de alguns moluscos marinhos apresentam atividade
argininolitica elevada como forma de controlar os niveis de L-arginina nos fluidos biolégicos
e promover a excrecdo de uréia (Carvajal, et al., 1984; Carvajal, et al., 1988). Contudo, o
tecido renal da L. elliptica apresenta a maior atividade argininolitica e o maior potencial
gerador de ATP, quando comparado aos demais tecidos. O papel central desse tecido pode

estar relacionado com a retragdo do sifdo e a consequente reducdo da taxa de filtracéo
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durante o inverno, o que pode limitar os processos excretorios branquiais (Rodrigues, et al.,
2009).

Essa distribuicdo sazonal de alimento na coluna d’agua € marcante sobre a
biomassa de Krill antartico, que apresenta pico de produtividade no periodo entre os meses
de novembro a abril, correspondente ao verdo austral (Siegel, 2005). Esse pequeno
crustaceo zooplancténico é alimento direto ou indireto de todos os vertebrados antarticos
(figura 5) (Ross e Quetin, 1986; Nicol e de la Mare, 1993).

A bioacumulacao de fluoreto no exoesqueleto do Krill e a sua biomagnificacao
nos vertebrados que se alimentam de Krill (peixes, pingliins e focas), expdem sistemas
enzimaticos aos efeitos desse halogénio que é o elemento quimico de maior reatividade
(Adelung, et al., 1985; Sands, et al., 1998; Camargo, 2003). A concentracdo de fluoreto no
exoesqueleto de crustaceos marinhos varia de aproximadamente 20 a 6000 ugF /g de peso
seco. As maiores concentragbes foram encontradas no exoesqueleto dos crustaceos
antarticos, Euphausia crystallorophias (5977 ugF-/g de peso seco) e Euphausia superba
(2594 pgF-/g de peso seco), embora a concentragdo muscular seja relativamente baixa,
variando entre 0,78 a 257 ugF-/g de peso seco (Adelung, et al., 1987; Sands, et al., 1998).
Os efeitos toxicos agudos do fluoreto, que precedem a morte de peixes, sao:
hipoexcitabilidade, velocidade respiratéria reduzida, letargia e comportamento apatico, bem
como niveis elevados de fluoreto no sangue (Sigler e Neuhold, 1972; Camargo e Tarazona,
1991).

Embora a base molecular da fluorose ainda seja pouco conhecida, o efeito
téxico primario do fluoreto reside na inibicdo enzimética. Enzimas como as enolases,
arginases, succinato desidrogenases, dentre outras (Camargo, 2003; Rodrigues, et al.,
2009) sao inibidas diretamente por fluoreto. A fluorose também acelera a formacao de
radicais livres, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e NOS) e peroxidacédo de
lipideos e o aumento da atividade do sistema antioxidante (Zhang, et al., 2007; Lu, et al.,
2010), causando deformacdes morfolégicas e neoplésicas (Tsutsui, et al., 1984), colapsando
o funcionamento do reticulo endoplasmatico (RE), ocasionando inibicdo da sintese e
secrecdo protéica (Sharma, et al., 2008), e, consequentemente, dependendo da
dose/concentracdo, acarretando severo risco a saude de organismos aquaticos e terrestres
(Camargo, 2003).
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Figura 5. Segmento tréfico de organismos que direta ou indiretamente se alimentam do Kiill
presente no ambiente marinho Antartico.

Lu, et al. (2010), estudando a resposta molecular do fluoreto sobre tecido
hepatico do peixe Takifugu rubripes, verificaram que a exposi¢do ao fluoreto (35mg/L,
dissolvidos em agua do mar), eleva a expresséo de 16 proteinas e a reducao de outras 35,
podendo ter relacdo com o efeito do fluoreto sobre o reticulo endoplasmatico. Nesse caso,
uma série de proteinas mal formadas poderiam estar originando danos celulares, como por

exemplo, alteracdes no DNA e ativacao da cascata apoptética (Ghiselli, 2006).

Em experimento, Angelovic et. al. (1961), submeteram trutas Oncorhynchus
mykiss durante 10 dias, em aquarios contendo fluoreto de 25 mg/L, sob condicbes de
estresse térmico, resultando em reducdo da taxa de mortalidade, atribuida ao aumento da
taxa metabolica. Nesse sentido, Neuhold e Singer (1962), observaram que o efeito téxico do
fluoreto sobre trutas O. mykiss é reduzido com o aumento da concentracao de ions cloreto

na agua dos aquérios, o qual pode estar favorecendo excrecéo desse halogénio.
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Estudando o efeito do fluoreto sobre a enolase de organismos Antarticos,
Bacila, et al. (1989) verificaram que a enolase do peixe Antartico Notothenia coriiceps
neglecta € mais sensivel a inibicdo pelo fluoreto do que a do pinglim papua e a do Kirill
Antartico. Além do efeito inibitorio direto sobre a atividade enzimatica, os niveis elevados de
fluoreto podem prejudicar a sintese de proteinas, o metabolismo da glicose e alterar a
composicao de acidos graxos insaturados de lipideos estruturais e de reserva (Wang, et al.,
2000).

Os peixes antarticos Notothenia rossii e Notothenia coriiceps sdo endémicos
da regido antértica e representam duas das quatro espécies mais abundantes das llhas
Shetlands do Sul, Antartida (Casaux, et al., 1990). A dieta desses peixes é muito
diversificada, incluindo peixes, Krill, gastrépodes, poliquetas e fragmentos de algas (Barrera-
Oro, 2002; Corbisier, et al.,, 2004). A migragdo vertical da N. rossii viabiliza a sua
alimentacdo com organismos pelagicos (Casaux, et al., 1990), em especial Krill, o que
justifica os niveis elevados de fluoreto encontrado no seu tecido ésseo, quando comparado

aos de peixes marinhos de aguas temperadas (Camargo, 2003).

1.4. llha Rei George

A regido do arquipélago das Shetlands do Sul, apresentam os registros mais
longos (Ultimos 40 anos), confiaveis e continuos da temperatura superficial das aguas, no
entrono da peninsula Antartica, em profundidades de 10 a 20m, sendo que a variabilidade
térmica interanual dessas aguas apresentam correlagdo com os fendmenos “El Nifio” e “La
Nifia” (eventos ENSO — “El Nifio Southern Oscillation”). Apesar da proximidade geogréfica
com as llhas Anvers e Gedrgia do Sul nas duas ilhas, que também apresentam registros
longos de temperatura, 0 aquecimento das aguas litoraneas registrado no ano de 2002 na
llha Rei George, em profundidades de 30 a 100m, foram incompativeis com algumas das
alteracOes registradas no litoral das ilhas Georgia do Sul e Anvers. A presenca de fiordes
poderia explicar essas anomalias térmicas no litoral da Illha Rei George, semelhante ao que

ocorre na Peninsula Antartica (Barnes, et al., 2006).

A llha Rei George (62°02’'S e 58°21'W), é a maior llha do Arquipélago das
Shetlands do Sul, abriga instalagfes cientificas de 5 Paises (Brasil, Equador, EUA, Peru
Poldnia), um Sitio Especial de Interesse Cientifico (SSSI N° 8) e uma Area Antartica
Especialmente Gerenciada (ASMA), correspondente a Baia do Almirantado (figura 6), com
362 KmZ(Braun, et al., 2001; Arigony-Neto, et al., 2004).
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Figura 6. Localizacdo da Area Antartica Especialmente Gerenciada (ASMA) da Baia do
Almirantado, Ilha Rei George, Arquipélago das Shetlands do Sul, Antartida.

Essa longa série de registros térmicos, a presenca de fiordes, o aquecimento
acelerado da regido, o derretimento das geleiras e a possivel formagédo de microambientes

marinhos com salinidade reduzida, decorrentes do aporte de agua doce no ambiente
marinho, justificam os estudos sobre o efeito da temperatura e salinidade sobre organismos

marinhos do ambiente da Ilha Rei George.

1.5. Objetivos
O presente estudo objetivou entender o impacto do fluoreto presente na dieta

sobre 0 metabolismo e estruturas morfofuncionais de branquias e rins do peixe antartico
Notothenia rossii sob condi¢cdes experimentais de estresse térmico (4 °C) e hipossalino (20
psu). Especificamente procuramos entender como a dose de 15 mg de fluoreto por quilo de
peixe, administrada via entérica, estaria causando impacto nos seguintes seguimentos: a)
nos niveis plasmaticos de proteinas; b) nos niveis plasmaticos de metabolitos e eletrolitos
ndo protéicos; c) nos niveis renais e branquiais de enzimas dos segmentos metabdlicos
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glicogenolitico, glicolitico, ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), na via das pentoses e

argininolitico; d) nas estruturas morfofuncionais do tecido branquial.

1.6. Justificativa

O peixe Notothenia rossii é endémico da regido antartica e representa uma
das quatro espécies dominantes da Baia do Almirantado, Ilha Rei George, Antartida. A
temperatura do ambiente marinho antartico varia entre -1,86 °C, na interface do gelo
marinho com a agua do mar durante o inverno, e chega a atingir, aproximadamente, +2 °C
durante o verdo (Barnes, et al., 2006). Excetuando as pogas de maré e as enseadas muito
estreitas, com entrada de grandes volumes de &gua doce proveniente do degelo, a
salinidade da 4gua do mar é de aproximadamente 35 psu (Romao, et al., 2001). J& a dieta
desse peixe € diversificada, mas durante o verao austral, quando a densidade de Krill no
ambiente marinho é elevada, a N. rossii se alimenta com quantidades consideraveis desse
crustaceo e experimenta uma dieta rica em fluoreto (Barrera-Oro, 2002). Contudo, nessas
condic¢@es, o fluoreto da dieta acaba se depositando, em parte, no tecido ésseo da N. rossii
gue funciona como um sistema tamponante de fluoreto, evitando o seu efeito toxico sobre os

tecidos moles (Camargo, 2003).

Contudo, a regido da Peninsula Antartica é uma das trés areas do planeta
gue vem sofrendo aguecimento acelerado, tendo aquecido 1,5 °C entre 1950 a 2006, contra
0,6 °C do restante do planeta (Clarke, et al., 2007). Considerando que ao longo dos Ultimos
50 milhdes de anos a Antartida resfriou lentamente em 0,03 °C a cada 100.000 anos (média)
(Eastman, 1993), o aquecimento rapido e recente da regido da Peninsula Antartica tem
preocupado a comunidade cientifica, que agora procura entender o efeito desse

aquecimento sobre os limites da plasticidade metabdlica de ectotérmicos antérticos.

No presente estudo, consideramos as condicdes de 0 °C e 35 psu como
sendo proximas a ambiental da N. rossii da Baia do Almirantado e assumimos essa
condicdo como controle experimental (bioensaio). A condicdo de estresse térmico foi
definida em 4°C, considerando que acima dessa temperatura 0s peixes antarticos comecam
a manifestar alterac6es bioquimicas e fisiol6gicas (Mark, et al., 2005; Mark, et al., 2006). A
escolha da salinidade de 20 psu, utilizada nos experimentos de hipossalinidade, levou em
consideracdo a menor salinidade, 16,4 psu, descrita por Rakusa-Suszczewski (1993). Diante
da auséncia de informacBes sobre o consumo diario de Krill da N. rossii, optamos em

estabelecer a sobrecarga de fluoreto com base na dieta de pingliins que chegam a ingerir
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um quilo de Krill por dia (Volkman, et al., 1980). Nesse caso, a dose de 15 mg de fluoreto
por quilo de massa de N. rossii, corresponde a ingestdo de aproximadamente 50 g de Kirill
por quilo de peixe.

Nas condi¢cdes naturais do ecossistema antértico, o fluoreto presente no
exoesqueleto do Krill ndo exerce efeito toxico sobre o metabolismo do peixe antartico N.
rossii (Sands, et al.,, 1998). Contudo, ndo estd claro o impacto do fluoreto sobre o
metabolismo da N. rossii sob condi¢cdes de estresse térmico e hipossalino. O conhecimento
dos limites da plasticidade metabdlica da N. rossii, sob estresse térmico e salino, no
contexto de uma alimentacg&o rica em fluoreto, pode contribuir para predizer o impacto de

alteracdes ambientais nas relacdes troficas desse ecossistema.

A escolha dos tecidos renal e branquial levou em consideragdo o papel
central desses tecidos no controle da osmolalidade dos fluidos biol6gicos, bem como

possiveis rotas de saida do fluoreto e produtos de excregéo.

Os marcadores histopaldgicos escolhidos para avaliar o impacto do fluoreto
no sistema respiratdrio branquial foram o descolamento de epitélios ou edema, hipertrofia de

células, proliferacéo celular ou hiperplasia, aneurismas e vacuolizagéo.

Os marcadores sanguineos escolhidos para avaliar o comportamento
metabdlico foram proteinas totais e albumina, eletrélitos ndo protéicos (cloreto, magnésio,
fosfato inorgéanico e célcio) e metabdlitos nao protéicos (glicose, triglicerideos e colesterol),
com o0 objetivo de avaliar o impacto do fluoreto sobre o metabolismo de proteinas
plasmaticas, de ions envolvidos com o controle da osmolalidade e do metabolismo
energético, bem como o controle dos niveis plasmaticos de metabdlitos energéticos
(Hochachka e Somero, 2002a).

Como marcadores metabdlicos foram escolhidos as enzimas hexoquinase
(HK), responsavel pela introducdo da glicose no metabolismo energético; glicogénio
fosforilase (GPase), enzima reguladora da glicogendlise; glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), reguladora da via das pentoses e do pool redutor de NADPH+H;
fosfofructoquinase (PFK), principal enzima reguladora da via glicolitica e marca passo desse
segmento metabdlico; enolase (ENO), enzima sensivel a inibicdo por fluoreto; lactato
desidrogenase, marcadora do metabolismo anaerdbio; citrato sintase (CS), enzima marca
passo do ciclo dos &acidos tricarboxilicos e marcadora do metabolismo aerébio; malato
desidrogenase (MDH), marcadora do metabolismo aerébio e enzima chave na conectividade

do ciclo dos acidos tricarboxilicos com a gliconeogénese. Esse conjunto de enzimas integra
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0 metabolismo de carboidratos e direta ou indiretamente estdo envolvidas com o potencial
gerador de ATP e com a manutengdo do potencial redox de NADPH+H", necessario para
biossintese de diversos compostos, em especial a de lipideos, bem como para a defesa
antioxidante das células (Hochachka e Somero, 2002a)

A enzima ATPase Na/K, foi escolhida como marcadora do gradiente de sédio
e potassio necessdrio para manter o transporte ativo indireto de diversos metabdlitos e ions

inorganicos, especialmente nas branquias e rins (Marshall e Bryson, 1998).

Como marcadora do metabolismo do aminoacido L-arginina, escolhemos a
arginase (ARG) devido o seu papel central na manutengéo dos niveis do aminoacido L-
arginina nos fluidos biolégicos, necessario para sintese de proteinas e de 6xido nitrico, um
modulador de diversas atividades metabolicas, bem como na sintese do aminoacido nao
protéico L-ornitina, substrato do processo de sintese de poliaminas, vital para divisdo celular
(Jenkinson, et al.,, 1996). A figura 7 resume as inter-relagbes metabolicas dos principais

segmentos metabdlicos envolvidos no presente trabalho.

Glicogénio

GPase Lactato
Anaerébio

_ Via Glicolitica

HK \ PFK ENO LDH
GlicoSe iy G-6-P =t~ Piruvato
cs T
Citrato .
G6PDH Pool Ciclo do
ATP Citrato
Pool
BADER Aerébio
\ E /
5 i Malato
6-fofogliconato MDH |

Figura 7. Principais inter relagcdes do metabolismo energético e do potencial gerador de ATP
celular, abordadas neste trabalho. Enzimas envolvidas nestas vias: HK — Hexoquinase;
GPase - Glicogénio fosforilase; G6PDH — Glicose-6-fosfato desidrogenase; PFK -
Fosfofrutoquinase; ENO — Enolase; LDH — Lactato desidrogenase; CS — Citrato sintase;
MDH — Malato desidrogenase.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material Biologico

Espécimes de N. rossii, pesando entre 260 a 605 g, foram capturados na Baia
do Almirantado, Ilha Rei George, Antartida, no periodo de novembro de 2009 a fevereiro de
2010, em profundidade de 10 a 20 metros, utilizando linha e anzol. Os peixes utilizados
como “controle da Natureza” foram coletados em Punta Plaza (PP), local préximo a Estacéo
Antartica Comandante Ferraz (EACF) e distante 10 Km da coldénia de pinglins de
Arctowscki, e Glaciar Ecology (ECO), adjacente a colénia de pinglins de Arctowscki (figura
8).

A

,"’—‘\J/
P <u§ -

King George Island

Figura 8. Localizacdo dos pontos de coleta de Notothenia rossii em Punta Plaza (PP)
(62°05'26,9"S/58°24'11,9"W) e Glaciar Ecology (ECO) (62°10'03,5"S/58°26'59,8"W), bem
como a localizagdo da Estac@o Antartica Comandante Ferraz (CF) (62°05°0”S/ 58°23'28"W)
e a Estacédo Cientifica de Arctowscki (AR), na Baia do Almirantado — Ilha Rei George.
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As coletas foram realizadas, preferencialmente, a bordo da lancha
oceanografica “Skua” e, eventualmente, em botes pneumaticos (figura 9). Na lancha “Skua”
os peixes foram mantidos em aquérios com renovagdo continua de agua. No bote
pneumatico os peixes foram mantidos em caixa de "marfinite” (volume de 0,15 m®). No

retorno, os peixes foram imediatamente transferidos para os tanques aquario da Estacdo

Antartica Comandante Ferraz (EACF).

Figura 9. Lancha oceanografica “Skua” (A) e bote pneumatico (B) em procedimento de
coleta na Baia do Almirantado, Ilha Rei George.

Como etapa preliminar dos bioensaios, os peixes foram mantidos nos
aquarios da EACF durante 24 a 48h, para minimizar o estado de estresse. Na sequéncia, 0s
peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1% p/v dissolvida em agua do mar), pesados,
marcados com linha colorida na nadadeira dorsal e mantidos sob condi¢gbes proximas a da
natureza (0 °C e 35 psu) durante 3 dias. A aeracdo dos aquarios foi mantida de forma
continua, com fotoperiodo de 12h, e alimentag&o diaria a base de muasculo epaxial de peixes
Antarticos, correspondente a 1% da sua massa corporea.
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2.2. Protocolo Experimental

Os bioensaios foram conduzidos em tanques aquario de 1000 L, com peixes
de massa média 475 + 350 g e densidade de 1 peixe por 150 a 170 L de 4gua do mar (figura
10). A salinidade dos experimentos em ambiente hiposmaético foi reduzida, gradativamente,
ao longo de um periodo de 6h, de 35 psu para 20 psu. A temperatura dos aquarios dos
experimentos de estresse térmico foi elevada, gradativamente, de 0 °C para 4 °C, ao longo

de um periodo de 6 horas. Todos os experimentos foram conduzidos em fotoperiodo de 12h.

O alimento a base de musculo epaxial de peixe antartico foi oferecido
diariamente, correspondente a 1% da massa corporea de cada espécime. Foram
considerados como Vvalidos, ao final dos experimentos, apenas 0S peixes que se
alimentaram regularmente. O fluoreto enteral foi administrado via alimento (filé de muasculo
epaxial de peixe antartico) contaminando com solucdo de fluoreto de sodio, dissolvido em
solucao fisiolégica, e injetado na parte central do alimento, para dose final de 15 mg de
fluoreto por quilo do espécime em experimento. Os peixes foram treinados durante trés dias,
no periodo anterior aos experimentos, a buscar o alimento na ponta de um estilete. Apés
mergulhar o alimento no aquario, estabelecemos o tempo maximo de 30 segundos para
alimentacdo como forma de preservar a dose de fluoreto presente no alimento. No caso de

insucesso, o alimento foi substituido e oferecido novamente para o peixe.

Os niveis de aménia e nitrito foram monitorados diariamente e os aquarios
limpos a cada dois dias, renovando 50% da agua, nas condi¢des do experimento. Os peixes
foram mantidos sob as condi¢cdes experimentais especificas de cada um dos bioensaios

durante 11 dias.

Os bioensaios com fluoreto enteral foram conduzidos com o alimento
(muUsculo de peixe antartico) contaminado com fluoreto e denominados de grupos
experimentais. Os peixes dos controles experimentais receberam alimento injetado com
solugdo salina. Todos os experimentos foram iniciados com 8 peixes e aqueles que

deixaram de se alimentar foram excluidos ao final do experimento.
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Figura 10. Modulo de aquarios da Estacdo Antartica Comandante Ferraz. Os peixes foram
mantidos em tanques aquério (A) de 1000 L nas condi¢cbes experimentais dos bioensaios

(B).

As condi¢Bes experimentais de temperatura, salinidade e fluoreto na dieta
foram: @) 0 °C, 35 psu, sem fluoreto (SFD035); ®) 0 °C, 35 psu, com fluoreto (FD035); ©) 0
°C, 20 psu, sem fluoreto (SFD020); ®) 0 °C, 20 psu, com fluoreto (FD020); ©) 4 °C, 35 psu,
sem fluoreto (SFD435); ®) 4 °C, 35 psu, com fluoreto (FD435); @) 4 °C, 20 psu, sem fluoreto
(SFD420); ®) 4 °C, 20 psu, com fluoreto (FD420).

Ao final de cada experimento, a veia caudal foi puncionada e o sangue
coletado com seringa heparinizada, centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos, o plasma
transferido para criotubos e congelado em nitrogénio liquido. Imediatamente apds a coleta
de sangue, a coluna vertebral do peixe foi seccionada em local préximo a regido cefdlica e,
e o rim direito e lamelas do segundo arco branquial direitos, foram retirados, transferidos
para criotubos e congelados imediatamente em nitrogénio liquido. O tecido branquial
correspondente ao lado esquerdo foi coletado e fixada em Karnovsky para os procedimentos
de microscopia eletrénica e de transmissao (MET) e varredura (MEV), bem como em Alfac
para microscopia de luz.

O material congelado em nitrogénio liquido foi transportado a bordo do Navio
de Apoio Oceanografico (NApOC) Ary Rongel da Antartida até o Arsenal de Marinha no Rio
de Janeiro. O material destinado a microscopia foi mantido sob refrigeracdo e transportado
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para os Laboratérios da Universidade Federal do Parana (UFPR) e o material para analise
bioquimica, transportado para Universidade de Taubaté (UNITAU).

2.3. Obtencao de Homogeneizados Teciduais

Branquias e rins de N. rossii foram homogeneizados em Potter-Elvehjen, a
uma temperatura de 0 — 4 °C, na proporcdo de 10 mL de tampé&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,4)
para cada grama de tecido. Os homogeneizados foram sonicados durante 15 segundos e
centrifugados a 14.000 g durante 10 minutos. Os sobrenadantes dessa etapa foram
utilizados para determinagdo da atividade das enzimas hexoquinase (HK), glicogénio
fosforilase (GPase), glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) fosfofructoquinase (PFK),
enolase (ENO), lactato desidrogenase (LDH), malato desidrogenase (MDH), citrato sintase
(CS) e arginase (ARG). O tampdo de homogeneizacdo foi preparado como descrito por

Sangiao et al. (2005) com modificagdes.

As atividades ATPase Na/K branquial e renal foram determinadas em
homogeneizados obtidos em Potter-Elvehjen, na propor¢cdo de 5 mL de tampdo SEID
(tampao imidazol 50 mM (pH 7,3), EDTA 10 mM, sacarose 250 mM e acido desoxicolico
0,3% (p/v)) por grama de tecido. Os homogeneizados foram sonicados durante 15
segundos, centrifugados a 10.000 g por 10 minutos, e a fracdo sobrenadante utilizada para
determinacédo da atividade da ATPase Na/K (McCormick, 1993).

Todos os procedimentos para a obtencdo dos homogeneizados teciduais

foram realizados em banho de gelo e centrifugados e 4 °C.

2.4. Procedimentos Analiticos

Todas as leituras espectrofotométricas foram realizadas em duplicata no leitor

de microplacas FLUOstar Optima, fabricado pela BMG Labtech (Figura 11).

2.4.1. Constituintes Plasmaéticos

Proteinas totais, albumina, célcio, fosfato inorganico, magnésio, cloreto,
triglicerideos, colesterol e glicose foram determinados no plasma sanguineo de N. rossii
utilizando Kits reagentes da Labtest Diagnéstica S.A. — Vista Alegre, Minas Gerais, Brasil.

Os métodos analiticos foram adaptados para microvolumes entre 200 a 250 L.
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Figura 11. Leitor de microplacas Fluostar Optima acoplado a microcomputador para
aquisicao de dados (A). As determinacdes de constituintes plasmaticos foram conduzidas
em microplacas de 96 pocos (B) e de enzimas em placas de 384 pogos.

Os conteudos plasmaticos de proteina total, albumina e globulinas foram
expressos em g/L. As concentragfes dos demais constituintes plasméaticos foram expressas
em mmol/L. O limite da linearidade dos métodos analiticos foi estabelecido mediante curva
de referéncia. As amostras que excederam esse limite foram diluidas com solug&o salina 9

g/L. Todas as reagdes foram de ponto final.
Metabolitos n&o Proteicos

A (glicose plasmatica foi determinada enzimaticamente pelo método da
hexoquinase. A glicose-6-fosfato formada na reacéo catalisada pela hexoquinase foi oxidada
a fosfogliconato na presenca da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase e NADP* como
agente oxidante. O NADPH+H" formado foi quantificado espectrofotometricamente em
comprimento de onda de 340 nm.

O colesterol plasmatico total (esterificado e nao esterificado) foi determinado
pelo método enzimatico Trinder. O colesterol esterificado presente no plasma foi hidrolisado
na presenca de esterase em colesterol e acido graxo. O colesterol total foi oxidado na

presenca colesterol oxidase, originando agua oxigenada, que na presenca de 4-



39

aminoantipirina e fenol, e sob a acdo de peroxidases, originou o cromoforo
antipirilquinonimina. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em comprimento de

onda de 505 nm.

Os triacilglicerois plasméticos foram determinados pelo método enzimético
Trinder. Os ésteres de glicerol presentes nas lipoproteinas plasmaticas foram hidrolisados
na presenca da lipase lipoproteica. O glicerol formado na reacdo foi fosforilado pela
gliceroquinase em glicerol-3-fosfato que, na sequéncia, foi oxidado pela glicerol-3-fosfato
oxidase formando agua oxigenada, que na presenca de 4-aminoantipirina e 4-clorofenol,
originou o croméforo quinoneimina. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em

comprimento de onda de 505 nm.
Proteinas

O conteudo protéico total foi determinado pelo método de Biureto em
comprimento de onda de 550 nm. A fra¢@o albuminica foi quantificada pelo método do verde
de bromocresol. O complexo albumina-verde de bromocresol foi quantificado em
comprimento de onda de 600nm. A fragdo globulinica do plasma sanguinea foi calculada

subtraindo a fracao albuminica da proteina total.
Eletrolitos néo Proteicos

O magnésio foi determinado pelo método do magon sulfonado. O complexo
magon-magnésio foi quantificado espectrofotometricamente em comprimento de onda de
505 nm. O método da cresolftaleina complexona foi utilizado na determinagdo do célcio, no
gual o complexo formado entre a purpura ftaleina e o calcio foi quantificado em comprimento
de onda de 560 nm. O cloreto foi determinado pelo método do tiocianato de mercurio, no
qgual o tiocianto liberado na reacdo reage com ions féricos, originando tiocianto férrico de
coloracdo amarelada, que absorve luz em 505 nm. A concentragéo de fosfato inorgéanico foi
determinada pelo método de Fiske e Subarrow (1925), no qual o fosfato inorganico reage
com molibdato de aménio, em meio alcalino, formando o azul de molibdénio, que absorve

luz em 340 nm.

2.4.2. Determinacédo da Atividade Enzimética

As andlises enziméticas foram realizadas em microplacas de 384 pocos,

exceto as da arginase que foram determinadas em placas de 96 poc¢os. As leituras de
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absorbancia foram realizadas no leitor de microplacas FLUOstar OPTMA. Todas as reagdes

enzimaticas foram realizadas na temperatura de 20°C.

A atividade da glicogénio fosforilase (GPase, EC.3.1.3.9) foi determinada em
tampao fosfato de potassio 45 mM (pH 7,0), contendo glicogénio 0,2 mg/ml, NADP* 0,34
mM, Glicose-1,6-bisfosfato 4uM, EDTA 0,1 mM, cloreto de magnésio 15 mM,
fosfoglicomutase 1,6 U/mL e glicose- 6-fosfato desidrogenase 12 U/mL. A variacdo de
absorbéancia foi acompanhada de forma continua em A=340 nm (Chang, et al., 2007).

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH, EC. 1.1.1.49) foi
determinada em tampéao Tris-HCI 80 mM (pH 7,8), contendo glicose-6-fosfato 1,0 mM e
NADP* 0,2 mM. A variacdo de absorbancia foi acompanhada de forma continua em A=340
nm (Ciardiello, et al., 1995).

A atividade da hexoquinase (HK, EC. 2.7.1.1) foi determinada em tampao
Imidazol 50 mM (pH 7,4), contendo glicose 2,0 mM, ATP 2,0 mM, cloreto de magnésio 10,0
mM, NADP* 0,4 mM, ditiotreitol 1,0 mM, cloreto de potassio 2,0 mM e glicose-6-fosfato
desidrogenase 0,3 U/mL. A variacdo de absorbancia foi acompanhada de forma continua
em A=340 nm (Baldwin, et al., 2007).

A atividade da fosfofructoquinase (PFK, EC. 2.7.1.11) foi determinada em
tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8,2), contendo cloreto de magnésio 10 mM, ATP 1,0 mM,
NADH+H" 0,15 mM, AMP 2,0 mM, cloreto de potassio 250 mM, glicerolfosfato
desidrogenase 1 U/mL, aldolase 1,2 U/mL, triose fosfato isomerase 10 U/mL e frutose-6-
fosfato 5,0 mM. A variagdo de absorbancia foi acompanhada de forma continua em A=340
nm (Baldwin, et al., 2007).

A atividade da enolase (ENO, EC. 4.2.1.11) foi determinada em tampdo
imidazol 50 mM (pH 7,4), contendo D-glicerato-2-fosfato 1,25 mM, cloreto de magnésio 2,0
mM, cloreto de potassio 250 mM, ADP 0,5 mM, NADH+H" 150 uM, piruvato quinase 3 U/mL
e lactato desidrogenase 4 U/mL. A variacdo de absorbancia foi acompanhada de forma

continua em A=340 nm (Gorsich, et al., 1999).

A atividade da lactato desidrogenase (LDH, EC. 1.1.1.27) foi determinada em
tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,2), contendo piruvato de sédio 2,0 mM, cloreto de potassio
100 mM e NADH+H" 150 puM. A variacdo de absorbancia foi acompanhada de forma

continua em A=340 nm (Thuesen, et al., 2005).
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A atividade da citrato sintase (CS, EC. 4.1.3.7) foi determinada em tampéao
Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo cloreto de potassio 100 mM, EDTA 1,0 mM, DTNB 0,2
mM, acetil coenzima A 0,2 mM e oxaloacetato 0,4 mM. A variacdo de absorbancia foi
acompanhada de forma continua em A=410 nm (Saborowski, et al., 2002).

A atividade da malato desidrogenase (MDH, EC. 1.1.1.37) foi determinada em
tampé&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo oxaloacetato 0,4 mM, cloreto de magnésio 20
mM e NADH+H" 150 uM. A variacdo de absorbancia foi acompanhada de forma continua
em A=340 nm (Childress e Somero, 1979).

A atividade da adenosina trifosfatase de sédio e potassio (ATPase Na'/K",
EC. 2.4.1.1) foi determinada em tampdo Imidazol 50 mM (pH 7,5), contendo
fosfoenolpiruvato 2 mM, NADH+H" 0,16 mM, ATP 0,5 mM, lactato desidrogenase 2,86 U/L,
piruvato quinase 3,57 U/L, cloreto de magnésio 3,5 mM, cloreto de potassio 28 mM, cloreto
de sédio 63 mM e ouabaina 0,5 mM. A atividade total da ATPase, foi determinada em meio
de reacdo sem ouabaina. A variacdo de absorbancia foi acompanhada em A=340 nm. A
atividade da ATPase Na/K foi calculada subtraindo a atividade total da atividade da ATPase

na presenca de ouabaina (McCormick, 1993).

A atividade da arginase (ARG, EC. 4.2.1.11) foi determinada por método
descontinuo em tampao glicina 50 mM (pH 9,5), contendo L-arginina 100 mM (pH 9,5) e
cloreto de manganés 1 mM. A reacdo enzimatica foi conduzida em microtubos, transferindo
aliquotas de homogeneizado entre 10 e 40 uL para um volume final de sistema de reacao de
250 pL. A reacdo foi interrompida com 250 pyL de HCI 0,75 M e o contetudo dos tubos
centrifugado durante 5 minutos a 10.000 rpm. Aliquotas de 25 pL dos sobrenadantes foram
transferidas para microtubos contendo 25 pL de agua e 100 pL de ninhyndrin (6% p/v em 2-
metoxietanol). Os microtubos foram aquecidos a 100 °C por 25 minutos. Desse volume,
foram transferidas aliquotas de 100 uL para placa de 96 pocos e as leituras de absorbancias

foram realizadas em A=520 nm. O método em questéo foi adaptado de lyamu, et al. (2008).

Todas as atividades enzimaticas foram expressas em Unidade Internacional
(V), definida como a quantidade de enzima que catalisa a transformacdo de um pmol de
substrato em produto no tempo de um minuto. As atividades especificas foram calculadas
com base na concentracdo protéica dos homogeneizados e na massa dos peixes. Os
resultados foram expressos em U/mg/Kg de peixe. As atividades foram expressas em
U/mg/Kg ou mU/mg/Kg dependendo da ordem de grandeza do resultado. As atividades

enzimaticas foram relativizadas considerando: a) dividindo as respectivas atividades
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enzimaticas dos grupos pelas do controle geral dos experimentos (condi¢cdo termo-salina 0-
35); b) dividindo as atividades enzimaticas dentro do mesmo experimento pela atividade da

hexoquinase.

2.4.3. Conteudo Protéico dos Homogeneizados

A proteina total dos homogeneizados foi determinada pelo método do &cido
bicinchonicic (BCA), utilizando o Kit reagente QuantiPro BCA da Sigma-Aldrich.

2.5. Procedimentos de Microscopia
2.5.1. Microscopiade Luz

As branquias foram fixadas em ALFAC (Alcool, Formaldeido e Acido Acético
Glacial), e seguiram o processamento histoldgico para microscopia de luz, desidratadas em
séries alcodlicas crescentes, diafanizadas em xileno, impregnadas e incluidas em Paraplast
Plus®.

A trimagem ocorreu em um micrétomo para parafina, marca Leica RM 2145, e
a distensdo dos cortes em laminas de vidro contendo uma fina camada de albumina de
Mayer 1% e &gua destilada (Culling, et al., 1985). Em seguida, as laminas foram coradas
com Hematoxilina e Eosina (Clark, 1981). O meio de montagem utilizado foi o Permount®
(Sigma). As laminas permanentes foram previamente selecionadas em microscopio de luz
Micromaster e posteriormente analisadas e fotografadas em Fotomicroscopio Olympus PM

AD do Laboratério de Biologia Adaptativa do Departamento de Biologia Celular da UFPR.
2.5.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

Para a microscopia eletronica de varredura, as branquias foram fixadas em
Karnovsky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato 0,1M pH 7.2 a
4°C) (Karnovsky, 1965). O material foi desidratado em série alcodlica crescente e acetona,
sendo o ponto critico obtido em um Bal-Tec CPD — 030 com gés carbdnico. A metalizagédo
em ouro foi obtida em um Balzers SCD — 030. As analises e a documentacdo do material
foram feitas no microscépio eletrénico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do Centro de

Microscopia Eletrénica — Universidade Federal do Parana.



43

2.5.3. Microscopia Eletrénica de Transmisséao

As branquias foram fixadas em Karnovsky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido
2,5% em tampédo cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4°C), em seguida foram lavadas em tampdao
cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4°C. Posteriormente o material foi pds-fixado em tetréxido de
6smio a 2% em tampdo cacodilato 0,1M pH 7.2 durante 1 hora. A contrastacdo em blocos foi
feita com acetato de uranila 2% durante 2 horas. O material foi desidratado em série
alcodlica crescente e em seguida colocado em acetona. A impregnacdo e inclusao
ocorreram em resina Epon-812 (Luft, 1961). Os cortes foram obtidos em ultramicrétomo

Sorval Porter Blum MT-2 com utilizagdo de navalhas de vidro e de diamante.

Os cortes ultra-finos foram contrastados em solugdo aquosa de acetato de
uranila 2% (Watson, 1958) e nitrato/acetato de chumbo (Reynolds, 1963). A observacdo do
material foi realizada em microscépio eletrénico de transmissdo JEOL 1200EX Il do Centro
de Microscopia Eletrénica da UFPR.

2.5.4. Alteragdes celulares analisadas

As andlises branquiais foram feitas utilizando-se o critério de auséncia e
presenca da alteracdo histopatolégica em questdo. No tecido branquial, as seguintes
alteracdes morfolégicas foram analisadas e identificadas segundo Mallat (1985),
Reichenbach-Klinke (1973) e Roberts (1989).

Descolamento do Epitélio Respiratério ou Edema: Alteracdo caracterizada
pela elevacdo de uma lamina continua do epitélio lamelar para longe do sistema de células
pilares, aumentando assim a distancia entre 0 meio externo e o sangue. Ocorre a formacao

de um espaco que pode ser preenchido por agua.

Hipertrofia das Células do Epitélio Respiratério: Ocorre o aumento do
volume das células do epitélio respiratério sem que ocorra a divisdo celular devido a
elevagcdo da sintese protéica em consequiéncia de um aumento na demanda funcional ou

por estimulos hormonais. Ir4 ocorrer o aumento no tamanho do érgéo.

Proliferacdo Celular ou Hiperplasia do Epitélio Interlamelar (Fusédo das
Lamelas Respiratérias): O termo hiperplasia € usado quando se quer mencionar O
aumento do numero de células num 6rgdo ou num tecido. A hiperplasia ocorre se a

populacdo celular for capaz de sintetizar DNA, permitindo assim, que ocorra a mitose.

Aneurisma, Talangectasia ou Congestdo Sanguinea: Ocorre 0 aumento do

volume de sangue em uma regido por intensificacdo do aporte sanguineo ou diminuicdo do
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escoamento venoso. Quando ha leséo das células pilares, esta congestao é seguida de uma
dilatacédo do espaco sanguineo.

Vacuolizacdo: Formacdo de vacuolos intracelulares nas células epiteliais.
Pode estar relacionado a um distarbio hidrico celular oriundo de lesdes na permeabilidade
celular ou mitocondrial. E uma les&o reversivel, recuperando a condi¢do normal na auséncia

do agente agressor.

Desestruturacdo das Lamelas Secundarias: Caracterizada pela necrose
levando a perda da estrutura padrdo das lamelas. Pode ser letal para o organismo quando
ocorre em grandes proporcdes. No entanto, em condi¢gbes ndo letais, ha a proliferacédo

celular e a substituicdo das células mortas.

2.6. Tratamento Estatistico

A comparacdo estatistica entre as atividades enzimaticas do grupo controle e
os experimentais foram conduzidas utilizando anélise de variancia “one-way”, seguido do
pés teste de Tukey de mdltipla comparacdo, bem como a comparacdo entre os niveis dos
constituintes plasmaticos do grupo controle com os experimentais. A comparacao estatistica
entre os niveis de constituintes plasmaticos dos controles da natureza, Punta Plaza e
Glaciar Ecology, foram conduzidas utilizando o teste t. As diferengas foram consideradas

significativas para p<0,05 (Motulsky, 1995).

Todas as analises estatisticas e graficos foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prism, versdo 5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego

California USA, www.graphpad.com).
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3. RESULTADOS

3.1. Morfologia e Histopatologia Branquial
3.1.1. Estrutura padréo das branquias de Notothenia rossii

A morfologia branquial de Notothenia rossii segue o padrao descrito para o0s
peixes teledsteos e podem ser visualizadas nas figuras 12 e 13. Esta estrutura padrdo foi
observada na grande maioria dos animais analisados, tanto experimentais quanto controle,
submetidos as diferentes temperaturas (0 °C e 4 °C), salinidades (35 psu e 20 psu) e dieta

contaminada com fluoreto.

O filamento branquial da N. rossii € formado por uma lamela primaria, que por
sua vez, apresenta duas fileiras de lamelas respiratérias ou secundarias (figuras. 12A a
12D). Quanto a organizacdo histoldgica e ultraestrutural, as lamelas secundarias séo
revestidas por células epiteliais pavimentosas que estdo separadas pelas células pilares e
pelos espacos sanguineos (figuras. 13A, 13B). Os espagos sangulineos existentes nas
lamelas respiratérias ndo apresentam endotélio e possuem conexfes com 0S Vasos
aferentes do filamento branquial. As células do tecido epitelial apresentam aspecto achatado
com nucleo alongado (figuras 12A, 12B). Na membrana das células epiteliais adjacentes

foram encontradas estruturas de adesao do tipo desmossomos.

Tanto nas lamelas primérias quanto secundarias foram observadas a presenca
de células de muco (figura 13C), as quais produzem mucosubstancias de natureza diversa
nao determinadas neste trabalho. No entanto, na figura 13C podem ser visualizados os
granulos de secrecgdo. As células de cloreto foram observadas na regiéo interlamelar (figura
13D). Estas células possuem mitocéndrias espalhadas por todo seu citoplasma envoltas por
um sistema tubular de membrana (figura 13D). O nucleo das células de cloreto possui
envoltério nuclear com muitos poros, heterocratina periférica e grande quantidade de

eucromatina evidenciando o alto metabolismo dessa célula.
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188 mm

Figura 12: Microscopia eletrénica de varredura da estrutura branquial padrdo de Notothenia
rossi. (A) Peixe experimental — 4 °C, 35 psu; (B) Peixe controle — 4 °C, 35 psu; (C) Peixe
experimental — 0 °C, 20 psu; (D) Peixe controle — 0 °C, 20 psu. A integridade das lamelas
primarias (seta preta) e das lamelas secundarias (asterisco) pode ser observada nas
imagens acima.
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Figura 13: Microscopia eletrbnica de transmissdo das branquias de Notothenia rossii. (A)
peixe experimental, 0 °C, 35 psu, foram observadas as células de muco (seta curva), espagos
sanguineos (es) e células epiteliais (ce); (B) peixe controle 4 °C, 35 psu, foram observadas
células epiteliais (ce), células pilares (cp) e espacos sangiineos (es); (C) peixe experimental,
4 °C, 20 psu, foram observadas células de muco (seta curva) e os granulos de secrecao
(asterisco); (D) peixe experimental, 4 °C, 20 psu, foram observadas células de cloreto (seta
reta) com nucleo (N).
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3.1.2. Alteragdes histopatoldgicas e ultraestruturais das branquias de Notothenia
rossii

Nas analises de microscopia eletronica de transmissao e de varredura nédo foi
observada nenhuma alteracdo ultraestrutural nas branquias de N. rossii, tanto em animais
controle quanto experimentais, submetidos ao estresse térmico (4 °C), salino (20 psu) e
administragéo de fluoreto.

Na figura 14 temos em microscopia de luz as histopatolégicas observadas
tanto em animais controle e experimentais submetidos ao estresse térmico, salino e com
administracdo de fluoreto. Nas diferentes situagbes experimentais o descolamento
branquial, hiperplasia e aneurisma foram as alteragfes histopatolégicas observadas, sendo
gue aneurismas foram as principais histopatologias encontradas nas condi¢cdes de estresse
térmico (SFD435) e salino (SFD020), assim como 0 aumento expressivo de hiperplasias na

condicé@o experimental de estresse térmico e salino (SFD420) (figura 15 e tabela 1).

Figura 14. Microscopia de luz das alteracdes histopatoldgicas branquiais de Notothenia
rossii coradas com H.E. (A) Estrutura padrdo do peixe controle 0 °C, 35 psu e (B) a (D)
alterag@es histopatologicas dos grupos experimentais. A normalidade das lamelas primarias
(seta preta) e secundarias (asterisco) pode ser observada em (A), no aumento de 100
vezes. O aneurisma (seta preta) do peixe experimental na condicédo 4 °C e 20 psu pode ser
visto em (B), no aumento de 200 vezes. A hiperplasia das lamelas respiratorias (seta preta)
do peixe experimental na condicdo de 0 °C e 35 psu pode ser observada em (C), no
aumento de 200 vezes. O descolamento do epitélio respiratério (asterisco), com formacéao
de edema (seta), pode ser observado em (D), no peixe experimental 0 °C e 35 psu, no
aumento de 40 vezes.
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Figura 15. Relacdo da frequéncia das histopatologias encontradas em branquias de
Notothenia rossii, nas condi¢cdes de estresse térmico, hipossalino e na condi¢cdo associada
de estresse térmico e salino.

Tabela 1. Frequéncia de alteracdes histopatolégicas encontradas nos peixes controles e
experimentais dos bioensaios com Notothenia rossii.

Experimento Controle/ Descolamento | Hiperplasia | Aneurisma
Alimentacdo | Experimentais Branquial (%) (%) (%)
0°C Controle 87,5 12,5 37,5
35 psu Experimentais 100 25 25
0°C Controle 85,7 14,3 28,6
20 psu Experimentais 87,5 25 50
4°C Controle 85,7 14,3 14,3
35psu Experimentais 100 22,2 22,2
49C Controle 100 42,8 42,8
20psu Experimentais 100 37,5 12,5




50

Nas diferentes condicGes experimentais (0 — 4 °C; 35 — 20 psu), as quais
foram submetidos os espécimes, quando associada a presenca de fluoreto na dieta, pode-
se observar o aumento principalmente na frequéncia de hiperplasias, principalmente na
condi¢ao FD420 (figura 16).
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Figura 16. FreqlUéncia das histopatologias encontradas em branquias de Notothenia rossii,
nas condicfes de estresse térmico, hipossalino associadas a presenca de fluoreto na dieta.

3.2. Parametros Metabdlicos da Notothenia rossii

O numero de espécimes utilizados nos grupos controle e experimentais
sofreu reducdo em funcdo da imprevisibilidade comportamental dos peixes no que diz
respeito a aceitacdo do alimento, bem como as limitacdes logisticas para aumentar o
namero de peixes dos bioensaios. O numero de peixes viaveis ao final de cada bioensaio

foram esté especificado na tabela 2.
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Tabela 2: Numero de espécimes de Notothenia rossii viaveis apos a conclusédo do bioensaio
(11 dias). S/IF — Sem fluoreto; C/F — Com fluoreto; PP — Punta Plaza; ECO — Glaciar

Ecology; “n” — ndmero de animais.

Salinidade 35psu Salinidade 20psu Natureza
0°C 4°C 0°C 4°C
SIF CIF | SIF | CIF SIF | CIF | SIF CIF
(n=6) | (n=7) | (n=6) | (n=6) | (n=4) | (n=4) | (h=4) | (h=4)

PP ECO
(n=5) | (h=5)

O efeito do fluoreto sobre os parametros metabdlicos sistémicos do peixe N.
rossii foi avaliado considerando os niveis plasmaticos de proteinas, bem como os de
metabdlitos e eletrdlitos ndo protéicos. Os niveis enzimaticos dos segmentos metabdlicos
glicogenolitico, glicolitico, da via das pentoses, osmorregulador e argininolitico renal e
branquial do peixe antartico N. rossii foram utilizados como indicadores do potencial de cada

um desses segmentos metabolicos.

3.2.1. Parametros Sanguineos

A comparacgdo estatistica foi realizada entre o grupo controle experimental
(SFDO035) e os demais grupos controles e experimentais. Comparado ao grupo controle
SFDO035, apenas 0s grupos experimentais SFD020 e FD020 tiveram os niveis de proteinas
totais aumentados significativamente. Esse aumento foi decorrente da elevacao dos niveis
de uma ou mais proteinas da fragdo globulinica, visto que a fracdo albuminica n&o foi
alterada nas condi¢fBes experimentais de estresse térmico, salino e fluoreto (figura 17). Em
nenhuma das condi¢des experimentais e dos respectivos controles o fluoreto foi capaz de

alterar significativamente os niveis protéicos plasméticos.

Os niveis plasmaticos de cloreto, magnésio, calcio e fosfato inorganico
(eletrdlitos nao protéicos) estao representados na figura 18. Na hipossalinidade os niveis de
calcio sofreram reducdo significativa. Embora os valores de célcio sejam levemente
menores na presenca de fluoreto, na normosalinidade e estresse térmico, essas diferencas
ndo foram significativas. O mesmo foi observado em relagéo aos controles da natureza. As
diferencas entre os niveis plasmaticos de fosfato inorganico, bem como de magnésio, ndo
foram significativas diferentes quando comparados ao controle (SFDO035). Contudo, o
estresse térmico resultou em reducdo nao significativa dos niveis plasméaticos de magnésio.

O impacto do fluoreto sobre os niveis de cloreto plasmatico s6 foram significativamente
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diferentes na condicdo extrema de estresse térmico e hipossalinidade na presenca de
fluoreto (FD420).
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Figura 17. Niveis plasmaticos de proteinas totais, albumina e globulina presentes no sangue
do peixe antartico Notothenia rossii, sob condi¢bes de estresse térmico, hipossalino e dieta
adicionada de fluoreto. As diferengas significativas em relagdo ao controle (SFD035), para
p<0,05 e p<0,001, estdo representadas por (* *x) e (* * %), respectivamente.

Os niveis plasmaticos de glicose, colesterol e triglicerideos (metabdlitos nao
protéicos) estdo representados na figura 19. A presenca de fluoreto na dieta elevou
significativamente os niveis de TG na condicdo 0 °C e 35 psu. A condicdo hipossalina
isolada (SFD020) também determinou aumento de TG, mas a presenca de fluoreto na dieta
ndo elevou expressivamente os niveis de TG quando comparado ao controle hipossalino
sem fluoreto (SFD020). O estresse térmico isolado ndo alterou os niveis de TG (SFD435),

mas na presenca de fluoreto os niveis desse lipideo sofreram elevagéo (FD435). A condi¢éo
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de estresse térmico e hipossalino, nas condicdes com e sem fluoreto, os niveis de TG

permaneceram muito préximos do controle geral (SFD035). JA os niveis de TG dos

controles da natureza, Punta Plaza e Glaciar Ecololgy, foram significativamente diferentes.
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Figura 18. Niveis plasméticos de célcio, fosfato, magnésio e cloreto de Notothenia rossii, sob
condicdes de estresse térmico, hipossalino e dieta adicionada de fluoreto. As diferencas
significativas em relacdo ao controle (SFD035), para p<0,05 e p<0,001, estdo representadas

por (%) e (% % %), respectivamente.

Os niveis glicémicos sofreram reducdo ndo significativa na presenca de

fluoreto na condigdo 35 psu e 0 °C. O efeito isolado da hipossalinidade (SF020) resultou em

aumento dos niveis glicémicos, que foi acentuado na presenca de fluoreto (FD020). Na
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condicéo 35 psu, o fluoreto da dieta tende a reduzir os valores glicémicos, tanto a 0 °C como
a 4 °C, e na condicdo hipossalina o efeito do fluoreto é no sentido contrario. Contudo, na
condicdo de estresse térmico e hipossalino, a presenca de fluoreto na dieta ndo alterou
significativamente os niveis glicémicos. Por outro lado, as N. rossii coletadas no Glaciar
Ecology apresentaram niveis glicémicos mais baixos do que as de Punta Plaza, mas a

diferenca né&o foi significativa.

8' — 16'
E 14
—
= 6. = 12
E —
=, 8 10, .
*x XX
o, 2 s
n a
8 p=0,3252 o 64 p 0,0635
—_ * % a 44
O =
E 2- i
o °'

D D D oD P D D R O
o Qﬂ,gﬂaggss R &

‘)‘)QQ‘:‘)Q 4
S %N N Qoqoéo,.‘oqo«o,(o«o

é‘o S q,‘<° QO QO QQ QO QO

Bioensaios Bioensaios

64 T p=02286

T T
2. I I
0- —_ T T Al

[Colesterol] (mM)

u:’\_l
2 4

D R O
U A

BB DD
P Q

Q" Q7 0
Q 000
L L«

2% ]
S

Q

R
P

)
Bioensaios

Figura 19. Niveis plasméticos de glicose, triglicerideos e colesterol de Notothenia rossii, sob
condi¢cdes de estresse térmico, hipossalino e dieta adicionada de fluoreto. As diferencas
significativas em relacdo ao controle (SFD035), para p<0,05 e p<0,001, estdo representadas
por (% %) e (% % %), respectivamente.
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3.2.2. Metabolismo Branquial

Os resultados das atividades enzimaticas branquiais, na condicao
experimental termo-salina 0-35, estdo sumarizados na figura 20. A enzima glicolitica de
menor atividade especifica foi a PFK, com apenas 18% da atividade da HK, a qual é
responsavel pela introducdo da glicose no metabolismo celular.
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Figura 20. Niveis de enzimas branquiais de Notothenia rossii, na condigdo termo-salina de 0
°C e 35 psu, sem fluoreto na dieta (SFD035). As atividade foram expressas em miliunidade
internacional por miligrama de proteina por kg de peixe (mU/mg/kg).

As atividades enzimaticas relativas ao controle experimental (0 °C, 35) e a
atividade da hexoquinase estdo sumarizadas nas figuras 21 a 24. As atividades relativizadas
facilitaram a visualizacdo das variagdes dos niveis enzimaticos nos tecidos branquiais, nas
diferentes condicBes experimentais, em relacdo ao controle experimental, que representa a
condicao termo-salina (0-35) mais préxima da natureza, bem como em rela¢do aos niveis de
hexoquinas, enzima responsavel por introduzir a glicose no metabolismo.

O fluoreto trofico na condigdo termo-salina 0-35 (FDO035), modulou
positivamente os niveis de ATPase, HK e G6PDH, e negativamente os niveis de ENO,
MDH, CS e ARG (figura 21A). As diferencgas entre as atividades relativas a HK, das enzimas
G6PDH (1%), PFK (16%), LDH (15%) e ATPase Na/K (11%) (figura 21B), foram pequenas

entre as duas condi¢fes troficas. J& as atividades das enzimas MDH, GPase, ENO, CS, e
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ARG foram mais discrepantes, com diferencas de 20 a 50%, entre as duas condi¢bes
troficas (figura 21B).
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Figura 21. Atividade relativa das enzimas branquiais de Notothenia rossii na condigéo termo-
salina-tréfica 0 °C, 35 psu e fluoreto tréfico (FD035). Os niveis enzimaticos relativos ao
controle experimental estdo representados em (A) e os niveis relativos a HK, na mesma
condigcdo termo-salina-tréfica, estdo representados em (B).

A condi¢cdo termo-salina 4-35 modulou negativamente 0s niveis enzimaticos
dos segmentos metabdlicos glicolitico, glicogenolitico, via das pentoses, TCA e
argininolitico, e positivamente os niveis da ATPase Na/K (figura 22A). Nesse caso, o fluoreto
trofico (figura 22B) elevou os niveis branquiais da HK, G6PDH, LDH e ARG.

As atividades relativas das enzimas ATPase Na/K (19%), GPase (7%),
G6PDH (5%), ENO (1%), ARG (20%) LDH (3%) e MDH (1%) foram mantidas em niveis
proximos nas duas condicfes tréficas. Ja as atividades relativas das enzimas PFK (28%) e

CS (44%) apresentaram valores discrepantes entre as duas condi¢des troficas (figura 22C).



57

100 a 1004 B
© 804 80
L
T o 60 601
EQ
NE 4 404
o
ws 2o 20
TS o o
T
2 < 20 204
<
-404 -401
‘Go'oxwxxoxzmo 'Bo'wxw:zox::wo
g T § 0o ¥ z2 0O B O & 2 T $§ o L z2 0O T O &
@ a & & w J = < a a & o W J = <
< © ©° = © &
Enzimas - SFD435 Enzimas - FD435
O SFD435
® FD435
121 40
©
s o C s |
2 0 : 30
0 : °
EX & : 20
= H
c© H
W ; “10
] : 4
r :
T K o 3
2 Y 2
4
€ qleshecescpesfeccsoNedonans | eeccccee- .6.1
-0
2 S ()
%
Q‘b @o vg.

Enzimas

Figura 22. Atividade relativa das enzimas branquiais de Notothenia rossii na condi¢éo termo-
salina de 4 °C e 35 psu. Os niveis enzimaticos relativos ao controle experimental estédo
representados em (A), para a condigdo sem fluoreto tréfico, e em (B) com fluoreto tréfico. Os
niveis relativos a HK na mesma condicao termo-salina-tréfica estao representados em (C).

Na condi¢do termo-salina 0-20 os niveis branquiais das HK, G6PDH, LDH e
ARG foram modulados positivamente e o das enzimas do metabolismo respiratorio (CS e
MDH), negativamente (figura 23A). A amplitude desse perfil foi modulada pelo fluoreto
trofico, mas as tendéncias nao sofreram alteracfes, exceto no que diz respeito a ARG que
teve o0 seu valor relativo modulado de forma inversa (figura 23B). As diferencas entre as
atividades enzimaticas relativas a HK, entre as condi¢fes tréficas com e sem fluoreto, foram
pequenas para as enzimas ATPase Na/K (6%), GPase (15%), G6PDH (9%), PFK (15%),
ENO (11%) e LDH (5%), e mais expressivas em relagéo as enzimas ARG (38%), CS (42%)
e MDH (37%) (figura 23C).
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Figura 23. Atividade relativa das enzimas branquiais de Notothenia rossii na condi¢éo termo-
salina de 0 °C e 20 psu. Os niveis enzimaticos relativos ao controle experimental estio
representados em (A), para a condi¢do sem fluoreto tréfico, e em (B) com fluoreto trofico. Os
niveis relativos a HK na mesma condicao termo-salina-trofica estao representados em (C).

Na condigdo termo-salina 4-20 o tecido branquial da N. rossii modulou
positivamente os niveis de HK, G6PDH e PFK, e negativamente os niveis das enzimas
ENO, LDH, ENO, CS e ARG, em relacédo ao controle SFD035 (figura 24A). Na presenca de
fluoreto, os niveis relativos de todas as enzimas analisadas aumentaram, exceto ENO e
MDH (figura 24B). Os niveis das enzimas branquiais ATPase (8%), GPase (13%), G6PDH
(13%), PFK (3%) e MDH (6%), relativizados em funcdo da atividade da HK, foram pouco
afetados em relacdo a condicao tréfica, diferente das enzimas ARG (40%) CS (21%) que

apresentaram diferencas mais expressivas nos seus niveis.
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Figura 24. Atividade relativa das enzimas branquiais de Notothenia rossii na condi¢gdo termo-
salina de 4 °C e 20 psu. Os niveis enzimaticos relativos ao controle experimental estio
representados em (A), para a condi¢do sem fluoreto tréfico, e em (B) com fluoreto trofico. Os
niveis relativos a HK na mesma condicao termo-salina-trofica estao representados em (C).

3.2.3. Metabolismo Renal

A PFK no tecido renal do peixe antartico N. rossii apresentou a menor
atividade dentre as enzimas glicoliticas, correspondendo a apenas 12% da atividade da

hexoquinase na condi¢do controle 0 °C, 35 psu sem fluoreto (Fig. 25).
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Figura 25. Niveis de enzimas renais de Notothenia rossii, na condigcdo termo-salina de 0 °C e
35 psu, sem fluoreto na dieta (SFD035). As atividades foram expressas em miliunidade
internacional por miligrama de proteina por kg de peixe (mU/mg/kg).

Os niveis enzimaticos do tecido renal da N. rossii, aclimatadas sob diferentes
condigBes experimentais, foram relativizados em fung&o do controle experimental (SFD035)
e, dentro da mesma condi¢do termo-salina-tréfica, em relacdo a HK. Os resultados estédo

sumarizados nas figuras de 26 a 29.

Na condicdo termo-salina 0-35 o fluoreto tréfico modulou positivamente os
niveis relativos de ENO, e negativamente os niveis de MDH, ATPase Na/K e ARG (figura
26A). Os niveis enziméaticos relativos a atividade da HK apresentaram valores préximos para
as enzimas G6PDH (11%), PFK (18%), ENO (15%), CS (16%), GPase (4%) e LDH (11%), e
discrepantes em relacdo as atividades relativas das ATPase Na/K (42%), MDH (49%) e
ARG (55%) (26B).
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Figura 26. Atividade relativa das enzimas renais de Notothenia rossii na condicdo termo-
salina-tréfica 0 °C, 35 psu e fluoreto tréfico (FD035). Os niveis enzimaticos relativos ao
controle experimental estdo representados em (A) e os niveis relativos a HK, na mesma
condigcdo termo-salina-tréfica, estdo representados em (B).

A condi¢do termo-salina-tréfica 4-35 sem fluoreto, modulou positivamente a
atividade das enzimas dos segmentos metabdlicos glicolitico, glicogenolitico, via das
pentoses, TCA e argininolitico em relacdo ao controle experimental, e negativamente a
ATPase Na/K (figura 27A). Ja na condicao trofica com fluoreto (figura 27B) os niveis de HK,

G6PDH e GPase sofreram elevagéo e os da MDH e LDH reducé&o.

Os niveis enzimaticos relativos da GPase (1%) e ARG (11%), G6PDH (12%),
PFK (13%) normalizados em funcdo da HK dentro da mesma condicdo termo-salina,
variaram pouco comparado com 0s niveis das enzimas ATPase Na/K (46%), CS (31%),
ENO (34%), LDH (49%) e MDH (47%) (figura 27C).
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Figura 27. Atividade relativa das enzimas renais de Notothenia rossii na condicdo termo-
salina de 4 °C e 35 psu. Os niveis enzimaticos relativos ao controle experimental estio
representados em (A), para a condi¢do sem fluoreto tréfico, e em (B) com fluoreto trofico. Os
niveis relativos a HK na mesma condicao termo-salina-trofica estao representados em (C).

Na condi¢do termo-salina 0-20 sem fluoreto tréfico, o nivel renal de G6PDH
sofreu expressiva elevagdo comparado o controle SFD035 (figura 28A). Com fluoreto trofico
os niveis de G6PDH permaneceram elevados e os niveis das enzimas GPase, PFK e ENO
também sofreram forte modulacao positiva (figura 28B). Os niveis das enzimas ATPase
Na/K (15%), MDH (7%), CS (6%) e ARG (8%), normalizados em funcdo do potencial
ativador da glicose (HK), foram pouco influenciados pela condicdo trofica. Ja os niveis
relativos das enzimas PFK (22%), G6PDH (25%), GPase (51%), ENO (31%) e LDH (25%)

foram influenciados de forma mais intensa (figura 28C).
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Figura 28. Atividade relativa das enzimas renais de Notothenia rossii na condicdo termo-
salina de 0 °C e 20 psu. Os niveis enzimaticos relativos ao controle experimental estdo
representados em (A), para a condi¢do sem fluoreto tréfico, e em (B) com fluoreto trofico. Os
niveis relativos a HK na mesma condicao termo-salina-tréfica estao representados em (C).

Na condi¢cdo termo-salina 4-20 sem fluoreto, os niveis de HK, G6PDH, PFK,
ENO, LDH e CS foram modulados positivamente e os da ATPase Na/K e MDH
negativamente, em relagdo ao controle experimental (figura 29A). J4 na condicdo trofica
com fluoreto, os niveis das enzimas foram moduladas positivamente, exceto os niveis de
ATPase Na/K (figura 29B).

Os niveis relativos das enzimas ATPase (12%), GPase (12%), G6PDH (18%),
ENO (16%) e CS (8%), normalizados em funcéo da atividade HK, foram pouco influenciados

pela condicdo trofica com fluoreto, diferente dos niveis relativos das enzimas PFK (24%),
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ARG (48%), MDH (36%), e LDH (44%) que foram moduladas de forma mais intensa pelo
fluoreto.
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Figura 29. Atividade relativa das enzimas renais de Notothenia rossii na condicdo termo-
salina de 4 °C e 20 psu. Os niveis enzimaticos relativos ao controle experimental estio
representados em (A), para a condi¢do sem fluoreto tréfico, e em (B) com fluoreto trofico. Os
niveis relativos a HK na mesma condicao termo-salina-tréfica estao representados em (C).



65

4. DISCUSSAO

O peixe Notothenia rossii, também conhecido como bacalhau marmorata, é
endémico da regido antartica e uma das quatro espécies mais abundantes na Baia do
Almirantado, Ilha Rei George. O seu comportamento alimentar inclui anfipodas, pequenos
peixes, algas, isopodas e Krill antartico. Durante a primavera e o verdo, quando a biomassa
de Krill aumenta na coluna d’agua, a N. rossii migra verticalmente e se alimenta de Krill
(Burchett, 1983; Barrera-Oro, 2002; Corbisier, et al., 2004).

Direta ou indiretamente todos os vertebrados antarticos se alimentam de Kirill,
e apresentam normalmente niveis elevados de fluoreto no esqueleto, ndo apresentam
sintomatologia, altera¢cdes morfologicas ou bioquimicas caracteristicas da fluorose. Nesse
caso, o tecido 6sseo estaria tamponando o fluoreto e evitando o seu efeito toxico sobre os
tecidos moles (Adelung, et al., 1985; Camargo, 2003). Na falta de informacbes sobre o
consumo diario de Krill dos peixes antarticos, a dose diaria de fluoreto 15 mg/Kg foi definida
com base no consumo diario de Krill pelos pingtins. A via escolhida para administracao do
fluoreto foi a tréfica, semelhante ao que ocorre na natureza.

AlteracGes histopatolégicas foram observadas somente nas analises de
microscopia de luz. Isto pode ser explicado quando levamos em consideracdao o nimero de
individuos (n = 2) e a pequena area branquial analisada em microscopia eletrénica. Nas
analises de microscopia de luz, foi utiizado o método da freqliéncia e auséncia, ndo
utilizando nenhuma metodologia morfométrica especifica. No entanto, foi observado em
microscopia de luz que as histopatologias foram pontuais, em baixa freqiéncia e atingiram
pequena area branquial, caracteristicas que dificultariam as analises em microscopia
eletrénica.

Descolamento, hiperplasia e aneurisma foram as histopatologias encontradas
em todas as situagdes experimentais, inclusive animais considerados controle e submetidos
a condigcao experimental de 0 -C e 35 psu e que receberam alimentagcdo sem o fluoreto.
Estas alteracGes nas lamelas branquiais apresentam um efeito comum que é o aumento da
disténcia entre a agua e o sangue, distanciando, com isso, 0 agente agressor do sistema de
distribuicdo de moléculas do organismo (Mallatt, 1985).

No descolamento branquial ocorre um influxo de agua através da leséo
epitelial, aumentando o volume do edema e conseqiientemente o descolamento. Ha um
aumento da distancia de difusdo através da qual o agente agressor precisa percorrer para

alcancar a corrente sanglinea (Richmonds e Dutta, 1989; Thophon, et al., 2003).
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Acreditamos que o descolamento observado até o momento nao reflete acbes especificas
do fluoreto, mas sim, uma resposta fisiolégica natural do peixe. Esta resposta pode ser
regulada por fatores internos as branquias ou ser parte de uma resposta sistémica ao
estresse.

Neste trabalho foi observada uma grande incidéncia de aneurismas tanto nos
animais controle quanto nos experimentais. Para Van Den Heuvel et al. (2000) os
aneurismas do tecido branquial provavelmente resultam da morte das células pilares
resultando na perda de integridade estrutural da lamela secundéaria e acumulo de células
sanguineas.

A hiperplasia, outra das lesGes observadas, das células epiteliais é uma
alterac@o que ocorre entre as lamelas secundarias e pode levar a fusdo entre duas ou mais
lamelas secundarias. Segundo Machado e Fanta (2003) a proliferacdo celular entre as

lamelas secundarias diminui a area superficial, dificultando as trocas gasosas.

O efeito do fluoreto tréfico sobre os constituintes plasmaticos indicam que
esse halogénio tem efeito sobre o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. O
efeito do fluoreto trofico sobre os niveis de enzimas branquiais e renais revelou que esse
halogénio é capaz de modular a expressao de enzimas da glicogendlise, glicolise, ciclo dos
acidos tricarboxilicos e da via das pentoses. Os estudos também revelaram que a condicdo

termo-salina afeta de forma marcante os niveis de enzimas branquiais e renais.

A escolha dos locais para captura de N. rossii (Punta Plaza e Glaciar Ecology)
levou em consideracao a provavel transferéncia de fluoreto dos solos ornitogénicos para o0s
sedimentos marinhos adjacentes. A col6nia de pinguins de Arctowscki, adjacente a estacéo
Cientifica de Actowscki (Polbnia), recebe todo verdo cerca de 10.000 espécimes de
pinguins, que ingerem entre 0,5 a 1,0 Kg de Kirill antartico por dia (Volkman, et al., 1980).
Isso corresponde a cerca de 135 a 270 mg de fluoreto por dia e representa algo em torno de
5 a 10 toneladas de Krill por dia (135 a 270 g fluoreto/dia). Como boa parte dos excrementos
dessas aves acaba sendo depositado na coldnia, € provavel que a lixiviagdo do solo
transporte parte do fluoreto excretado pelas aves para a superficie do sedimento marinho do

infralitoral adjacente.

Os ambientes marinhos escolhidos para captura de N. rossii foram o do
Glaciar Ecology (ECO), adjacente a coldnia de pinglins de Arctowski, e o de Punta Plaza
(PP), distante 10 Km da colbnia de pingliins mais proxima. Outra diferenca entre esses dois
ambientes marinhos reside na descarga de geleiras, na qual ECO recebe a descarga do

Glaciar Ecology e a geleira mais proxima de PP esta localizada a 3 Km distancia.
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No caso dos metabdlitos plasmaticos ndo protéicos, os niveis de glicose
foram significativamente maiores em relacdo ao controle SFD035 na condi¢cdo experimental
hipossalina, sendo maiores no grupo experimental hipossalino alimentado com fluoreto.
Nesse sentido, o aumento da glicemia tem sido utilizado como indicador de estresse em
peixes (Fernandes, et al., 2008). Situacbes de estresse em peixes normalmente s&o
mediadas pelo horménio cortisol. Na aclimatagdo hiposmotica, hiperosmotica e em diversas
situacBes de estresse, o cortisol plasmatico normalmente se encontra aumentado (Polakof,
et al., 2006) e tem sido considerado o principal responséavel pela proliferacdo de células de
cloreto e aumento da expressdo da subunidade a-ATPase Na/K nas branquias (Laiz-
Carrién, et al., 2002).

O efeito hiperglicemiante do cortisol tem sido atribuido a ativacdo da
gliconeogénese hepatica, como uma conseqiéncia da inducdo hormonal da protedlise
periférica. Esse hormdnio também tem acdo sobre a mobilizacao lipidica e o aumento dos
niveis de acidos graxos no sangue (Mommsen, et al., 1999). Contudo, os niveis elevados de
triglicerideos observados na condicdo experimental 0 °C, 35 psu e fluoreto, ndo foram
acompanhados de hiperglicemia, o que pode ser considerado um efeito independente da
resposta hormonal tipica de peixes sob estresse, que estariam desencadeando

simultaneamente hiperglicemia e hiperlipemia.

O tecido muscular de peixes antarticos apresenta vasto depésito e elevada
capacidade oxidativa de lipideos, sendo secundaria a oxidacdo de glicose e lactato como
fonte de energia para regeneracdo do ATP. Nesse caso, 0s tecidos muscular epaxial e o
cardiaco tém preferéncia oxidativa por 4cidos graxos monoinsaturados (Sidell, et al., 1995).
J& o tecido branquial é capaz de utilizar uma série de metabdlitos circulantes como
combustiveis energéticos. Contudo, o tecido branquial apresenta capacidade limitada para
utilizar acidos graxos como substrato energético. Em teledsteos marinhos, o potencial
oxidativo de glicose e do aminoacido glutamato é muito maior do que o de &cidos graxos
monoinsaturados. Nesse caso, uma forte correlacdo positiva entre os niveis da enzima
citrato sintase e hexoquinase suportaram a hipotese de que o metabolismo aerdbio da
glicose deve ser o principal responsavel pela regeneracdo do ATP (Crockett, et al., 1999).

Por outro lado, o rim de teledsteos antarticos ndo é capaz de concentrar a
urina em relacdo a agua do mar, sendo que a osmolalidade urinaria é comandada pela
excrecdo de magnésio e cloreto. O rim de peixes antarticos excreta ativamente magnésio e

calcio, com baixa capacidade de excretar sédio e potassio (Dobbs Il e DeVries, 1974).



68

Nesse sentido, 0s nossos estudos sobre estresse térmico, salino e fluoreto
trofico sobre o metabolismo branquial e renal da N. rossii, objetivaram entender o impacto
dessas condigbes experimentais sobre as principais vias oxidativas do metabolismo da
glicose, bem como sobre a glicogendlise, a osmorregulacdo e o metabolismo argininolitico.
A potencialidade metabolica dessas vias foi avaliada pelos niveis de enzimas chaves e os
valores relativizados em relacdo aos niveis da enzima hexoquinase, que catalisa a
fosforilagéo da glicose em glicose-6-fosfato, introduzindo esse carboidrato no metabolismo
intermediario. O uso de valores enzimaticos relativos a atividade da hexoquinase permite
estabelecer correlagbes entre o uso da glicose com combustivel metabdlico. Os niveis de
enzimas da via glicolitica relativos a hexoquinase, foram utilizado por Bacila et al. (1989)
para comparar o potencial glicolitico da musculatura cardiaca dos peixes antarticos

Notothenia coriiceps, N. rossii e Chaenocephalus acearatus.

Os niveis de HK na condi¢cdo termo-salina 0-35 foram maiores do que nas
condigbes de estresse térmico e menores no estresse hipossalino. No estresse térmico e
hipossalino, o nivel de HK foi maior do que na condicdo 0 °C 35 psu. Para entender o
impacto dessas condi¢des experimentais controle sobre o metabolismo branquial, os valores

enzimaticos foram expressos em relagcéo ao potencial ativador da glicose (figura 30).

® SFDO035
W SFD435
A SFD020
O SFD420
~40
3 o
o 30
4 : W
E x 20
E =
' A
= s 10
L5 5 -4
g 2 : L3
- X D &
> 2
2 [ —
: Ll L Ll -0
@ X <
F ¥ &

Enzimas

Figura 30. Niveis relativos de enzimas branquiais de Notothenia rossii, sob condicdes
experimentais proximas a da natureza (SFDO035), estresse térmico (SFD435), estresse
hipossalino (SFD020) e estresse térmico e hipossalino (SFD420). As atividades foram
calculadas em relagéo a HK do controle experimental (SFD035).
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Comparando os valores relativos de atividade na condicdo SFD035 com o0s
niveis enzimaticos branquiais dos demais experimentos, sem adicdo de fluoreto tréfico,
verificamos que a enzima G6PDH apresentou elevada correlacdo com os niveis de HK em
todas as condicdes experimentais, indicando a potencial demanda de NADPH+H" e a sua
dependéncia de glicose exdgena. Em todas as condi¢cdes experimentais, a correlacdo entre
o potencial de HK e a LDH (62 a 85%) foi maior do que CS (33 a 67%), indicando que a
demanda de glicose nas condicbes de estresse térmico e hipossalino esta sendo
potencialmente direcionada para o metabolismo anaerdbio. A diferenca entre a atividade
relativa da ATPase Na/K nas condi¢cdes termo-salina 0-20 e controle experimental, foi de
apenas 6%, indicou que a demanda energética do estresse hipossalino, para manutencéo
da bomba sddio/potassio, foi mantida em valores muito préximos ao do controle
experimental. O mesmo ndo aconteceu nas condi¢des termo-salinas 4-35 e 4-20, no qual as
diferenga entre as atividades relativas da ATPase Na/K e o controle experimental foram de
aumento em 40% e reducdo em 23%, respectivamente, indicando que a potencial demanda
branquial energética de glicose para manutencdo da nessas ATPase Na/K, nessas duas

condi¢cBes termo-salinas, € bem diferente da condigdo termo-salina controle.

Comparado ao controle SFD035, os niveis de HK renal, nas condi¢cdes
experimentais sem fluoreto SFD435, SFD020 e SFD420, foram maiores em 20%, 13% e
25%, respectivamente, revelando a potencial demanda desse tecido. Estudo com truta
marrom in vivo, revelou que baco, cérebro, rim e branquias apresentam maiores taxas de
consumo de glicose, se comparado aos demais tecidos (Blasco, et al., 2001). Como a
reacdo catalisada pela HK introduz a glicose no metabolismo celular, a modulacdo positiva

dos niveis de HK pode estar refletindo a demanda desse tecido por glicose.

Na condi¢cdo SFD435, o estresse térmico modulou positivamente a atividade
de todas as enzimas renais estudadas, exceto ATPase Na/K. Por outro lado, a razéo entre
as atividades da GPase e HK foram mantidas em valores muito proximos em todas as
condi¢cdes termo-salinas sem fluoreto tréfico, revelando o sinergismo entre esses dois
processos metabdlicos que disponibilizam glicose-6-fosfato para o metabolismo energético
celular. A atividade da LDH relativizada em funcéo da atividade da HK foi maior do que a
atividade relativa da CS, que é a enzima marca passo do ciclo dos acidos tricarboxilicos.
Como a razdo CS/HK foi menor do que um, ficou claro que o potencial de fosforilacdo da
glicose no rim € maior do o potencial oxidativo dos carbonos do acetil~SCoA da oxidagéo da

glicose (figura 31).
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Nas condi¢gbes termo-salinas 0-20 e 4-35, sem fluoreto, as diferencas das
atividades da PFK renal relativa & HK foram muito préximas a do controle experimental, mas
diferente em relagédo a condi¢é@o termo-salina 4-20. A atividade da ATPase Na/K relativa a
HK foi proxima a do controle SFD035 na condigdo SFD020. A atividade da G6PDH relativa a
atividade da HK apresentou valores muito proximos em todas as condi¢des termo-salinas,
exceto na condicdo SFD020, o que pode estar indicando uma demanda especifica dessa
condicao termo-salina, no que diz respeito a atividade da via oxidativa do "shunt" da hexose-

monofosfato.
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Figura 31. Niveis relativos de enzimas renais de Notothenia rossii, sob condi¢des
experimentais proximas a da natureza (SFDO035), estresse térmico (SFD435), estresse
hipossalino (SFD020) e estresse térmico e hipossalino (SFD420). As atividades foram
calculadas em relag@o a HK do controle experimental (SFD035).

Na condi¢do termo-salina 0-35 o fluoreto tréfico modulou o metabolismo das
branquias elevando o potencial do metabolismo anaerdbio da glicose. Também ficou
evidente a estreita relacédo entre a elevacao dos niveis de G6PDH e HK, na qual a razéo da
atividade G6PDH/HK foi mantida constante, independente da condigdo tréfica. Assim, o

aumento da atividade da G6PDH na condicéo trofica com fluoreto, eleva o potencial gerador
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de NADPH+H" no tecido branquial, que em principio esta sendo suportado pelo aumento do
potencial ativador da glicose.

Na condicdo FD435, as atividades branquiais das enzimas G6PDH, LDH,
MDH, relativizadas em fun¢éo da atividade da HK, foram mantidas em valores proximos aos
da condicao tréfica sem fluoreto, indicando que o efeito do fluoreto na condigédo térmica em
4 °C, demandou aumento da atividade da HK proporcional ao do potencial gerador de
NADPH+H", do metabolismo oxidativo anaerébio da glicose e argininolitico. Ja na condic&o
termo-salina 0-20 com fluoreto tréfico (FD020), a atividade das enzimas ATPase Na/K, da
G6PDH e da LDH foram modulados negativamente pelo fluoreto, na mesma proporgédo da
atividade da HK. Na condi¢cdo termo-salina 4-20, as atividades da G6PDH e da ATPase

Na/K foram moduladas na mesma intensidade da HK.

O efeito do fluoreto sobre o metabolismo renal de N. rossii na condi¢éo termo-
salina 0-35 modulou positivamente os niveis de HK. Nessa condi¢cdo, as atividades das
enzimas G6PDH, CS e LDH foram moduladas na mesma propor¢do da atividade da HK,
indicando uma estreita relagdo entre o potencial ativador da glicose nas células e a

demandas envolvendo os potenciais geradores de NADP+H+ e ATP (aer6bio e anaerdbio).

Na condicao termo-salina 4-35, o impacto do fluoreto elevou os niveis de HK,
e 0s niveis das enzimas G6PDH e ARG acompanharam essa elevacdo. Contudo, as
atividades das enzimas marcadoras do metabolismo aerébio e anaerdobio nao
acompanharam, na mesma propor¢ado, a modulagédo da atividade da HK. Assim, a oxidacéo
de outros combustiveis energéticos pode estar contribuindo de forma mais expressiva para
manutencdo da demanda energética. Nesse caso, o aumento da atividade da ARG pode
refletir essa condicdo, considerando que 0s peixes antarticos sdo amoniotélicos e a
excrecao de uréia esta ligada ao potencial arginonolitico dos tecidos, em especial do rim
(Rodrigues, et al., 2006).

A condicdo termo-salina 0-20 sem fluoreto tréfico modulou positivamente a
atividade da HK renal, bem como das enzimas G6PDH, GPase, PFK e ENO, comparado a
condicdo termo-salina 0-35. A razédo entre as atividades das enzimas G6PDH, GPase, PFK
e ENO e a atividade da enzima HK foi mantida em valores muito proximos nas duas
condi¢Bes termo-salinas. Contudo, os niveis das enzimas marcadoras do potencial aerébio e
anaerobio geradores de ATP na condi¢éo termo-salina 0-20 foi mantido no mesmo patamar
da condigdo termo-salina 0-35, indicando que a provavel demanda de glicose para o

metabolismo renal esta relacionada com o “shunt” da hexose monofosfato e a geragéo de
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NADP+H"*. Como a atividade GPase indica o potencial glicogenolitico do tecido, o aumento
da atividade dessa enzima pode estar aumentando o suprimento de glicose-6-fosfato para

atender as demandas metabdlicas, em especial do “shunt” da hexose monofosfato.

Na condigdo termo-salina 4-20, o fluoreto tréfico modulou positivamente as
atividades relativas das enzimas ARG, MDH e LDH, em relagdo as demais enzimas. Nesse
caso, 0 aumento expressivo dos niveis de arginase pode estar relacionado com a
necessidade de catabolizar a L-arginina, um aminoacido protéico que tem a sua
concentracdo modulada pela arginase. Assim, nessa condi¢cdo termo-salina-trofica, as
necessidades metabdlicas poderiam estar sendo supridas, em parte, pelo catabolismo

protéico.

Modulacdo da Resposta Metabdlica

A condigdo termo-salina e o fluoreto trofico foram capazes de modular os
niveis dos parametros sanguineos da N. rossii, bem como o metabolismo branquial e renal.
O tecido renal e branquial de peixes apresentam excelente capacidade metabdlica por
glicose como substrato energético (Blasco, et al.,, 2001). Em peixes antarticos a elevada
capacidade do tecido branquial oxidar glicose e glutamato como substratos energéticos
também ficou evidente (Crockett, et al., 1999). No presente estudo ficou evidente que o
fluoreto modula positivamente a atividade enzimatica da hexoquinase no tecido branquial e
renal.

Na condi¢éo termo-salina 0-35, a presenca do fluoreto tréfico induziu aumento
da atividade da hexoquinase no tecido branquial, com pequena reducdo da atividade das
enzimas marcadoras da glicogendlise, glicélise, ciclo dos acidos tricarboxilicos e do
catabolismo da L-arginina. Também ficou evidente que o aumento da atividade da
hexoquinase foi acompanhado pelo aumento da atividade da G6PDH, enzima reguladora do
"shunt" da hexose monofosfato e principal via geradora de NADPH+H" e pentoses do
metabolismo celular. Nesse sentido, a modulagéo positiva do potencial gerador de pentoses
e NADPH+H+ foi acompanhada pelo aumento da frequéncia de hiperplasia no tecido

branquial (figura 32).
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Figura 32: Efeito do fluoreto tréfico sobre o metabolismo branquial do peixe antéartico
Notothenia rossii, na condicdo termo-salina 0-35. As setas vermelhas continuas e os valores
numeéricos expressos em porcentagem indicam o grau da modulacdo positiva dos niveis
enzimaticos e de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modula¢éo negativa.

O efeito do fluoreto tréfico modulou positivamente os niveis de TG no sangue
da N. rossii disponibilizando lipideos, como substrato energético, para os demais tecidos. O
fluoreto é capaz de inibir a atividade da enzima ATPase Na/K, independente da presenca de
aluminio, bem como existem evidéncia de que esse halogénio inibe a CaATPase e o
processo de fosforilagdo (Murphy e Hoover, 1992). Nesse caso, a modulacdo positiva da
atividade da ATPase Na/K pode representar uma resposta protetora do tecido branquial, que
estaria compensando a inibicdo da ATPase Na/K imposta pelo fluoreto, com o aumento dos
niveis da ATPase Na/K.

O metabolismo excretério nitrogenado dos peixes € tipico de organismos
amoniotélicos, sendo que algumas espécies apresentam elevada capacidade ureogénica
com finalidades ureosmoticas (Mommsen e Walsh, 1989). Os niveis de arginase nos tecidos
de peixes tem sido relacionado o controle dos niveis do amino&cido L-arginina nos tecidos
(Jenkinson, et al.,, 1996). Nesse caso, 0 catabolismo proteico tecidual e a digestdo de
proteinas estdo constantemente disponibilizando L-arginina para os fluidos bioldgicos. A

manutencdo de niveis adequados desse aminoacido nos fluidos biol6gicos é de extrema
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importancia considerando o seu papel central na sintese de 6xido nitrico e poliaminas (Wu e
Morris, 1998). O tecido hepético e renal apresentam os maiores niveis de arginase em
peixes antarticos (Rodrigues, et al., 2006). Nesse caso, o tecido hepético estaria atuando
com filtro metabdlico modulando a entrada L-arginina no sistema circulatorio. Ja a arginase
renal esta estrategicamente localizada em um tecido de caréater excretério, capaz de depurar
a uréia formada na reacdo de hidrélise da L-arginina, catalisada pela arginase. Assim, 0s
niveis teciduais de arginase sado normalmente modulados em funcdo das necessidades
teciduais de hidrolisar o aminoacido L-arginina (Morris Jr, 2002).

Na condicdo térmica-salina 0-35, o fluoreto trofico também modulou
positivamente os niveis renais da hexoquinase e da G6PDH, sugerindo que o0 aumento do
potencial ativador da glicose no tecido renal estaria atendendo em parte as demandas
metabdlicas que dependem do "shunt" da hexose monofosfato (figura 33). A modulagéo
positiva dos niveis de GPase também refletem o aumento da demanda do tecido renal por
glicose-6-fosfato como substrato do metabolismo oxidativo. Diferente do tecido branquial,
essa condicdo termo-salina-trofica modulou positivamente a oxidacdo da glicose via
anaerdbia e aerobio, bem como modulou negativamente os niveis da ATPase Na/K. A
modulacdo negativa dos niveis de arginase, sugere que a demanda catabolica de L-arginina

derivada do metabolismo proteico diminuiu.
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Figura 33: Efeito do fluoreto trofico sobre o metabolismo renal do peixe antartico Notothenia
rossii, na condigédo termo-salina 0-35. As setas vermelhas continuas e os valores numéricos
expressos em porcentagem indicam o grau da modulagéo positiva dos niveis enzimaticos e
de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modulacdo negativa.

O fluoreto trofico na condi¢cdo termo-salina 4-35 modulou positivamente os
niveis branquiais de arginase em relacdo aos controles SFD035 e SFD435, aumentando o
potencial argininolitico. Como o tecido branquial apresenta elevada capacidade oxidativa
para L-glutamato (Crockett, et al., 1999), o aumento do potencial argininolitico pode estar
contribuindo para sintese de L-glutamato (figura 34). A modulagéo positiva dos niveis de
hexoquinase, G6PDH e LDH, em relacdo aos controles SFD035 e SFD435, indicou que o
fluoreto, aumenta o potencial ativador de glicose no tecido branquial, disponibilizando G-6-P
para o "shunt" da hexose monofosfato e glicdlise. Como o tecido hepatico, muscular
esquelético e cardiaco de peixes antarticos utilizam preferencialmente acidos graxos mono
insaturados como substratos energéticos (Crockett e Sidell, 1993; Sidell, et al., 1995), o
aumento da concentragdo de triglicerideos plasméticos pode representar uma importante
fonte de &cidos graxos para o metabolismo energético desses tecidos, na condicdo de
estresse térmico.

A modulagéo positiva dos niveis da ATPase Na/K na condigéo termo-salina 4-

35 com fluoreto tréfico, em relag@o aos controles SFD035 e SFD435, pode ter sido resultado
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da acdo de dois fatores: a) o estresse térmico que reconhecidamente eleva os niveis dessa
enzima no tecido branquial de peixes antarticos (Morrison, et al., 2006) e; b) do fluoreto que
pode ter induzindo o aumento nessa condi¢do tréfica, semelhante ao observado na condicdo
termo-salina-tréfica 0-35-fluoreto.
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Figura 34: Efeito do fluoreto tréfico sobre o metabolismo branquial do peixe antértico
Notothenia rossii, na condicdo termo-salina 4-35. As setas vermelhas continuas e os valores
nuUMeEricos expressos em porcentagem indicam o grau da modulagdo positiva dos niveis
enzimaticos e de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modulacao negativa.
As alteracBes foram expressas em relacéo ao controle experimental SFD035.

Na condicdo termo-salina 4-35 com fluoreto tréfico, o tecido renal elevou os
niveis de hexoquinase, GPase e G6PDH em relacdo aos controles SFD035 e SFD435. O
aumento dos niveis de HK e GPase, nessa condicdo termo-salino-tréfica, indicou que o
tecido renal esta potencializando a formacédo de G-6-P com o provavel objetivo de atender
de atender as demandas do "shunt" da hexose monofosfato que modulou positivamente os
niveis da G6PDH. A modulagéo positiva dos niveis renais das enzimas PFK e CS sinalizou o
aumento do potencial aerébio (figura 35). Semelhante ao observado na condi¢do termo-
salino-trofica 0-35-fluoreto, os niveis de triglicerideos plasmaticos foram modulados
positivamente e 0s niveis renais da ATPase Na/K, negativamente em relacdo aos controles
SFDO035 e SFD435.



7

Rim - FD435
i éni ATPase
Glicogénio Ui H
GPase Lactato
68,9% s
Via Glicolitica LDH Sangue
HK Y PFK ENO o (ki
Glicose ——= G-6-P — » Piruvato
47,0% 27,0% \\ 37.8% CS
G6PDH \’ Pool Ciclo do 4/
62,3% NADPH Citiato Cltrato
4
6-fofoglicolactona AOA
\ (x-KG
—~ Malato «— 4/
L-arginina
% L-Glutamato
(aminoacido)
l 3,9% L-ornitlna
NO
Poliaminas

Figura 35: Efeito do fluoreto trofico sobre o metabolismo renal do peixe antartico Notothenia
rossii, na condigdo termo-salina 4-35. As setas vermelhas continuas e os valores numéricos
expressos em porcentagem indicam o grau da modulag&o positiva dos niveis enzimaticos e
de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modulacdo negativa. As alteracbes
foram expressas em relacdo ao controle experimental SFDO35.

A condicéo termo-salina 0-20, independente da condicéo trofica, os niveis de
glicose no sangue da N. rossii foram modulados positivamente. Contudo, na condicdo de
fluoreto tréfico, o aumento glicémico foi mais acentuado. Nessa condicdo termo-salina
também ficou evidente a modulacdo positiva dos niveis de TG e proteinas totais, e negativa
dos niveis de calcio e albumina (figuras 17 e 19). A concentracao de célcio na dgua do mar
esta por volta de 10 mM e a calcemia dos teledsteos entre 1,7 a 1,9 mM (Sundell e
Bjornsson, 1988; Cooper, et al., 2010). Contudo, o nivel de célcio no plasma de N. rossii, na
condi¢do termo-salina 0-35, foi de 3,34+0,47 mM, bem acima da maioria dos teledsteos
marinhos e semelhante ao do peixe bruxa (3,06+0,07 mM), um craniata que mantém a sua
osmolalidade sanguinea proxima a da 4gua do mar.

Como a agua do mar com salinidade de 20 foi diluida com agua de degelo, na
condicdo termo-salina 0-20, a concentracdo de célcio na dgua dos aquarios foi reduzida
para concentragbes proximas de 5,7 mM. O metabolismo do calcio em peixes ainda

permanece em discussdo, mas acredita-se que a entrada de célcio ocorre principalmente via
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branquial, sendo que o intestino, semelhante aos de mamiferos absorve e secreta calcio e
participa ativamente do controle da calcemia (Marshall e Bryson, 1998). O efluxo de calcio
intestinal parece ser maior do que o influxo desse céation em teledsteos (Sundell e
Bjornsson, 1988). Isso em parte deve-se a secrecdo de bicarbonato no intestino de
tele6steos marinhos, que tem como finalidade evitar a absorcdo de célcio, mediante
precipitacdo na forma de carbonato de calcio, o que facilita a absorcdo de &agua
(Whittamore, et al., 2010). Na condi¢ao termo-salina 0-20, ficou evidente que a N. rossii ndo
foi capaz de manter a sua calcemia em 3,34 mM, contudo, os niveis de calcio no sangue
declinaram para valores proximos aos da grande maioria de teleésteos.

Ja na condi¢éo termo-salina 4-20, as altera¢cdes no metabolismo do calcio
ndo foram evidentes e o calcio plasmatico foi mantido em 3,03+0,11 mM, em niveis
semelhantes aos dos controles experimental e da natureza. A condi¢do de estresse térmico
(4 °C) aumenta a atividade da ATPase Na/K branquial e diminui a osmolalidade plasmaética
dos peixes antarticos, acentuando a diferenga osmolar entre os fluidos biol6gicos dos peixes
antarticas e a 4gua do mar, o que acarreta a perda passiva de agua (Guynn, et al., 2002;
Brauer, et al., 2005). Para compensar, os peixes antarticos bebem mais agua (4 a 5 vezes
mais) repondo dessa forma a agua perdida passivamente (Petzel, 2005). Nesse caso,
provavelmente a N. rossii aumenta a ingestdo de agua do mar para compensar a perda
passiva de agua imposta pelo estresse térmico. Assim, a baixa concentracdo de calcio na
salinidade em 20 estaria sendo compensada pelo aumento da ingestdo de 4gua (figura 18).

A reducdo dos niveis de albumina e aumento de proteinas totais na condi¢éo
termo-salina 0-20, podem ter relacdo com o metabolismo do calcio, considerando que a
albumina é um importante transportador de calcio e albumina no sangue dos animais.
Normalmente os peixes apresentam niveis de albumina mais baixos do que os mamiferos e
aves. Aparentemente, 0 peixe antértico Dissostichus mawsoni ndo apresenta albumina no
sangue e o transporte de acidos graxos é feito pela lipoproteina de alta densidade (HDL)
(Metcalf, et al., 1998; Metcalf, et al., 1999).

Na condigdo termo-salina 0-20 a N. rossii apresentou alteracdes tipicas de
estresse em peixes, como 0 aumento da glicemia (Laiz-Carrién, et al., 2002). Na condicdo
de fluoreto trofico, o tecido branquial da N. rossii modulou positivamente os niveis de HK no
tecido branquial apenas em relagdo ao controle SFDO035, que foi acompanhado pelo
aumento nos niveis de GPase, indicando que as alteracdes foram decorrentes da acédo do
estresse hipossalino. Nesse caso, 0 aumento do potencial ativador da glicose

provavelmente foi direcionado para o "shunt" da hexose monofosfato, considerando que a
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atividade da enzima G6PDH e a frequéncia de hiperplasia branquial aumentaram (figura 36).
A modulacdo negativa da atividade argininolitica ficou na condicao trofica com fluoreto, em
relacdo aos controles SFD035 e SFDO020, indicando que o fluoreto € o responsavel pela
modulacdo da atividade argininolitica nessa condigdo termo-salina. A atividade da ATPase
Na/K também foi modulada positivamente em relagdo aos controles SFD035, mas ndo em
relacdo a condicdo termo-salina 0-20 sem fluoreto, indicando que a condi¢do termo-salina
responde pela modulacéo positiva da atividade da ATPase Na/K.
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Figura 36: Efeito do fluoreto tréfico sobre o metabolismo branquial do peixe antértico
Notothenia rossii, na condi¢do termo-salina 0-20. As setas vermelhas continuas e os valores
numMeEricos expressos em porcentagem indicam o grau da modulacdo positiva dos niveis
enzimaticos e de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modulacdo negativa.
As alteracBes foram expressas em relacdo ao controle experimental SFD035.

O fluoreto tréfico, na condigdo termo-salina de 0-20, modulou positivamente
os niveis da HK renal em relacdo aos controles SFD035 e SFD020. Essa modulacéo
também foi observada em relagcdo as enzimas GPase, PFK, ENO, e MDH e os dois
controles (figura 37). O aumento da atividade da G6PDH sé ficou evidente em relacédo ao
controle SFD035, indicando que a modulacdo positiva dessa enzima ndo esta vinculada a

condicdo tréfica, mas sim em relacdo a condi¢cdo termo-salina. Assim, a acdo isolada do
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fluoreto potencializou o metabolismo da glicose pela via glicolitica, enquanto que a condi¢éo
termo-salina 0-20 tende a direcionar a glicose pela via da hexose monofosfato.
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Figura 37: Efeito do fluoreto trofico sobre o metabolismo renal do peixe antartico Notothenia
rossii, na condigdo termo-salina 0-20. As setas vermelhas continuas e os valores numéricos
expressos em porcentagem indicam o grau da modulag&o positiva dos niveis enzimaticos e
de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modulacdo negativa. As alteracbes
foram expressas em relacéo ao controle experimental SFD035.

Na condi¢éo termo-salina 4-20, o fluoreto ndo foi capaz de alterar os niveis de
TG plasmatico e promover as alteracdes glicémicas observadas na condigdo termo-salina O-
20. Provavelmente, o estresse térmico esta induzindo a N. rossii a beber mais 4gua, como ja
comentado acima, e, disponibilizando uma quantidade maior de célcio no intestino. Essa
condicdo favorece a formacdo de CaF, que apresenta um produto de solubilidade de 3,9 x
10™. A relacéo entre o metabolismo do célcio e do fluoreto tem sido sugerida desde 1948,
indicando que o fluoreto pode alterar a homeostasia do calcio e prevenir a fluorose (Barbier,
et al., 2010). Nesse caso, 0 metabolismo do calcio pode ter reduzido a biodisponibilidade do
fluoreto para N. rossii.

Contudo, a condicdo termo-salina-trofica 4-20-fluoreto foi capaz de modular
positivamente os niveis branquiais da HK em relacdo aos controles SFD035 e SFD420.

Esse comportamento foi observado em relacéo as enzimas PFK, GPase, G6PDH, LDH, CS,



81

ARG e ATPase Na/K em relacdo aos dois controles, e da ENO apenas em relacdo ao
controle SFD420. Embora o aporte de célcio possa ter reduzido a biodisponibilidade de
fluoreto, isso néo foi suficiente para evitar o seu efeito sobre o metabolismo branquial (figura
38). Os niveis relativamente elevados das enzimas do metabolismo energético, do "shunt"
da hexose monofosfato e do catabolismo da L-arginina, revelaram que a condigdo termo-
salina 4-20 na presenca de fluoreto tréfico induziu as maiores alteragbes do potencial
metabdlico branquial.
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Figura 38: Efeito do fluoreto tréfico sobre o metabolismo branquial do peixe antartico
Notothenia rossii, na condi¢do termo-salina 4-20. As setas vermelhas continuas e os valores
numMeEricos expressos em porcentagem indicam o grau da modulacdo positiva dos niveis
enzimaticos e de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modulagcdo negativa.
As alteragBes foram expressas em relacao ao controle experimental SFD035.

O fluoreto trofico também modulou positivamente os niveis renais das
enzimas HK, MDH, LDH, ENO, ARG e G6PDH em relacdo aos controles SFD035 e
SFD420. Os niveis das enzimas GPase e CS foram modulados positivamente apenas em
relagdo ao controle SFDO035, indicando que o fluoreto trofico ndo foi o responséavel pelo
aumento da atividade. Os niveis da ATPase Na/K foram modulados negativamente apenas
em relacdo ao controle SFDO035, revelando o estresse térmico e hipossalino como fator

responsavel pela regulacdo negativa (figura 39).
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Figura 39: Efeito do fluoreto trofico sobre o metabolismo renal do peixe antartico Notothenia
rossii, na condigdo termo-salina 4-20. As setas vermelhas continuas e os valores numéricos
expressos em porcentagem indicam o grau da modulag&o positiva dos niveis enzimaticos e
de hiperplasia. As setas vermelhas tracejadas indicam modulacdo negativa. As alteracbes
foram expressas em relacdo ao controle experimental SFD0O35.
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5. CONCLUSOES

A histopatologia do tipo aneurisma foi observada com maior freqiiéncia nas condi¢cdes

de estresse térmico e salino;

As patologias hiperplasicas apresentaram um grande aumento na freqiéncia, quando

os animais foram submetidos a condicdo experimental que envolveu a presenca de

fluoreto, independente da condicéo térmica ou salina;

O fluoreto da dieta do peixe antartico Notothenia rossii promove hipertrigliceridemia e
hiperglicemia na condi¢do hipossalina e hipertriglicerimiante na condicdo normosalina,
apenas na temperatura de 0 °C;

A condicdo hipossalina, na temperatura de 0 °C, promove hipertrigliceridemia e
hipocalcemia independente da presenca de fluoreto na dieta;

As diferengcas encontradas entre niveis glicémicos, de triglicerideos e colesterol, dos
peixes coletados no ambiente do Glaciar Ecologoy, localizado préximo a pinguineira de
Arctowscki e, provavelmente, impactado por fluoreto, e o de Punta Plaza, local sem
evidéncias de impacto por fluoreto, seguiram as mesmas tendéncias observadas nos

experimentos realizados a 0°C e 35 psu, com fluoreto e sem fluoreto, respectivamente;

O impacto do fluoreto no tecido branquial da Notothenia rossii envolveu modulagdes
compensatérias do metabolismo da glicose, osmorregulador e argininolitico. O fluoreto
aumenta o potencial ativador da glicose a 0° C e no estresse térmico, e reduz esse

potencial na hipossalinidade, mas apenas a 0 °C;

O metabolismo branquial impactado pelo fluoreto da dieta manteve estreita correlacdo
entre o potencial ativador da glicose e o potencial gerador de NADPH+H" em todas as
condi¢des experimentais; gerador anaerdbio de ATP, independente da temperatura a 35
psu e a 0°C, 20 psu; potencial glicogenolitico em todas as condicdes experimentais e,

potencial osmorregulador na condi¢éo hipossalina independente da temperatura;

O metabolismo renal impactado pelo fluoreto da dieta manteve estreita correlagéo entre
o potencial ativador da glicose e os potenciais geradores de NADPH+H" em todas as
condicbes experimentais; o gerador aerObico de ATP em todas as condigBes

experimentais, exceto na condicdo 4 °C, 35 psu; o glicogenolitico em todas as
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condicbes experimentais, exceto a 0 °C, 20 psu; o gerador anaerébio de ATP na
condicéo 0°C, 35 psu; e o potencial osmorregulador nas condi¢ées hipossalinas;

O nivel de arginase no tecido branquial € modulado negativamente pelo fluoreto na
temperatura de 0 °C e positivamente na temperatura de 4 °C, independente do efeito da
salinidade;

O nivel de arginase no tecido renal é modulado negativamente na condicédo de 0 °C, 35

psu e positivamente a 4 °C, 20 psu.
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