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RESUMO

A ictiofauna antartica evoluiu ao longo dos ultimos milhées de anos isolada e
sob a presséo seletiva de temperaturas baixas e estaveis. Os niveis elevados
de fluoreto da carapaca do krill antartico ndo exerce efeito toxico sobre os
organismos que se alimentam desse crustaceo. Contudo, n&o existem estudos
mostrando o efeito desse halogénio sobre o metabolismo de peixes antarticos,
principalmente, sob condigdes de estresse térmico e hiposalino. A presenca
humana na Antartica motivou a elaboragdo de um amplo protocolo de protecao
ambiental, o qual recomenda o desenvolvimento de pesquisas cientificas
voltadas ao monitoramento ambiental. O descarte de esgotos tem gerado
preocupacgdes quanto ao seu possivel impacto sobre os ecossistemas
marinhos. O presente estudo avaliou os efeitos do: a) fluoreto sobre o
metabolismo hepatico de N. rossii; b) efluente do esgoto da Estagcdo Antartica
Comandante Ferraz (EACF) sobre o metabolismo do figado, rins, branquias e
musculo, bem como sobre os niveis de constituintes plasmaticos de N. rossii e
N. coriiceps. Os niveis teciduais de enzimas do metabolismo energético, defesa
antioxidante e do catabolismo de L-arginina foram utilizadas como indicadores
metabolicos. A capacidade hepatica de metabolizar xenobibticos foi avaliada
pelos niveis da enzima etoxiresorufin-o-dietilase (EROD). Os experimentos
com fluoreto tréfico combinaram duas temperaturas (0 e 4 °C), duas
salinidades (35 e 20 psu) e duas condigdes troficas (com e sem fluoreto). Os
experimentos com efluente foram conduzidos: a) no curto prazo (96 h), com
ambas espécies e com o efluente do esgoto diluido a 0,5% (v/v); b) no longo
prazo (25 dias), apenas com N. rossii, mas com o efluente do esgoto diluido a
0,05% e 0,5% (v/v). O metabolismo hepatico de N. rossii ndo foi modulado pelo
fluoreto tréfico em nenhuma das condigdes termo-salinas experimentais,
diferente de peixes nao antarticos, em que o fluoreto tréfico € capaz de causar
lesdes histopatoldgicas e provocar alteragées metabdlicas. Nos experimentos
com esgoto, com N. rossii e N. coriiceps, ficou evidente que: a) branquias e rins
modularam positivamente os niveis de enzimas do metabolismo energético,
embora, no curto prazo, ocorreu redugao dos niveis de hexoquinase; b) figado
elevou o potencial gliconeogénico e glicogenolitico, e manteve os niveis
glicémicos de N. rossii, mas ndo de N. coriiceps, que evoluiu para hipoglicemia;
c) o marcador do potencial energético de osmorregulagdo branquial ndo foi
alterado; d) N. rossii manteve niveis plasmaticos mais elevados de substratos
energéticos e eletrolitos ndo proteicos do que N. coriiceps; e) o tecido muscular
reduziu o potencial ativador de glicose, mas elevou o seu potencial aerdbio
gerador de ATP; f) o aumento dos niveis de enzimas da defesa antioxidante
ficou mais evidente nos rins e figado; g) branquias e rins modularam
positivamente o metabolismo argininolitico no curto prazo; h) os niveis de
EROD hepatica nao foram modulados em N. coriiceps, mas sofreram reducao
em N. rossii, tanto no curto como no longo prazo. Em ambas as espécies, o
efluente do esgoto diluido foi capaz de alterar os niveis de enzimas do
metabolismo energético, principalmente nas branquias e rins, sugerindo um
profundo aumento na demanda energética desses tecidos. Embora proximas
na escala filogenética, N. rossii e N. coriiceps apresentaram respostas
metabdlicas distintas frente ao efluente do esgoto da EACF. O estudo mostrou
que os niveis de enzimas do metabolismo energético dessas duas espécies de
peixes sao potenciais biomarcadores de polui¢do por esgoto na Antartica.



ABSTRACT

The Antarctic ichthyofauna evolved in isolation under the selective pressure of
low and stable temperature during the last few million years. The elevated
levels of fluoride present in the carapace of Antarctic krill do not appear to have
any toxic effects on the organisms that feed on it. However, as far as we are
aware there are no studies about the effect of this halogen on Antarctic fish
metabolism particularly when subjected to thermal and hypo-saline stress. The
increased human activity in this region has resulted in the Antarctic protection
protocol that calls for increased research for monitoring the environment. The
discharge of sewage in the region has raised questions about its possible
effects on the marine ecosystems. The present study investigates the effects of
a) fluoride on the hepatic metabolism on N. rossii; b) sewage from the Antarctic
station Commandant Ferraz (EACF) on the hepatic, renal, gill and muscle
metabolism as well as on the plasma constituents in the fishes N. rossii and N.
coriiceps. The activity of the enzymes involved in the energy metabolism, anti-
oxidant defense and the catabolism of L-arginine were used as metabolic
indicators. The hepatic capacity to metabolize xenobiotics was evaluated by the
enzyme ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD). Experiments involving tropic
fluoride were conducted using a combination of two temperatures (0 and 4°C),
two salinities (35 and 20 psu) and two trophic fluoride (with and without)
conditions. Experiments involving sewage were conducted for a) short term (96
hours) with both the species with sewage diluted to 0.5% (v/v); b) long term (25
days) with only N. rossii, but with the sewage diluted to 0.05% (v/v) and 0.5%
(v/v). The hepatic metabolism of N.rossii, was not modulated by trophic fluoride
in any of the experimental conditions. This is in contrast to non-Antarctic fishes
were elevated trophic fluoride cause histo-pathologic lesions and altered the
hepatic metabolism. In experiments with sewage, with both species a) the
enzymes involved in the energy metabolism of both gills and kidneys were
positively modulated, though for a short term there was a reduction in
hexokinase; b) the liver elevated the glyconeogenic and glycogenolitic potential
and retained the glycemic levels in N. rossii, but not in N. coriiceps which
developed hypoglycemia; c) the gill osmoregulation energy potential marker
was not altered in either species; d) N. rossii had higher plasma levels of energy
substrates and non-protein electrolytes compared to N. coriiceps; e) muscle
tissue reduced the glucose potential activator, but elevated the ATP aerobic
generation potential in both species; f) the elevation of anti oxidant defense
enzymes was most evident in the kidneys and liver; g) the gills and kidneys
positively modulated the arginine metabolism for the short term; h) Hepatic
EROD were not modulated in N. coriiceps, but was reduced in N. rossii for both
the long and short term. In both species, diluted sewage altered the energy
metabolism enzymes, particularly in the gills and kidneys, indicating a large
increase in the energy demands in tissues of these two organs. Even though
the two species N. rossii and N. coriiceps, are philogenetically close, they have
distinct response on exposure to sewage from EACF. The study shows that the
enzymes involved in the energy metabolism of these two fish species can be
candidate biomarkers of sewage pollution in the Antarctic.
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1. INTRODUGCAO

Cobrindo mais de 70% da superficie do planeta, os oceanos
desempenham um papel fundamental na nutricio da vida e exercem papel na
regulacdo do clima terrestre. As mudancgas climaticas globais, bem como a
poluicdo de ambientes marinhos ao redor do planeta, tém motivado a
comunidade cientifica a propor novas metodologias para o monitoramento
ambiental e remediacdo de areas impactadas (TIN et al., 2009; HOEGH-
GULDBERG & BRUNO, 2010; SCHOFIELD et al., 2010). O oceano Austral
representa cerca de 10 % da area superficial total dos oceanos e, embora seja
considerado a regido mais preservada do planeta, tem sido impactado pela
presenga humana e por alteragbes climaticas globais (EASTMAN, 2005;
ARONSON et al., 2011).

1.1. Paleoclimatologia Antartica

Com a abertura da Passagem de Drake e o estabelecimento da
Corrente Circumpolar Antartica (ACC), ha cerca de 35 a 22 milhdes de anos, o
continente Antartico passou a existir fisicamente isolado dos demais
continentes (PFUHL & MCCAVE, 2005) e experimentou uma ampla
reorganizagao climatica-geoldgica (BARKER & THOMAS, 2004). Os principais
eventos climaticos foram marcados por glacia¢des, declinio do CO; atmosférico
e extingdo em massa de varias espécies terrestres e marinhas (DECONTO &
POLLARD, 2003; CLARKE, MURPHY, et al., 2007). Ao longo desse periodo, a
temperatura superficial da agua do mar declinou lentamente e gradualmente,
de aproximadamente 20 °C até os valores atuais, que oscilam entre -1,8 °C, na
interface da agua do mar com o gelo marinho, e aproximadamente +2,0 °C, nas
latitudes mais elevadas (CLARKE & JOHNSTON, 1996; BARNES et al., 2006).

1.2. Evolugao, biodiversidade e adaptacées moleculares da ictiofauna
Antartica

As condi¢des extremas de temperatura baixas e estaveis, bem
como a sazonalidade do fotoperiodo, reduziram sobremaneira a biodiversidade
dos mares antarticos. Comparada com a ictiofauna global, representada por

aproximadamente 25.000 espécies, o ambiente marinho antartico contempla
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apenas 322 espécies bem descritas (EASTMAN, 2005), distribuidas em uma
area oceanica correspondente a 10% da superficie total dos oceanos. Isso
significa que apenas 1,9% das espécies marinhas de peixes estéo
representadas nos mares antarticos (ESCHMEYER et al,, 2010). A baixa
diversidade e o elevado endemismo, estimado em 88%, tem sido atribuidos a
pressao seletiva das sucessivas glaciagdes, a produtividade primaria sazonal e
ao isolamento fisico imposto pela ACC (EASTMAN, 1993, 2005).

O sucesso adaptativo dos ectotérmicos as condi¢cdes extremas da
Antartica, tem sido atribuido, em parte, a selecdo de mecanismos moleculares,
que compensam o efeito negativo das baixas temperaturas sobre a velocidade
das reacbes quimicas. A selecdo de enzimas com propriedades cinéticas
adaptadas as baixas temperaturas viabilizou 0 metabolismo desses organismos
a temperaturas subzero, minimizando o efeito negativo das baixas
temperaturas sobre a velocidade das reag¢des quimicas (SOMERO, G. N.,
2004).

Contudo, o evento molecular de maior relevancia foi,
provavelmente, o surgimento de glicoproteinas anticongelantes (AFGP) no
sangue dos nototenidides antarticos, ha cerca de 5 a 14 milhdes de anos. A
origem evolutiva dessa classe de proteinas, provavelmente, residiu na mutagéo
de um dos genes da proteina digestiva tripsinogénio. As AFGP tém sido
apontadas como as principais responsaveis pela manutencao da fluidez dos
fluidos bioldgicos de peixes antarticos em temperaturas subzero. Essas
glicoproteinas dificultam o crescimento dos cristais de gelo e evitam o
congelamento completo do sangue, independente dos efeitos coligativos de
solutos (HARRISON et al., 1987). A secrecdo de AFGP na luz intestinal
também evita o congelamento da agua do mar no trato digestorio e viabiliza os
processos de digestdo e absorgdo. Embora o figado tenha capacidade de
sintetizar AFGP, os principais sitios de sintese sdo o pancreas e a parte
anterior do estdbmago (CHENG & DETRICH lll, 2007).
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1.3. Malha tréfica do ecossistema antartico

Concomitante ao regime extremo de baixas temperaturas, os
ectotérmicos antarticos também se adaptaram a produtividade sazonal do
oceano Austral (RODRIGUES et al., 2007), a qual é baixa durante o inverno e
elevada durante o verdo. No periodo que se estende do més de abril até
novembro, a baixa incidéncia solar e o aumento da cobertura de gelo sobre a
superficie dos mares antarticos Ilimitam a produgdo fitoplanctonica,
especialmente nos ambientes marinhos proximos do litoral (BROCKINGTON,
2001). A figura 1 apresenta a producdo primaria, com base em estudo

realizado pelo Programa Antartico Britanico, na Estagdo de Rothera.

A dorméncia metabdlica de invertebrados antarticos (ex. Laternula
elliptica) durante o inverno Austral é estrategicamente importante, pois reduz o
esforgo energético com alimentagdo ao longo de um periodo de restrigdes
alimentares (RODRIGUES et al., 2009). Durante o inverno, o peixe antartico
Notothenia coriiceps reduz o consumo de oxigénio, a frequéncia cardiaca e
vive um quadro de hipometabolismo, que limita o seu crescimento e a sua
capacidade sensorial/locomotora. O provavel gatilho desse processo de
dorméncia recai sobre a oferta alimentar e/ou a variacdo do fotoperiodo,
considerando que a janela térmica dos mares antarticos €, normalmente, muito
estreita. (CAMPBELL et al., 2008).

Os peixes antarticos Notothenia rossii € Notothenia coriiceps sao
endémicos da Antartica e sdo espécies abundantes do infralitoral das llhas
Shetlands do Sul, embora a populacdo de N. rossii tenha sofrido reducédo na
década de 60, em fungédo da pesca comercial (CASAUX et al., 1990). A dieta
dessas duas espécies € muito diversificada e inclui peixes, krill antartico,
gastropodes, poliquetas e fragmentos de algas (CASAUX & BARRERA-ORO,
2013; RAGA et al., 2015), sendo comum a predacédo das formas juvenis por
pinguins e dos adultos por focas (AINLEY & BLIGHT, 2009).
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Figura 1. Producao primaria do ambiente marinho da Ilha Adelaide, Antartica, préximo
a Estacado Cientifica de Rothera, em profundidade de 15m. A concentragao total de
clorofila a foi determinada entre os meses de agosto de 1998 e setembro de 1999.
Durante o longo inverno antértico, a produtividade foi extremamente baixa em
comparagao aos meses de verdo. Adaptado de BRONCKINGTON (2001).

A capacidade de migrar verticalmente, em especial de N. rossii,
viabiliza a captura de organismos pelagicos, tornando o krill antartico um dos
principais itens da sua dieta (CASAUX et al.,, 1990). Os niveis elevados de
fluoreto no exoesqueleto desse crustaceo sofrem normalmente bioacumulagéo
nos tecidos oOsseos dos organismos antarticos que se alimentam de Kkrill
antartico, sem que os mesmos apresentem sinais de fluorose (CAMARGO,
2003; YIN et al., 2010).

A distribuicdo sazonal da biomassa de krill antartico na coluna

d’agua também é marcante, com pico de maior produtividade entre os meses
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de novembro a abril (SIEGEL, 2005). Esse pequeno crustaceo zooplancténico
€ um importante elo da cadeia alimentar dos ecossistemas antarticos e, direta
ou indiretamente, serve de alimento para todos os vertebrados antarticos
(ROSS & QUETIN, 1986; NICOL & DE LA MARE, 1993). A figura 2 apresenta

as principais inter-relacdes troficas envolvendo o krill antartico.

A bioacumulacado de fluoreto no exoesqueleto do krill e a sua
biomagnificagdo nos vertebrados que se alimentam de krill antartico (peixes,
pinguins e focas), deixa claro que o fluoreto do krill antartico fica disponivel no
processo de digestdo desse crustaceo (ADELUNG et al., 1985; SANDS et al.,
1998; CAMARGO, 2003). Os sinais classicos da fluorose, que precedem a
morte de peixes, como hipoexcitabilidade, velocidade respiratoria reduzida,
letargia e comportamento apatico (SIGLER & NEUHOLD, 1972; CAMARGO &

TARAZONA, 1991) ndo tem sido observados em peixes antarticos.

Embora a base molecular da fluorose ainda seja pouco
conhecida, o efeito primario reside na inibicdo enzimatica. Enzimas como as
enolases, arginases, succinato desidrogenases, dentre outras (CAMARGO,
2003; RODRIGUES et al., 2009) s&o inibidas diretamente por fluoreto. Estudo
cinético conduzido com enolases de organismos antarticos e de levedura,
mostrou que as enolases de organismos antarticos sdao mais resistentes a
inibigao por fluoreto (BACILA et al., 1989).

O fluoreto também acelera a formacgao de radicais livres, espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (EROS e NOS) e peroxidagédo de lipideos,
bem como promove o aumento da atividade de enzimas do sistema
antioxidante (ZHANG et al., 2007; LU et al., 2010), causando deformacdes
morfolégicas Osseas e neoplasicas (TSUTSUI et al.,, 1984), colapsando o
funcionamento do reticulo endoplasmatico, ocasionando inibicdo da sintese e
secrecao proteica (SHARMA et al., 2008), e, consequentemente, dependendo
da dose/concentragdo, acarretando severo risco a saude de organismos
aquaticos e terrestres (CAMARGO, 2003).
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Figura 2. Fluxograma tréfico do oceano austral, mostrando o krill como elo da malha
trofica do ecossistema antartico. Direta ou indiretamente todos os vertebrados
antarticos se alimentam de krill, o qual apresentam niveis elevados de fluoreto no seu
exoesqueleto (Fonte: O autor).
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1.4. Impactos antropogénicos na Antartica

A preocupagdo com a preservacdo do ambiente Antartica
comegou a ficar evidente em 1970, quando as partes consultivas do Tratado da
Antartica reconheceram a necessidade de proteger essa regido da interferéncia
humana (COMNAP-AEON, 2006). A contaminacdo quimica do solo e
sedimentos marinhos no entorno das estagdes cientificas € decorrente
principalmente da queima e vazamento de combustivel féssil, bem como do
descarte de esgoto e aguas cinzas (ARONSON et al., 2011). Em 1991, os
membros consultivos do Tratado da Antartica aprovaram um amplo protocolo
de protecdo ambiental, que recomenda o gerenciamento de residuos e
ressaltando a importancia de pesquisa cientifica direcionada para o
monitoramento ambiental (MADRID-PROTOCOL, 1991).

Além da preocupagao com a poluigao localizada no entorno das
estacdes cientificas, a Peninsula Antartica € uma das trés regides do planeta
que sofre aquecimento acelerado, estimado em 1,5 °C no periodo entre 1950 e
2006, contra 0,6 °C do restante do planeta (CLARKE, MURPHY, et al., 2007).
Ao longo dos ultimos 50 milhdes de anos a Antartica resfriou lentamente e a
temperatura da agua do mar declinou, em média, de 0,03 °C para cada
100.000 anos (EASTMAN, 1993). O aquecimento rapido dessa regido
preocupa os cientistas, considerando que a baixa tolerancia térmica pode

comprometer a vida de ectotérmicos marinhos antarticos.

Apesar das recomendacobes feitas pelas partes consultivas do
Tratado da Antartica, até o ano de 2005, aproximadamente 37% das estacdes
cientificas permanentes e 69% das estagbes de verdo, ndo tinham
implementado algum tipo de tratamento para o esgoto e aguas cinzas
(GRONDAHL et al., 2009). A Estagéo Antartica Brasileira Comandante Ferraz
(EACF) entrou em operacdo em 1984 e, até o ano de 2012, operava com
capacidade de alojamento para 60 pessoas. O efluente do esgoto e aguas
cinzas, apoés tratamento secundario na estagao de tratamento de esgoto (ETE)
da EACF, tem sido descartado, historicamente, na Enseada de Martel, logo
abaixo da linha da maré baixa. O residuo sélido é removido periodicamente da
ETE e incinerado nas dependéncias da EACF (COMNAP-AEON, 2006).
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A dispersdo de poluentes no entorno de estagdes cientificas na
Antartica tem sido avaliada pelo seu acumulo em organismos e sedimentos
marinhos (CURTOSI et al., 2009; LURMAN et al., 2010; MARTINS et al., 2012;
CIPRO et al., 2013; CORBETT et al., 2014). Analises quimicas revelaram que a
poluicdo pontual do esgoto da EACF aumentou em mais de duas vezes no
periodo entre 1997 e 2003, provavelmente, devido ao aumento do numero de
pesquisadores na EACF, mas essa polui¢ao continua localizada no entorno da
saida da ETE (MONTONE et al., 2010; MARTINS et al., 2012; MARTINS et al.,
2014).

A regido da Peninsula Antartica abriga a maior concentragdo de
estacdes cientificas do continente e de sitios visitados frequentemente por
navios de turismo (TIN et al., 2009; SCAR, 2013). Assim, a presen¢a humana
tem impactado o ambiente marinho da Peninsula Antartica com vazamentos de
oleo combustivel, queima de combustivel fossil e descarga de esgoto (LYNCH
et al., 2010).

Vazamentos de Oleo, na transferéncia de combustivel entre
navios e estagodes cientificas, bem como no armazenamento do combustivel,
tem poluido a regido litoranea da Antartica. O esgoto de instalagdes cientificas
e navios que operam na Antartica, também tem como destino final o ambiente
marinho. Com isso, os organismos antarticos estao expostos a diversos fatores
estressantes, especialmente no entorno das estagdes cientificas e locais de

fundeio de navios.

Mensurar respostas biologicas induzidas por poluentes amplia as
possibilidades de monitoramento ambiental e agrega informagdes biolégicas ao
monitoramento quimico (LAM & GRAY, 2003). Por razdes diversas, respostas
bioquimicas de peixes, tais como os niveis teciduais de enzimas e as
concentracdes de constituintes plasmaticos, tém se mostrado uteis para avaliar
a saude de ambientes aquaticos (VAN DER OOST et al., 2003). A ictiofauna
Antartica é taxonomicamente bem conhecida e os nototenidides chegam a
contribuir com 77% das espécies presentes em altas latitudes (EASTMAN,
2005). Notothenia rossii e Notothenia coriiceps sao espécies endémicas da

Antartica, demersais, estenotérmicas e limitadas energeticamente para
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suportar mudangas ambientais (STROBEL et al., 2012; STROBEL, LEO, et al.,
2013). Essa duas espécies de peixes antarticos sdo abundantes na Baia do
Almirantado - llha Rei George (KULESZ, 1999) e sdo um importante elo do
processo de transferéncia de energia, do baixo para o alto nivel tréfico
(CORBISIER et al., 2004).

O metabolismo de xenobidticos e a defesa antioxidante de peixes
Antarticos tem sido objeto de diversos estudos. Os niveis das enzimas
etoxiresorufin-o-dietilase (EROD) e pentoxiresorifin-o-dietilase (PROD), bem
como a excregao de naftaleno e fenantreno, foram determinados no figado e
bile dos peixes antarticos Trematomus hansoni e T. bernacchii, como
biomarcadores de impacto antropogénico no entorno da estacdo cientifica de
McMurdo (LURMAN et al., 2010). A presenca de niveis naturalmente elevados
de metais pesados na coluna d’agua e sedimentos marinhos, o alto teor de
oxigénio dissolvido nas aguas geladas, a riqueza de acidos graxos
poliinsaturados nos tecidos e a baixa tolerancia a variagao térmica, sdo alguns
fatores que elevam os riscos de danos oxidativos em peixes Antarticos
(BENEDETTI et al., 2009; CROCKETT, 2011).

As aguas efluentes de esgoto figuram entre os principais
responsaveis pela poluicdo do ambiente aquatico, sendo muito destes,
altamente complexos do ponto de vista fisico e quimico, bem como fonte de
uma grande diversidade de poluentes (KONO, 1978). Os efluentes de esgoto
sdo os principais responsaveis por disturbios endocrinos em organismos
aquaticos e podem causar danos fisiolégicos que incluem, alteragdo do
crescimento e desenvolvimento, inviabilizacdo da capacidade de
osmorregulacdo, indugdo de resposta ao estresse, comprometimento das

funcbes imune e metabdlicas, dentre outras (INGS et al., 2012).

A poluicdo do sedimento marinho com matéria organica e
contaminantes quimicos do esgoto foi capaz de reduzir a biodiversidade e
alterar a estrutura de comunidades bentbnicas na Antartica (STARK et al.,
2014). Analises histologicas realizados no figado e branquias do peixe antartico
T. bernacchii, coletados em locais proximos da desembocadura da ETE da

estacdo australiana de Davis, mostraram que o efluente do esgoto é capaz de
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promover alteragdes nesses tecidos (CORBETT et al., 2014). Bioensaios com
agua do mar coletada na saida da ETE da EACF mostraram que os poluentes
do esgoto sdo capazes de induzir a formagdo de micronucleos e provocar
outras anomalias nucleares eritrocitarias em Trematomus newnesi (VAN NGAN
et al., 2007), uma espécie da mesma familia dos peixes utilizados no presente

estudo.
1.4. llha Rei George

A llha Rei George (62°02’S e 58°21°'W) esta localizada no extremo
norte da Peninsula Antartica e apresenta os registros mais longos, continuos e
confiaveis de temperaturas superficiais da agua do mar dos ultimos 40 anos,
em profundidades entre 10 e 20m (BARNES et al., 2006). Essa llha é a maior
do Arquipélago das Shetlands do Sul e abriga instalagdes cientificas de 9
Paises (Brasil, Equador, Estados Unidos, Peru, Polbnia, Chile, Argentina,
Russia e Coreia do Sul), um Sitio Especial de Interesse Cientifico (SSSI N° 8) e
uma Area Antartica Especialmente Gerenciada (ASMA), que inclui a Baia do
Almirantado, com 362 km?, sendo que 32 km? dessa area, encontra-se livre de
gelo (BRAUN et al.,, 2001; ARIGONY-NETO et al.,, 2004). A Baia do
Almirantado abriga instalagcdes cientificas de 5 paises, inclusive a Estacao
Antartica Brasileira Comandante Ferraz (EACF), como pode ser observado na

figura 3.
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Figura 3. Localizagdo geografica da llha Rei George. A Estacdo Antartica Brasileira
Comandante Ferraz (CF) esta localizada na Peninsula de Keller, na Enseada de
Martel. A Estacdo Peruana de Machu Picchu (MP) esta localizada na Enseada de
Mackellar. A Estacao Polonesa de Henryk Arctowski (AR) e os refugios equatoriano
(RE) e americano (RA) estdo localizada na entrada da Baia do Almirantado (Adaptado
de RODRIGUES JR et al. (2013)).
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1.5. Fisiologia metabdlica de peixes antarticos

Apos o estabelecimento da ACC ha aproximadamente 30 milhdes
de anos, o isolamento dos organismos antarticos no oceano Austral culminou
na extingdo em massa de diversas espécies que habitavam aquela regiéo.
Contudo, acredita-se que os ancestrais dos nototenidides antarticos tenham
escapado deste confinamento ha aproximadamente 14 milhdées de anos e
colonizado regibes mais temperadas ao norte da ACC (DEVRIES &
STEFFENSEN, 2005). Desde entdo, os nototeniodides se isolaram em ambos
os habitats, e se especializaram, evoluindo sob a pressdo de temperaturas
baixas e estaveis (-1,8 °C a +2,0 °C), bem como nas regides subantarticas
adjacentes a Nova Zelandia, Australia e América do Sul, com temperaturas que
variam entre +5,0 °C a +10 °C (JOHNSTON et al., 1998; NEAR et al., 2012;
MAGNONI et al., 2013).

Os peixes da subordem Notothenioidei estdo restritos, em sua
maior parte, aos ambientes marinhos antartico e sub-antartico, onde constituem
boa parte da biomassa de peixes (DI PRISCO, 2000; EASTMAN, 2005). A
adaptacdo dos nototenidides as temperaturas baixas e estaveis dos mares
antarticos demandou adaptagcbes metabdlicas, as quais foram, em parte,
sustentadas pela selecao de proteinas enzimaticas com propriedades cinéticas
distintas dos peixes de aguas temperadas (SOMERO, G. N., 2004). Por outro
lado, a evolugdo em um ambiente termicamente estavel selecionou uma
ictiofauna estenotérmica e com baixa tolerancia ao aumento de temperatura
(RODRIGUES et al., 2011).

Bioquimicos e fisiologistas termais tem estudado o efeito da
temperatura sobre o metabolismo energético de peixes Antartico, considerando
que: a) a temperatura € o principal fator ambiental responsavel pela distribuicdo
geografica dos organismos (HOCHACHKA & SOMERO, 2002); b) a
temperatura tem um efeito direto sobre as velocidades das reagbes quimicas;
c) o aquecimento pode desestabilizar as estruturas proteicas e comprometer o
funcionamento de sistemas fisiologicos (SOMERO, G. N., 2004); d) os sistemas
geradores de ATP do metabolismo energético sdo a base de todos os sistemas
fisiologicos (CLARKE, 2003).
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Assim, as adaptacbes de peixes antarticos as baixas
temperaturas envolveu, em parte, a selecdo de enzimas com estruturas
proteicas mais flexiveis e mais susceptiveis a desnaturagao por aquecimento,
do que enzimas homodlogas de peixes marinhos de aguas temperadas.
Enzimas de peixes antarticos, analisadas em temperaturas proximas de 0 °C,
mostraram valores elevados de constantes cataliticas (Kcat) e baixos de
constantes de Michaellis (Kv), comparadas com as enzimas homodlogas de
peixes de aguas temperadas (SOMERO, G. N., 2004). Assim, o Ko 5 da enzima
fosfofructoquinase (PFK) do musculo axial do peixe antartico Trematomus
bernacchii, coletado em altas latitudes, € cerca de 20 vezes maior na
temperatura de 5 °C do que em 20 °C, bem como a sua mais resistencia a
inibicdo por ATP é maior na temperatura de 5 °C (RODRIGUES et al., 1994).

Em experimentos de aclimatagdo térmica com N. rossii e N.
coriiceps, observou-se que a defesa antioxidante hepatica dessas duas
espécies, ndo foram moduladas de forma consistente, pelo aquecimento a 8 °C
(MACHADO et al., 2014). A exposicdo de nototenidides antarticos, a
temperaturas proximas da critica maxima, mostrou que esses peixes sao
incapazes de modular, de forma consistente, a defesa antioxidante, o que
sugere perda da habilidade de elevar os niveis da defesa antioxidante em
resposta ao estresse térmico (MUELLER et al., 2012), embora o aquecimento
moderado ndo seja suficiente para causar dano oxidativo (MUELLER et al.,
2013).

O grau de especializagado térmica ndo é uniforme e varia entre as
espécies de peixes antarticos. As baixas taxas metabdlicas sdo capazes de
sustentar o crescimento desses peixes, mas dentro de uma faixa estreita de
temperatura e para um conjunto reduzido de atividades (PORTNER, 2006;
PORTNER et al., 2008). Alteragbes ambientais, sejam naturais ou antrépicas,
podem elevar as demandas energéticas de peixes, mobilizar substratos e
induzir respostas metabdlicas capazes de atender as necessidades dos
sistemas fisiolégicos (PORTNER et al.,, 2008; RODRIGUES et al., 2011).
Estudos com N. rossii mostraram que a hipercapnia e o aquecimento foram
capazes de modular o metabolismo energético, mas a baixa plasticidade

metabdlica desse espécie, pode ser fator limitante da capacidade de
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aclimatacdo a condicbes ambientais adversas (STROBEL, GRAEVE, et al.,
2013; STROBEL, LEO, et al., 2013).

1.5.1. Sangue

Boa parte do conhecimento sobre os elementos figurados
sanguineos e da quimica de proteinas, foram gerados a partir de estudos com
mamiferos e, particularmente, a partir de estudo com humanos. Diferente de
mamiferos, os eritrécitos de peixes sao nucleados e utilizam os niveis de ATP e
GTP como principais fosfatos organicos efetores da hemoglobina (VAL, 2000).
As baixas temperaturas do oceano Austral favorecem a dissolugéo do oxigénio
na agua do mar e nos fluidos biolégicos dos peixes antarticos, reduzindo a

necessidade fisioldgica de transportadores.

Em geral, os peixes antarticos apresentam uma baixa taxa de
eritrocitos e de hemoglobina no sangue, responsaveis, em parte, pela redugéo
de viscosidade e aumento de sua fluidez. Essa redugao ficou muito evidente
nos peixes da familia Channichthyidae, popularmente conhecidos como
“icefishes”, que perderam ao longo do processo evolutivo, a capacidade de
sintetizar hemoglobina. Esses peixes mantem um numero extremamente baixo
de células sanguineas, semelhantes a eritrocitos, e apresentam sangue incolor
(KUZMANN, 1991).

Normalmente, o plasma de peixes antarticos transporta
concentracbes baixas de albumina e elevadas de lipoproteinas, quando
comparado aos peixes marinhos de aguas temperadas (KOMATSU et al.,
1970). A auséncia de albumina no plasma de Dissostichus mawsoni, um
teledsteo da familia Nototheniidae, é compensada, em parte, por niveis mais
elevados de lipoproteinas plasmaticas de alta densidade (HDL), as quais s&o
responsaveis pelo transporte de acidos graxos livres no plasma (METCALF et
al., 1999).

Os niveis de glicose no plasma de peixes antarticos varia muito
entre as espécies, com registros entre 0,2 mmol.L”"' em Pachycara
brachycephalum a 14,4 mmol.L™" em Notothenia coriiceps (LOWE & DAVISON,

2005). Semelhante ao comportamento dos demais peixes, a glicose sanguinea
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encontra-se concentrada no plasma dos peixes Antarticos, sendo que muito
pouco desse carboidrato pode ser encontrado no interior de eritrécitos
(RODRIGUES et al., 1999).

O plasma de peixes, normalmente, transporta niveis mais
elevados de lipoproteinas e triglicerideos do que mamiferos, bem como
apresentam um “turnover” de lipideos plasmaticos bem mais elevado.
Aparentemente, isso é necessario para atender demandas energéticas do
tecido muscular e sustentar longos periodos de natacdo, bem com
disponibilizar glicerol e acidos graxos nao esterificados para sintese de
carboidratos e outros lipideos (MAGNONI et al., 2008).

Assim, o "turnover” elevado de lipideos € capaz de sustentar as
necessidades fisiologicas dos peixes durante longos periodos de natagdo e
restricbes alimentares, sem a necessidade de aumentar os niveis de lipideos
no plasma. Contudo, no estresse hiposalino, o peixe antartico N. rossii e o
teleGsteo de aguas temperadas Sparus auratus, elevaram expressivamente os
niveis de triglicerideos no plasma, provavelmente, para atender demandas
teciduais de realocacdo de energia (SANGIAO-ALVARELLOS et al., 2005;
RODRIGUES JR et al., 2013).

A osmolalidade do plasma sanguineo dos nototenidides antarticos
€ aproximadamente o dobro de teledsteos marinhos ndo antarticos, a qual é
mantida, principalmente, por niveis elevados de Na® e CI" (PETZEL, 2005).
Juntamente com as proteinas anticongelantes (AFGP), que reduzem o ponto
de congelamento do sangue através de mecanismo ndo coligativo, os niveis
elevados de Na* e CI contribuem para redugdo do ponto de congelamento,
através de propriedades coligativas (EASTMAN, 1993).

A temperatura é considerada um importante fator estressor de
peixes. Niveis de glicose sérica, hematocrito, cortisol, taxa de agua ingerida e
osmolalidade sérica, s&o alguns indicadores de estresse em peixes. Contudo,
peixes antarticos apresentam uma resposta atipica frente ao estresse térmico,
sem alterar os niveis do hematdcrito e de cortisol sérico, mas reduzindo a

osmolalidade plasmatica mediante reducdo dos niveis séricos de Na* e CI
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(HUDSON et al., 2008). Esse tipo de resposta sugere que o cortisol ndo tem
funcdo mineralocorticoide na aclimatagao térmica de peixes antarticos e que as
respostas osmorregulatérias, ndo devem ser respostas de estresse, mas,
provavelmente, uma habilidade de aclimatacdo associada a plasticidade

fenotipica desses peixes.

Por outro lado, os niveis de constituintes plasmaticos séao
excelentes ferramentas biomarcadoras de poluigdo ambiental e podem indicar
lesdes teciduais especificas, no caso das aminotransferases, ou marcadores
menos especificos, como niveis glicémicos, hemoglobina, proteinas e
hematdcrito, que sdo modulados em diversas situagdes de estresse.
Independente da especificidade do biomarcador, eles podem revelar o estado
fisiologico geral e de saude do organismo (VAN DER OOST et al., 2003).

1.5.2. Branquias

Ao longo dos ultimos 50 anos, com o auxilio de técnicas
moleculares e morfologicas, o tecido branquial que era visto como sendo
exclusivamente voltado para trocas gasosas, passou a ocupar o papel de
principal responsavel pelo controle da ion/osmorregulagao, da regulagao de pH
dos fluidos biolégicos e da excregado de compostos nitrogenados, bem como o
principal responsavel pelas respostas fisioldgicas frente as mudangas internas
e ambientais (EVANS et al., 2005).

A ampla superficie lamelar das branquias facilita n&do apenas a
trocas de agua, ions e gases com a agua do mar, mas também de substancias
téxicas, tornando esse tecido um dos principais sitios de danos causados por
poluentes ambientais em peixes (CORBETT et al., 2014). Os efluentes de
esgotos sdo misturas complexas constituidas de metais pesados, farmacos,
horménios esteroides, dentre outros compostos quimicos, 0s quais sao
capazes de desestabilizar membranas biologicas e alterar a atividade
metabdlica celular (GRUNG et al., 2007). A demanda energética do tecido
branquial de peixes € normalmente elevada e, em algumas espécies, o
consumo de oxigénio de branquias isoladas corresponde a cerca de 20% do

oxigénio total consumido pelo peixe (HWANG et al., 2011).
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O sistema respiratério e a estrutura branquial dos peixes
antarticos s&o muito semelhantes aos dos demais teledsteos marinhos
(EASTMAN, 1993). O tecido branquial é considerado o principal érgéo
responsavel pela ion osmorregulagdo de peixes e tem um custo energético
operacional elevado (BUCKING et al, 2010). A razdo atbmica
oxigénio/nitrogénio e os niveis de enzimas do metabolismo oxidativo tém sido
utilizados para estimar a preferéncia metabdlica por substratos energéticos.
Normalmente, lipideos, proteinas e carboidratos sao utilizados pelos tecidos
dos peixes como substratos energéticos, mas, sob condigbes de estresse,
principalmente, hiposalino, e dependendo da fase de desenvolvimento, a
preferéncia metabdlica por substratos energéticos proteicos e lipidicos pode ser
maior em relagao a de carboidratos (TSENG & HWANG, 2008).

A preferéncia metabdlica por substratos energéticos varia entre os
tecidos de peixes. Branquias, rins, cérebro, intestino posterior e bago da truta
marrom (Salmo trutta), tem maior preferéncia por glicose do que a musculatura
axial branca, isso tanto na normoglicemia como no jejum de 3 dias (BLASCO et
al., 2001). O elevado potencial oxidativo para acidos graxos monoinsaturados
do figado, musculo e coragao, e a presenga de um tecido adiposo expressivo e
difuso, sugerem que o metabolismo energético de peixes antarticos deve ser
baseado em lipideos. Por outro lado, os niveis relativamente baixos de
carnitina palmitoil-transferase sugerem que o tecido branquial de peixes
antarticos apresenta reduzida capacidade p-oxidativa de acidos graxos
(CROCKETT et al., 1999).

O potencial energético gerador de ATP do tecido branquial de
peixes pode ser avaliado pelo consumo de oxigénio e tem sido estimado em
menos de 20% do consumo total de oxigénio, variando muito entre as espécies
(TSENG & HWANG, 2008). O baixo potencial oxidativo de acidos graxos
monoinsaturados e a relacido positiva entre os niveis de hexoquinase e citrato
sintase sugerem que carboidratos e aminoacidos proteicos devem ser os
principais substratos energéticos das branquias de teledsteos antes do que a
oxidagao de acidos graxos (CROCKETT et al., 1999).
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A evolugdo dos peixes antartico em aguas estenotermais
selecionou espécies pouco tolerantes ao aumento de temperatura, sendo que o
aquecimento a 4 °C, ja é capaz de provocar alteragdes metabdlicas capazes de
elevar, no curto prazo, o consumo de oxigénio dos peixe antartico (MORRIS &
NORTH, 1984; ROBINSON & DAVISON, 2008a). Contudo, o consumo de
oxigénio e da velocidade critica de natacdo do peixe antartico Pagothenia
borchgrevinki nao foram alterados na aclimatagdo térmica de longo prazo
(ROBINSON & DAVISON, 2008b). A compensagdo parcial das taxas
metabdlicas de N. rossii na aclimatagao térmica, sugerem que o suprimento de
oxigénio dos tecidos pode limitar o metabolismo energético desse peixe. Nesse
caso, a capacidade ventilatoria maxima pode ser o fator determinante dos
limites da janela de tolerancia termal desses peixes (PORTNER et al., 2004;
STROBEL et al., 2012).

Os estudos de aclimatagcdo térmica também revelaram que o
aumento de temperatura é capaz de elevar os niveis de Na/K-ATPase
branquial de Trematomus bernacchii, sem alterar os niveis de cortisol e do
hematocrito no plasma sanguineo (HUDSON et al., 2008). Essa alteracéo foi
acompanhada de redugdo dos niveis de Na* e K, bem como da reducéo da
osmolalidade e aumento da taxa de ingestao de agua do mar (PETZEL, 2005).
Por outro lado, estudo conduzido com esse peixe antartico, coletado em locais
préximos da saida do esgoto da ETE da Estagdo de Davis, localizada no
Antartica Oriental, revelou que o efluente do esgoto € capaz de alterar a
estrutura histologica das branquias (CORBETT et al., 2014), mas o estudo n&o

avaliou o impacto do esgoto sobre o metabolismo branquial.
1.5.3. Rim

Apoés décadas de estudo, o tecido renal passou de érgédo com
funcdo meramente excretoras para um 6rgdao com diversas fungbes, como
regulador do volume do fluido extracelular, mantenedor da concentracéo de
diversas substancias osmoticamente ativa, regulador do pH sanguineo e
excretor de produtos indesejaveis do metabolismo. Além de participar
efetivamente do metabolismo de proteinas, carboidratos, lipideos e catabolismo

de peptideos hormonais, bem como produzindo substancias fisiologicamente
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ativas que regulam a pressao sanguinea, coagulagdo sanguinea, equilibrio de
Ca®" e moduladores do efeito hormonal (NATOCHIN, 1996).

Embora os rins ndo tenham a mesma relevancia das branquias
nas questdes envolvendo a ion/osmorregulagdo, pois ndo excretam Na* e K*
contra um gradiente osmotico, os tubulos renais sdo capazes de excretar
ativamente Mg?*, Ca®* e SO4* (DOBBS Il & DEVRIES, 1975).

A demanda energética do rim é suprida, em parte, por substratos
metabodlicos estocados nesse 6Orgdo, mas a mobilizagdo de substratos
energéticos também tem sido observada na aclimatagdo salina de teledsteos
(PRODOCIMO et al., 2008). Semelhante aos demais tele6steos marinhos, os
nototenidides antarticos sdo hipotbnicos em relacdo a agua do mar e
necessitam ingerir agua do mar para evitar a sua desidratacdo. Contudo, a
osmolalidade sérica (575 mOsm kg™') dos teledsteos antarticos é quase o
dobro dos de aguas temperadas (330 mOsm kg™') (PETZEL, 2005).

Os rins de teledsteos podem ser classificados com base na
presenga de néfrons glomerulares (espécies de agua doce e eurialinos),
néfrons glomerulares em pequena quantidade (espécies eurialinos e marinhos)
ou néfrons aglomerulares (varias espécies marinhas) (WHITTAMORE, 2012). A
formacédo de urina, em boa parte dos teledsteos antarticos, é realizada por
néfrons aglomerulares, os quais sdo incapazes de promover a filtracdo do
sangue (EASTMAN, 1993).

A urina excretada pelos rins aglomerulares é formada por um
processo totalmente diferente dos demais vertebrados. A regido proximal dos
néfrons termina como um tubo cego, sem a presenga de uma capsula de
Bowman. Moléculas com massa inferior a 40.000 Da sdo normalmente filtradas
na capsula de Bowman dos rins de vertebrados e reabsorvidas nos tubulos
renais e/ou excretadas na urina. O aglomerulismo em peixes antarticos evita a
perda de AFGP de baixa massa molecular (<21.500 Da) pela urina, reduzindo
gastos energéticos desnecessarios com a reabsor¢do renal e/ou sintese de
novas AFGP (DEVRIES et al., 1970; DOBBS Il et al., 1974).
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Semelhante aos demais teledsteos marinhos, os nototenidides
antarticos s&o hipotbénicos em relacdo a agua do mar. Contudo, a sua
osmolalidade sérica (575 mOsm kg™') é quase o dobro dos teledsteos de aguas
temperadas (330 mOsm kg'). Os principais eletrdlitos nao proteicos
plasmaticos responsaveis pela manutencdo da osmolalidade sdo o sddio e o
cloreto. O gradiente osmético entre a agua do mar (1.024 mOsm kg™, McMurdo
Sound) e o plasma dos teledsteos antarticos resulta normalmente na perda de
agua para o meio externo, que é compensada pela ingestdo de agua do mar,
evitando assim a desidratacdo (PETZEL, 2005).

A agua do mar ingerida sofre dessalinizagéo parcial no es6fago
de teledsteos, com a absorgéo passiva de Na* e CI'. No estémago esse fluido
sofre uma pequena diluicdo e chega ao intestino com osmolalidade semelhante
a do plasma sanguineo. A absorgdo de agua no intestino esta, primariamente,
associada com o co-transporte dos ions Na® e CI, os quais s3o,
subsequentemente, excretados pelas branquias, mantendo assim o equilibrio
hidro-eletrolitico (WHITTAMORE, 2012).

Por outro lado, a agua do mar contém concentragdes
relativamente pequenas, mas significativas, de Ca®*, Mg?* e SO4%. A redugao
da absorcdo intestinal de Ca** protege os rins de uma sobrecarga de Ca®*. A
secregdo de HCO3 ™ na luz intestinal alcaliniza o meio (pH=9,0) e é responsavel
por insolubilizar o Ca®* (menos expressivamente o Mg?*) na forma CaCOs,
reduzindo a osmolalidade do fluido intestinal e criando um gradiente osmatico,
que promove absorgao adicional de agua (WHITTAMORE et al., 2010). Assim,
apenas 10-11% do Mg®" 9-15% de SO4* e 1-8% do Ca*" da agua do mar séo
absorvidos no intestino e efetivamente removidos do sangue pelos rins
(WHITTAMORE, 2012).

Os rins de peixes antarticos, semelhante aos demais teledsteos,
sdo incapazes de secretar urina hiperosmoética em relacdo ao plasma, mas os
cations divalentes, como Mg** e Ca®', sdo excretados ativamente contra um
gradiente de concentragdo, mostrando que esse tecido é um sitio de controle
do metabolismo mineral. O Mg2+ € o principal cation urinario, sendo a sua

excrecdo acompanhada de CI. Embora o intestino seja a principal via de
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excrecdo de Ca?*, proveniente da agua do mar ingerida, os rins tém papel
critico no controle fino desse cation. Por outro lado, os rins excretam muito
pouco do Na* e K" absorvidos no eséfago e intestino dos peixes (DOBBS Il &
DEVRIES, 1975).

1.5.4. Musculos

A musculatura axial dos nototenidides antarticos € utilizada para
natacdo. A maioria das espécies nadam em baixas velocidades e utilizam as
nadadeiras peitorais como propulsores para executar, principalmente,
movimentos verticais lentos. Ja a nadadeira caudal € utilizada para movimentos
rapidos, objetivando a captura de presas ou para fuga de predadores
(JOHNSTON, IAN A., 1989; EASTMAN, 1993).

Boa parte dos peixes antarticos adultos s&o bentdnicos,
apresentam habitos sedentarios e permanecem apoiados no fundo espreitando
as suas presas (EASTMAN, 1993; CLARKE & JOHNSTON, 1996). A
musculatura axial dos nototenidides antarticos de sangue vermelho, pode
ultrapassar 50% da sua massa corpérea, embora, em N. coriiceps (N. neglecta,
Nybelin), uma espécie muito abundante no infralitoral da Peninsula Antartica e
llhas adjacente, a musculatura axial corresponde a apenas 30% da massa
corporal (EASTMAN, 1993).

O midtomo de peixes antarticos € composto de musculos brancos
(fibras brancas, de contragdo rapida), vermelhos (fibras vermelhas, de
contracdo lenta) e ténicos (fibras vermelhas, de contragdo tbnica), dispostos
em camadas, semelhante a estrutura muscular dos demais teledsteos
marinhos e diferente de mamiferos, que apresentam musculos hibridos

compostos de fibras brancas e vermelhas intercaladas (EASTMAN, 1993).

As fibras brancas, com didmetro entre 200 e 450 um, predominam
na musculatura axial e s&o responsaveis pelos movimentos rapidos presentes
nas atividades de predacdo (JOHNSTON, IAN A., 1989). A baixa densidade
capilar e o numero reduzido de mitocdndrias, bem como as baixas

concentragdes de lipideo e glicogénio dessas fibras, sugerem que a atividade
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fisiologica desse tecido é sustentada por um metabolismo energético
eminentemente anaerobio (JOHNSTON, I. A., 1989).

Os musculos vermelhos sédo formados de fibras de pequeno
didametro (cerca de 50 - 65um), com boa vascularizagdo (EASTMAN, 1993). A
presencga de mioglobina em baixas concentragdes nos nototenidides de sangue
vermelho favorece as trocas as gasosas com o sangue. A elevada densidade
mitocondrial no entorno das fibras vermelhas e o pequeno espaco entre as
mitocondrias, sugerem que as demandas energéticas dessas fibras devem ser

supridas por um metabolismo energético aerobio.

As fibras vermelhas s&o mais lentas em relagdo as brancas e
particularmente importantes na regido de insergdo das nadadeiras peitorais.
Embora as fibras vermelhas correspondam a apenas 3% do total de fibras
musculares de alguns nototenidides, boa parte da rotina natatoria desses
peixes bentbnicos envolve movimentos lentos, sustentados pelas nadadeiras
peitorais (JOHNSTON, IAN A., 1989).

A proporgao entre fibras rapidas (brancas) e lentas (vermelhas)
varia muito entre as espécies de peixes antarticos. Em Pleuragramma
antarcticum, uma espécie pelagica, a maior concentragao de fibras vermelhas
(9,7%), foi encontrada em regido proxima da nadadeira caudal. Ja em N.
coriiceps, uma espécie demersal, a proporc¢ao de fibras vermelhas ao longo da
musculatura axial € homogénea e corresponde a cerca de 3% da massa
muscular (JOHNSTON, I. A., 1989).

As fibras ténicas sdo de didmetro ainda menor (= 25 um) do que
as fibras vermelhas e estdo localizadas, principalmente, na regido da linha
lateral, onde formam uma camada na superficie das fibras vermelhas
(EASTMAN, 1993).
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1.5.5. Figado

O figado de nototenidides antarticos € uma massa proeminente,
avermelhada, localizada na por¢ao superior da cavidade abdominal, sendo que
a maior parte dessa massa, esta localizada na por¢cao esquerda da linha
meédia. A vesicula biliar esta localizada na face dorsal do figado e ndo se
apresenta visivel na perspectiva ventral da viscera. A estrutura do parénquima
hepatico contempla uma complexa rede de ductos biliares que convergem para
um ducto biliar comum, o qual estd conectado a vesicula biliar. O
prolongamento desse ducto biliar comum termina no intestino médio
(EASTMAN & DEVRIES, 1997).

Os hepatdcitos dos nototenidides antarticos sdo estruturalmente
semelhantes ao demais teledsteos, embora a quantidade de vacuolos contendo
lipideos seja expressivamente maior do que o encontrado em outros
vertebrados (EASTMAN & DEVRIES, 1981). A presenca de niveis elevados de
lipidios em tecidos de peixes antarticos, armazenados em estruturas
vacuolares, caracteriza a presenca de um tecido adiposo difuso. A auséncia de
bexiga natatéria e a presencga conteudos lipidicos elevados, o qual é maior nas
espécies pelagicas em relagdo as bentbnicas, tem papel fundamental na
flutuag&o neutra desses peixes (EASTMAN, 1993).

O endotélio sinusoidal do figado de peixes antarticos é
descontinuo, embora o espago perissinusoidal de Disse seja reduzido,
comparado com os de mamiferos. Os peixes antarticos apresentam um unico
tipo de célula perissinusoidal (CP) no parénquima hepatico, posicionadas
adjacentes aos espacgos perissinusoidais. Um numero incomum e elevado de
CP foi encontrado no figado do peixe antartico pelagico Dissostichus mawsoni
(uma CP para cada 7 hepatécitos). Em espécies demersais essa razéo € bem
menor, sendo de 1 para 13 em Pagothenia borchgrevinki e 1 para 15 em
Trematomus bernacchii, sendo ainda menor no figado de mamiferos, onde a
razdo é de uma CP para cada 20 hepatdcitos (EASTMAN & DEVRIES, 1981).
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2. JUSTIFICATIVA

O fluoreto presente no exoesqueleto do krill antartico,
aparentemente, n&o exerce efeito toxico sobre os organismos que se
alimentam desse crustaceo. Estudos com vertebrados antarticos mostraram
que o fluoreto sofre bioacumulagdo no tecido 6sseo (ADELUNG et al., 1985;
XIE & SUN, 2003). A presenga de enolases mais resistentes a inibigdo por
fluoreto em organismos que se alimentam de krill, sugerem os niveis elevados
desse halogénio, presentes na dieta de pinguins e peixes antarticos, podem ter
atuado seletivamente na preservacdo de estruturas enzimaticas mais

resistentes a inibi¢cao por fluoreto (BACILA et al., 1989).

Por outro lado, faltam estudos sobre os possiveis efeitos do
fluoreto no comportamento bioquimico e fisiolégico desses organismos. O
peixe N. rossii se alimenta oportunisticamente de krill antartico e, embora
acumule fluoreto no tecido 6sseo, os niveis de fluoreto nos tecidos moles s&o
semelhantes ao de organismos que nao se alimentam de krill antartico
(OEHLENSCHLAGER & REHBEIN, 1982; CAMARGO, 2003). Nossa primeira
hipétese considera que o fluoreto tréfico ndo deve modular os niveis de
enzimas chaves do metabolismo energético, da defesa antioxidante e do
catabolismo da L-arginina, na condigdo termo-salina de 0 °C e 35 psu,
considerando que essa € uma condi¢cado termo-salina-tréfica natural de N. rossii.
Como segunda hipotese, postulamos que o fluoreto tréfico em condigdes
termo-salinas estressantes pode modular o metabolismo de N. rossii. O
objetivo de avaliar o impacto do fluoreto sobre o metabolismo de peixes
antarticos em condi¢cbes de estresse termo-salino, levou em consideragdo o
panorama climatico/ambiental da Peninsula Antartica, que é uma das trés
regides do planeta que sofre aquecimento acelerado, acompanhado pelo
derretimento de geleiras (CLARKE, JOHNSTON, et al., 2007).

Desde o inicio da exploragdo da Antartica, em meados do século
XIX, com a instalacbes de estagdes cientificas de diversos paises e,
posteriormente, com o aumento exponencial das atividades de turismo a partir
da década de 50, o ecossistema antartico vem sendo exposto a diferentes

poluentes, como aqueles provenientes da queima e vazamento de
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combustiveis fosseis, efluentes de esgoto e descarte de produtos quimicos,
dentre outros. Dessa forma, os organismos antarticos ficaram expostos as
concentragbes crescentes de uma gama de poluentes, que ndo estiveram

presentes ao longo da sua historia evolutiva (ARONSON et al., 2011).

As adaptagdes moleculares dos nototenidides as temperaturas
baixas e estaveis da Antartica (MATSCHINER et al., 2011), a expressiva
biomassa dessa familia de peixes nos mares antarticos, o elevado numero de
espécies endémicas (EASTMAN, 2005) e a posicdo dos nototenidides na
cadeia alimentar do ecossistema antartico, sdo algumas das razbes que
motivaram a escolha de nototenidides como organismos alvo do presente

estudo.

Notothenia rossii e Notothenia coriiceps estdao entre as quatro
espeécies de nototenidides mais abundantes na Baia do Almirantado (SKORA &
NEYELOV, 1992), llha Rei George. As resposta biomarcadoras de peixes a
poluentes, variam muito entre espécies e apesar da mobilidade relativamente
alta de algumas espécies, essa classe de organismos tem sido considerada a
mais conveniente para o monitoramento de poluentes em sistemas aquaticos
(VAN DER OOST et al., 2003).

A escolha de N. rossii e N. coriiceps como espécies alvo do
presente estudo levou em consideragdo: a) a proximidade filogenética dessas
duas espécies, como forma de avaliar o impacto do efluente do esgoto sobre
as respostas metabodlicas de espécies que divergiram pouco ao longo do
processo evolutivo; b) a restricdo de movimentos dessas duas espécies em
torno das suas areas de residéncia (cerca de 233 m? para N. coriiceps)
(CAMPBELL et al., 2008), como potenciais organismos alvo, de programas de
monitoramento de impactos antropicos, no entorno de estagdes cientificas do
litoral da Antartica e c) a abundancia dessas duas espécies na Baia do

Almirantado.

Considerando que o metabolismo energético é a base de todos os
sistemas fisiologicos (CLARKE, 2003) e que certas condigdes de poluicdo

ambiental elevam as demandas energéticas de peixes (GORBATIUK, 2013),
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nossas principais hipoteses, seriam que o efeito do efluente da EACF fosse
capazes de: 1) elevar os niveis de enzimas chaves do metabolismo energético,
defesa antioxidante e catabolismo da L-arginina das bréanquias, rins e
musculos; 2) aumentar o potencial gliconeogénico e glicogenolitico hepatico
voltado para manutengdo dos niveis plasmaticos de glicose; 3) elevar o
potencial energético de osmorregulagédo do tecido branquial; 4) elevar os niveis

de substratos energéticos plasmaticos; 5) elevar o catabolismo de L-arginina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Avaliar o efeito do fluoreto tréfico sobre o metabolismo hepatico
de N. rossii em condi¢des termo-salinas variaveis, bem como avaliar o impacto
do efluente da Estagcdo de Tratamento de Esgoto (ETE), da Estagdo Antartica
Comandante Ferraz (EACF), sobre o metabolismo dos peixes antarticos N.

rossii e N. coriiceps.
3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito do fluoreto sobre o metabolismo hepatico de N.
rossii, utilizando os niveis enzimas como “proxy” do metabolismo energético,

defesa antioxidante e do catabolismo da L-arginina, do figado de N. rossii.

Avaliar o efeito do efluente da ETE sobre o metabolismo
branquial, renal, muscular, hepatico e constituintes plasmaticos de N. rossii, no
curto e longo prazo, e de N. coriiceps no curto prazo, sobre o metabolismo
energético, defesa antioxidante, catabolismo da L-arginina e metabolismo de
xenobidticos, utilizando os niveis de enzimas como “proxy” do metabolismo.
Também objetivamos avaliar as lesbes hepaticas oxidativas, determinando os

niveis de carbonilacdo de proteinas (PCO) e peroxidagéo lipidica (LPO).
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4. MATERIAIS E METODOS

Os bioensaios para avaliar os efeitos de fatores ambientais
(salinidade, temperatura e fluoreto) foram conduzidos com espécimes de N.
rossii durante as Operagdes Antarticas XXVIII e XXIX; e os bioensaios para
avaliar o impacto de fatores antrépicos (efeito do efluente do esgoto da EACF),
foram utilizadas espécimes de N. rossii e N. coriiceps, coletadas durante as
Operacdes Antarticas XXX e XXXII. Os niveis de enzimas do metabolismo
energético, defesa antioxidante, catabolismo da L-arginina e metabolismo de
xenobidticos foram acessadas para avaliar o impacto dos fatores naturais e
antropicos sobre o metabolismo dessa duas espécies de peixes antarticos.

Essas informagdes estdo sumarizadas na figura 4.
4.1. Coleta do material biolégico

Os peixes antarticos Notothenia rossii e Notothenia coriiceps
foram coletados com linha e anzol, em profundidade de 10 a 20 metros, nos
ambientes marinhos de Punta Plaza (PP) e “Glaciar Ecology” (ECO), Baia do
Almirantado, llha Rei George, Antartida (figura 5), e utilizados nos
experimentos com fluoreto e efluente da ETE. Os peixes foram transportados
em caixas/tanques, dos locais de coleta para EACF e mantidos em tanques
com agua do mar, por um periodo de 3 dias, em condig&o termo-salina préxima
do ambiente natural (0 °C e 35 psu), como forma de reduzir o estresse causado

pela captura.
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Figura 4. Viséo geral do presente estudo, no qual avaliou-se o efeito do fluoreto tréfico
e do efluente do esgoto da EACF sobre o metabolismo dos peixes antarticos
Notothenia rossii e Notothenia coriiceps. Os efeitos do fluoreto sobre o metabolismo
hepatico foram conduzidos em quatro condigdes termo-salinas, incluindo duas
temperaturas (0 e 4°C) e duas salinidades (20 e 35). O efluente do esgoto diluido na
agua do mar foi utilizado para avaliar o seu efeito sobre o metabolismo de N. rossii
(diluicdes 0,05% (v/v) e 0,5% (v/v)) e N. coriiceps (diluigdo 0,5% (v/v)). Os niveis de
enzimas metabdlicas foram acessados nos tecidos hepatico, branquial, muscular e
renal. Os niveis de constituintes plasmaticos foram acessados como “proxy” de
respostas metabdlicas (Fonte: O autor).
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Figura 5. Sitios de coleta na Baia do Almirantado, llha Rei George. Os peixes
antarticos Notothenia rossii e Notothenia coriiceps foram capturados em Punta Plaza
(PP), ha cerca de 500 m da EACF (CF, 62°05’0”S/ 58°23'28"W), e na Enseada do
Glaciar “Ecology” (ECO), préximo da Estacao Cientifica Polonesa de Arctowski (AR,
62°10'03,5"S/58°26'59,8"W) (Fonte: Adaptado de google mapas).
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4.2. Protocolo experimental

Os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1% plv
dissolvida em agua do mar), pesados, marcados com linha colorida na
nadadeira dorsal e transferidos para tanques aquario de 1000 L, na propor¢ao
de 1 peixe para cada 150 — 170 L de agua do mar, em condi¢des termo-salina
proxima a da natureza (figura 6B). Os espécimes foram mantidos nessa
condicdo durante 3 dias para minimizar o estresse causado pela manipulacéo,
bem como, os animais foram condicionados a busca de alimento, o qual foi
oferecida espetada em longo estilete, e direcionada até os mesmo. A aeracgéo
dos aquarios foi continua e o fotoperiodo foi de 12h, em todos os experimentos.

Figura 6. Laboratorio de bioensaios da Estacdo Antartica Comandante Ferraz. Os
peixes antarticos foram mantidos em tanques de 1000 L, vista lateral dos tanques na
foto A e superior na foto B (Fonte: O Autor).
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4.2.1. Bioensaios com fluoreto

Os oito experimentos foram conduzidos para avaliar o impacto de
fatores ambientais sobre o metabolismo hepatico de N. rossii, com 12
espécimes por experimento, combinando duas condigbes térmicas (0 e 4 °C),
duas condigdes salinas (35 e 20 psu) e duas condigbes troficas (dieta sem e
com fluoreto). O desenho experimental com o numero de peixes analisados, ao

final de cada experimento, encontra-se resumido na figura 7.

A condicdo termo-salina de 0 °C e 35 psu foi definida como
controle, por se tratar da condigdo experimental mais proxima do ambiente
natural desses peixes. Os bioensaios, na salinidade de 20 psu, foram iniciados
reduzindo gradativamente, a salinidade da agua do mar, de 35 psu para 20
psu, ao longo de um periodo de 6h. Os bioensaios, na condi¢cdo térmica de 4
°C, foram iniciados elevando, gradativamente, a temperatura da agua do mar,

de 0 °C para 4 °C, ao longo de um periodo de 6 horas.

Os peixes foram alimentados, diariamente, com musculo axial de
peixes antarticos, correspondente a 1% da massa corporea de cada espécime
em estudo. A alimentacdo com fluoreto foi conduzida injetando, na parte central
do alimento, um pequeno volume de solugdo contendo 15 mg de fluoreto de
sédio por quilo do espécime em estudo, que corresponde a ingestao de 6,8 mg
de fluoreto por quilo do espécime. O alimento foi espetado na ponta de um
longo estilete, e direcionado para cada um dos espécimes, em fungcédo da sua
massa corporea. Os peixes que recusaram o alimento ao longo dos
experimentos, foram mantidos nos tanques, mas foram excluidos da analises

ao final dos experimentos.

O tempo maximo estabelecido para captura do alimento foi de 30
segundos, como forma de preservar o fluoreto contido no alimento e evitar
perdas por difusdo. Apos oferecer o alimento por 30 segundos sem sucesso, 0
alimento foi substituido e oferecido novamente ao peixe. Peixes que recusaram
o alimento em trés tentativas consecutivas foram excluidos das analises

bioquimicas ao final dos experimentos, assim, como ilustrado na figura 7,
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houve uma reducdao do “n” experimental, em decorréncia do insucesso

alimentar.

Os niveis de amoénia e nitrito foram monitorados diariamente e os
aquarios foram sifonados a cada dois dias, com a renovagao de 50% da agua,
na mesma condicdo de cada experimento. Os bioensaios tiveram duracido de

11 dias. Todos os experimentos foram iniciados com 12 peixes.

0°C 4°C
Sem Fluoreto
Trofico 35_psu ZOEsu 35_psu ZOEsu
n=10 n=4 n=11 n=6
(S)
(035S) (020S) (435S) (420S)
FT'”‘,’r.em 35psu 20psu 35psu 20psu
rofico
n=12 n=4 n=12 n=5
(F)
(035F) (020F) (435F) (420F)

Figura 7. Desenho experimental referente ao impacto do fluoreto, temperatura e
salinidade sobre o metabolismo hepatico do peixe antartico Notothenia rossii. Os oito
bioensaios foram conduzidos combinando a interagdo de duas temperaturas (0 °C e 4
°C), duas salinidades (35 e 20 psu) e duas condigbes troficas (alimento fluoretado e
nao fluoretado). O numero de espécimes (n) analisados, ao final de cada experimento.
As siglas utilizadas para indicar as condi¢gdes experimentais, foram: 035S - sem
fluoreto, 0 °C, 35 psu; 035F — com fluoreto, 0 °C, 35 psu; 020S — sem fluoreto, 0 °C, 20
psu; 020F — com fluoreto, 0 °C, 20 psu; 435S — sem fluoreto, 4 °C, 35 psu; 435F — com
fluoreto, 4 °C, 35 psu; 420S — sem fluoreto, 4 °C, 20 psu; 420F — com fluoreto, 4 °C, 20
psu (Fonte: O autor).

Ao final de cada experimento, os peixes foram sacrificados
mediante secgdo da coluna vertebral, em local proximo da base do créanio, o
tecido hepatico foi retirado, transferido para criotubos e imediatamente

congelados em nitrogénio liquido. As amostras foram transportas e mantidas
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em nitrogénio liquido até o momento das analises realizadas no laboratorio de
bioquimica da Universidade de Taubaté (UNITAU).

4.2.2. Bioensaios com efluente da ETE

Todos os experimentos foram conduzidos com agua do mar na
condi¢do termo-salina de 0 °C e 35 psu. Os peixes do controle experimental
(n=10) foram mantidos em tanques com agua do mar sem a adigéo de efluente.
Os experimentos com o efluente da ETE, foram conduzidos nas dilui¢des de
0,5% (v/v) e 0,05% (v/v). Os experimentos de curto prazo (exposi¢ao de 96
horas, agudo) foram conduzidos com N. rossii (n=10) e N. coriiceps (n=10),
com o efluente diluido para 0,5% (v/v). Os experimentos de longo prazo
(exposigcao de 25 dias, sub-crénico) foram conduzidos apenas com N. rossii
(n=12 para cada experimento), com o efluente diluido a 0,05% (v/v) e 0,5%
(V/v).

A agua do efluente do esgoto, utilizada nos respectivos
bioensaios, foram coletadas préximo a desembocadura do efluente na Enseada
Martel. O efluente é proveniente do tratamento de agua negra, oriunda de
vasos sanitarios e mictérios, que passam por tratamento primario e, apds
filtracdo anaerdbia, segue para um sistema de tratamento secundario. As
aguas cinzas, coletadas de chuveiros e pias passam por um sistema de
retencdo de material sélido e também sdo submetidas a filtragdo anaerdbia. Ao
final, o efluente de ambos os tratamentos sdo combinados e langados no infra-
litoral proximo a EACF (GRONDAHL et al., 2009; TARASENKO & GILBERT,
2009).

O desenho experimental dos bioensaios com efluente da ETE
esta sumarizado na figura 8. Os bioensaios com efluente foram iniciados,
adicionando lentamente, ao longo de um periodo de 6h, o efluente da ETE na
agua do mar dos tanques. A agua dos tanques foi trocada (50% do volume
total) a cada 2 dias, na mesma condigdo de cada experimento, sendo que os
bioensaios ocorreram sob o regime semi estatico. Bem como os peixes foram
alimentados, diariamente, com musculo axial de peixes antarticos,

correspondente a 1% da massa corpérea de cada espécime em estudo.
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Ao final dos experimentos, o sangue foi coletado mediante puncéo
da veia caudal com seringa heparinizada. A coleta foi realizada sem anestesia
e em tempo de coleta inferior a 60 segundos, minimizando o impacto do
estresse da coleta sobre os niveis dos constituintes sanguineos (PANKHURST,
2011). As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas por 10
minutos a 2.000 x g, sendo as amostras de plasma transferidas para tubos

criogénicos e, imediatamente, congeladas em nitrogénio liquido.

Os peixes foram subsequentemente sacrificados por seccao da
coluna vertebral, em local proximo da base do cranio. Amostras de branquias
(2° arco branquial), figado (I6bulo inferior), rins (parte média e posterior) e
musculo (musculatura branca), foram transferidas para tubos criogénicos e

imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.

O controle positivo de etoxiresorufin-O-dietilase (EROD), foi
conduzido injetando uma dose unica de B-naftoflavona (B-NF) na cavidade
peritoneal de N. rossii, equivalente a 10 mg de B-NF/kg peixe, dissolvida em
oleo de soja. Volumes de 100 uL foram injetados para cada 100 g de peso do
espécime, como descrito por Di Bello et al. (2007). Os peixes foram mantidos
durante 25 dias, na condigdo termo-salina de 0 °C e 35 psu. A agua dos
tanques foi trocada (50% do volume total) a cada 2 dias, na mesma condigao
termo-salina. Bem como os peixes foram alimentados, diariamente, com
musculo axial de peixes antarticos, correspondente a 1% da massa corpérea
de cada espécime em estudo. Imediatamente apds o tempo experimental, os
peixes foram sacrificados, o I6bulo inferior do figado removido e congelado em
nitrogénio liquido. Todas as amostras foram transportadas e armazenadas em

nitrogénio liquido, até a sua analise no laboratorio de bioquimica da UNITAU.
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e N\ (O N
Sem Efluente Com Efluente
N. rossii (Animais Controle) (Animais Experimentais)
n=10 n=10
\ J \_ J
e N\ N
. Sem Efluente Com Efluente
N. coriiceps (Animais Controle) (Animais Experimentais)
n=10 n=10
\. 7\ J

25 dias - 0,5% e 0,05% (v/v)

n Sem Efluente Com Efluente 0,5%(v/v) | |Com Efluente 0,05%(v/v)
N. rossii (Animais Controle) (Animais Experimentais) | | (Animais Experimentais)
n=10 n=12 n=12

Figura 8. Desenho experimental dos bioensaios realizados com o efluente da estagéo
de tratamento de esgoto (ETE) da Estagdo Antartica Comandante Ferraz (EACF). Os
bioensaios de 96 horas (curto prazo, agudo) foram conduzidos com Notothenia rossii e
Notothenia coriiceps, com o efluente diluido a 0,5% (v/v), na agua do mar dos tanques.
Os bioensaios de 25 dias (logo prazo, sub-crdnico) foram conduzidos apenas com N.
rossii, com o efluente diluido a 0,05% (v/v) e 0,5% (v/v). O nimero de espécimes (n)
utilizado esta indicado abaixo de cada condigdo experimental (Fonte: O autor).

4.3. Obtengao de homogeneizados teciduais

Os tecidos foram homogeneizados em Potter-Elvehjen, na
propor¢ao de 10 mL de tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) para cada grama de
tecido, como descrito por Torres & Somero (1988a). Os homogeneizados foram
sonicados durante 15 segundos e centrifugados a 14.000 g durante 10 minutos.
Os sobrenadantes foram imediatamente utilizados para determinagdo da
atividade das enzimas hexoquinase (HK), glicogénio fosforilase (GPase),
glicose-6-fosfatase (G6Pase), fosfofructoquinase (PFK), citrato sintase (CS),

lactato desidrogenase (LDH), malato desidrogenase (MDH), glicose-6-fosfato
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desidrogenase (G-6-PDH), glutationa redutase (GR), superoxido dismutase
(SOD) e arginase (ARG).

O tecido branquial utilizado para determinacao da atividade Na/K
ATPase foi homogeneizado em Potter-Elvehjen, na propor¢do de 5 mL de
tampéo SEID (tamp&o imidazol 50 mM (pH 7,3), EDTA 10 mM, sacarose 250
mM e acido desoxicdlico 0,3% (p/v)) por grama de branquia. Os
homogeneizados foram sonicados durante 15 segundos, centrifugados a
10.000 g por 10 minutos e a fracdo sobrenadante, imediatamente, utilizada
para determinagao da atividade da Na/K ATPase (MCCORMICK, 1993).

O tecido hepatico, utilizado para determinar a atividade da EROD,
foi homogeneizado em Potter-Elvehjen na proporcao de 1g de figado para 5mL
de tampéo de extracdo, contendo tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,4, KCI
150 mM, EDTA 1mM e ditiotreitol 1mM. Os homogeneizados foram sonicados
durante 15 segundos e centrifugados a 14.000xg por 30 minutos, para eliminar
restos celulares e mitocOndrias. Os sobrenadantes dessa etapa foram
centrifugados a 100.000xg por 1 hora para sedimentacdo da fragcéo
microssomal, sendo os sobrenadantes descartados e os sedimentos,
constituido de microssomos, ressuspensos em 1ml de tampao fosfato de sodio
100 mM, pH 7,4, contendo KCI 150 mM, EDTA 1mM, ditiotreitol 1mM e glicerol
20% (v/v). Os conteudos foram sonicados para a total dispersdo dos
microssomos e a suspensdo microssomal foi congelada em freezer a -80°C e,
analisada posteriormente, quanto a atividade da EROD (NILSEN et al., 1998).
Todas as etapas preparativas de homogeneizados foram conduzidas em

temperaturas entre 0 e 4 °C.
4.4. Procedimentos analiticos

Todas as determinagbes bioquimicas foram conduzidas em
triplicata. Os métodos analiticos utilizados para quantificar os constituintes
plasmaticos e mensurar as atividades enzimaticas teciduais, foram previamente
validados no laboratério de bioquimica da UNITAU, utilizando amostras

biolégicas de peixes antarticos.
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4.4.1. Constituintes plasmaticos

Os niveis de proteinas totais (PT), albumina (Alb), calcio (Ca),
fosfato inorganico (P/), magnésio (Mg), cloreto (Cl), triglicerideos (TG),
colesterol (Col) e glicose (Gli) foram determinados no plasma de N. rossii e N.
coriiceps, utilizando Kits reagentes da Labtest Diagndstica S.A. — Vista Alegre,
Minas Gerais, Brasil. Os métodos analiticos foram otimizados para
microanalises, com volumes de reagentes entre 200 a 250 pL. Todas as
leituras espectrofotométricas foram conduzidas no leitor de microplacas
FLUOstar OPTMA.

4.4.1.1. Metabdlitos nao proteicos

A glicose plasmatica foi determinada pelo método enzimatico da
hexoquinase, na qual a glicose-6-fosfato formada na reagdo catalisada pela
hexoquinase, foi oxidada a 6-fosfogliconato na presenca da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase e NADP" como agente oxidante. O NADPH+H" formado

na reacgao foi quantificado espectrofotometricamente em A=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 esterases, originando colesterol n&o
esterificado e acido graxo. Assim, o colesterol total foi oxidado na presencga da
colesterol oxidase originando agua oxigenada, que na presengca de 4-
aminoantipirina e fenol, e sob a agdo de peroxidases, originou o croméforo
antipirilquinonimina. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em
A=505 nm.

Os triglicerideos foram determinados pelo método enzimatico
Trinder. Os ésteres de glicerol presentes nas lipoproteinas plasmaticas foram
hidrolisados na presencga da lipase lipoproteica. O glicerol formado na reagéo
foi fosforilado em glicerol-3-fosfato, na presengca de gliceroquinase, e
subsequentemente oxidado pela glicerol-3-fosfato oxidase, formando agua
oxigenada, que na presenca de 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, originou o
cromoforo quinoneimina. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em
A=505 nm.



58

4.4.1.2. Proteinas

O conteudo proteico total foi determinado pelo método de Biureto
em A=550 nm. A fracdo albuminica foi quantificada pelo método do verde de
bromocresol. O complexo albumina-verde de bromocresol foi quantificado em
A=600 nm. A fragdo globulinica do plasma sanguinea foi calculada subtraindo a

fragdo albuminica da proteina total.
4.4.1.3. Eletrélitos nao proteicos

O magnésio foi determinado pelo método do magon sulfonado. O
complexo magon-magnésio foi quantificado espectrofotometricamente em
A=505 nm. O método da cresoltaleina complexona foi utilizado na determinagéo
do calcio, no qual o complexo formado entre a purpura de ftaleina e o calcio foi
quantificado em A=560 nm. O cloreto foi determinado pelo método do tiocianato
de mercurio, no qual o tiocianto liberado na reag&o reagiu com ions féricos,
originando tiocianato férrico de coloragcdo amarelada, que absorve luz em
A=505 nm. A concentragédo de fosfato inorganico foi determinada pelo método
de Fiske e Subarrow (1925), no qual o fosfato inorganico reage com molibdato
de amdnio, em meio alcalino, formando o azul de molibdénio, que absorve luz
em A=340 nm.

As concentracdes de proteinas totais e albumina foram expressas
em g/L e as demais concentragdes de constituintes plasmaticos em mmol/L. Os
limites de linearidade dos métodos analiticos foram verificados previamente
através de curvas de referencia. As amostras com leituras espectrofotométricas
acima do limite da linearidade foram diluidas com solugdo salina 9 g/L e
submetidas a novas analises. Todas as determinagbes de constituintes
plasmaticos foram baseadas em reagdes de ponto final (BURTIS &
ASHWOOD, 1994).

4.4.2. Determinacgao da atividade enzimatica

As analises enzimaticas foram realizadas em microplacas de 384
pogos, exceto a arginase que foi determinada em placas de 96 pogos e a

catalase determinada, em cubetas de 1 mL com caminho éptico de 1 cm. As
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leituras de absorbancia em microplacas foram realizadas no leitor FLUOstar
OPTMA. As leituras espectrofotométricas referentes a enzima catalase foram
realizadas no espectrofotdbmetro Beckman DUG640. Todas as reagdes

enzimaticas foram realizadas na temperatura ndo desnaturante 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 variagdo de absorbancia 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 tampao Tris-HCI 100 mM (pH 7,4), contendo
glicose-6-fosfato 1,0 mM e NADP* 0,2 mM. A variagdo 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
tampéo Imidazol 50 mM (pH 7,4), contendo glicose 2,0 mM, ATP 2,0 mM,
cloreto de magnésio 10mM, NADP" 0,4 mM, ditiotreitol 1,0 mM, cloreto de
potassio 2,0 mM e glicose-6-fosfato desidrogenase 0,3 U/mL. A variagcéo 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-HClI 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, glicerofosfato desidrogenase 1 U/mL, aldolase 1,2 U/mL,
triose fosfato isomerase 10 U/mL e frutose-6-fosfato 5,0 mM. A variacdo de
absorbancia foi acompanhada de forma continua em A=340 nm (BALDWIN et
al., 2007).

A atividade da glicose-6-fosfatase (G6Pase, EC. 3.1.3.9) foi
determinada por método descontinuo, em sistema de reacdo contendo tampéo
imidazol 100 mM (pH 6,5), glicose-6-fosfato 26,5 mM, EDTA 1,8 mM (ALEGRE

et al., 1988). O fosfato formado na reagao de hidrolise catalisada pela G6Pase,
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foi quantificado pelo método do verde de malachita, como descrito por Fathi et
al. (2002). A reacédo catalisada pela G6Pase foi interrompida pela adicdo do
reativo verde de malachita (contendo molibdato de amoénia, verde de malachita
e acido cloridrico) e o sistema foi mantido em temperatura ambiente por 15
minutos. A cor esverdeada do complexo formado entre fosfato inorganico e
malachita e molibdato, foi lida em A=600 nm. As leituras espectrofotométricas
foram convertidas em pmol de fosfato inorganico contra uma curva de

referéncia.

A atividade da lactato desidrogenase (LDH, EC. 1.1.1.27) foi
determinada em tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo piruvato de sodio
2,0 mM, cloreto de potassio 100 mM e NADH+H" 150 uM. A variacdo de
absorbancia foi acompanhada de forma continua em A=340 nm (THUESEN et
al., 2005).

A atividade da citrato sintase (CS, EC. 4.1.3.7) foi determinada em
tampéo 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
variagao 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 tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo oxaloacetato 0,4
mM, cloreto de magnésio 20 mM e NADH+H" 150 puM. A variagdo de
absorbancia foi acompanhada de forma continua em A=340 nm (CHILDRESS &
SOMERO, 1979).

A atividade da sodio/potassio adenosina trifosfatase (Na'/K*
ATPase, EC. 2.4.1.1) foi determinada em tamp&o Imidazol 50 mM (pH 7,4),
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 sddio 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
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Na/K ATPase foi calculada subtraindo a atividade total da atividade da ATPase
na presenga de ouabaina (MCCORMICK, 1993).

A atividade da catalase (CAT EC. 1.11.1.6) foi determinada em
tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH 7,0), contendo peroxido de hidrogénio 30
mM. A variagcédo de absorbancia foi acompanhada de forma continua em A=240
nm (REGOLI et al., 1997).

A atividade da superdéxido dismutase (SOD EC. 1.15.1.1) foi
determinada em tamp&o carbonato de sdédio 100 mM (pH 10,2), contendo
EDTA 0,0175 mM, cloreto de azul de nitrotetrazolio (NBT) 1mM e hidroxilamina
3,7 mM. A variagdo de absorbancia foi acompanhada de forma continua A=560
nm (KONO, 1978).

A atividade da glutationa redutase (GR EC. 1.8.1.7) foi
determinada em tampé&o fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), contendo EDTA
0,5 mM, NADPH+H" 0,25 mM e glutationa oxidada 1 mM. A variagdo de
absorbancia foi acompanhada de forma continua em A=340 nm (LUSHCHAK &
BAGNYUKOVA, 2006).

A atividade da etoxiresorufin-o-dietilase (EROD) foi determinada
em tampdo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo NADPH+H" 4 mM e
etoxiresorufin 2 uM. A quantificagdo espectrofluorimétrica da atividade EROD
foi realizada, de forma continua, acompanhando a variagao da intensidade de
fluorescéncia, excitando o sistema de reacdo em A=560nm e lendo a luz
emitida em A=590 nm (HEFFERNAN & WINSTON, 1998; RADENAC et al.,
2004).

A determinagdo de peroxidagdo de lipideos (LPO) foi realizada
segundo o método FOX, descrito por JIANG, et al.(1991; 1992). A quantificagcéo
de peroxidacéo lipidica nas amostras foram realizadas em sistemas de reacao
contendo metanol (100%), xilenol laranja 0,1 mM, &acido sulfurico 25 mM,
hidroxitolueno butilado (BHT) 4 mM e sulfato ferroso amoniacal (FeSO4.NH,)
0,25 mM. Amostras dos homogeneizados foram adicionadas a esse sistema de

reacdo e mantidas durante 20 minutos a temperatura ambiente. Apds
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centrifugacédo a 10.000xg durante 10 minutos, os sobrenadantes foram lidos em
A=550 nm.

A determinagdo de proteinas carboniladas (PCO) foi realizada
como descrito por LEVINE, et al. (1994). Aliquotas do homogeneizado foram
incubadas em sistema de reagao contendo 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) 10
mM e HCI 2M, e a mistura foi incubada a 37 °C durante 90 minutos. Apds
adicdo de acido tricloroacético para concentragcdo final de 28% (p/v), os
microtubos foram centrifugados a 10.000xg por 10 minutos e os sobrenadantes
descartado. Os sedimentos foram ressuspensos em uma mistura de etanol e
acetato de etila na propor¢gdo de 1:1 e posteriormente centrifugados. O
processo de lavagem do sedimento com etanol e acetato de etila foi repetido
por mais duas vezes. Apds a ultima lavagem, os sedimentos foram
ressuspensos em cloreto de guanidina 6 M, centrifugados a 10.000xg por 10
minutos. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em microplacas de

96 pocos, em A=340 nm.

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 reagdo enzimatica foi
conduzida em microtubos, adicionando de 10 a 40 yL de homogeneizado ao
sistema de reagado, para compor um volume final de 250 pL. A reacado foi
interrompida com 250 yL de HCI 0,75 M e os microtubos centrifugados a
10.000xg por 5 minutos. Aliquotas de 25 pL dos sobrenadantes foram
transferidas para microtubos contendo 25 pL de agua e 100 pL de ninidrina
(6% (p/v) em 2-metoxietanol). Apds aquecimento a 100 °C por 25 minutos, os
microtubos foram arrefecidos e aliquotas de 100 yL foram transferidas para
placa de 384 pocos. As leituras de absorbancias foram realizadas em A=520
('YAMU et al., 2008).

A atividade das enzimas HK, CS, MDH, LDH, SOD e GR foram
determinadas nas branquias, rim, musculo e figado; G6PDH e ARG nas
branquias, rim e figado;, PFK nas branquias e musculos, GPase no rim e

figado, a Na/K-ATPase nas brénquias, e a G6Pase no figado.
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As atividades enzimaticas foram expressas em pmol de substrato
transformado em produto no tempo de um minuto (U) ou em nmol de substrato
transformado em produto no tempo de um minuto (mU). As atividades
enzimaticas foram normalizadas em fungdo da concentragdo de proteinas dos

homogeneizadas e expressas U/mg de proteinas ou mU/mg de proteinas.
4.4.2.1. Vias metabdlicas acessadas

Os niveis enzimaticos foram acessados como “proxy” das vias
glicolitica, glicogenolitica, gliconeogénica, ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA)
e catabolismo da L-arginina (figura 9) bem como da defesa antioxidante celular
(figura 10).
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Figura 9. Enzimas do metabolismo energético acessadas no presente estudo, como
“proxy” do metabolismo energético. Hexoquinase (HK), glicose-6-fosfatase (G6Pase),
glicogénio fosforilase (GPase), fosfofructoquinase (PFK), lactato desidrogenase (LDH),
malato desidrogenase (MDH), citrato sintase (CS) e arginase (ARG). (Fonte: O Autor).
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Figura 10. Enzimas da defesa antioxidante acessadas no presente estudo, como
‘proxy” da defesa antioxidante. Superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). (Fonte: O Autor)
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4.4.3. Conteudo proteico dos homogeneizados

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

4.5. Tratamento de dados

Os valores absolutos dos niveis de constituintes plasmaticos, bem
como das atividades enzimaticas, foram relativizados em fungao dos valores do
grupo controle (0 °C, 35 psu, sem efluente), considerando que a condigdo
termo-salina do controle é a mais proxima do ambiente natural de N. rossii e N.
coriiceps. O valor 100% foi atribuido ao controle e os resultados dos demais

grupos experimentais foram expressos em porcentagem relativa ao controle.

Assim, os valores relativizados expressam a diferenca porcentual
dos niveis de constituintes/atividades em relacdo ao controle. Os calculos
estatisticos, comparando os grupos controle com experimentais, foram
realizados com os valores absolutos e, posteriormente, transpostos para os
graficos relativos (figura 11). A relativizagdo de dados e a sua apresentagao na
forma de graficos secundarios, com valores expressos em porcentagem,

ficaram restritos aos experimentos realizados com o efluente da ETE.
4.6. Tratamento Estatistico

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando os
“softwares” Statistica 7.0 para Windows (ANOVA trifatorial) e GraphPad Prism
6.0 para Macintosh (teste t de student). Os resultados foram expressos como
média + EPM (erro padrdo da média). Os valores médios dos grupos
experimentais com efluente da ETE foram relativizados em fun¢do do valor
meédio do grupo controle. As comparagdes estatisticas, entre os tratamentos
dos grupos experimentais com fluoreto, foram realizadas aplicando teste
ANOVA trifatorial (temperatura, salinidade e fluoreto como fatores fixos),
seguidos “a posteriori” de teste Tukey pareado para amostras com tamanhos
diferentes. As comparagdes estatisticas entre o grupo controle e o grupo

experimental com efluente, foram realizadas aplicando teste t-Student.
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A homogeneidade das varidncias foi previamente verificada
através do teste de Levene e a transformagdo logaritmica dos dados foi
realizada quando necessario. As diferengas foram consideradas significativas

para p<0,05.
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Figura 11. Relativizagdo de dados em fung¢do do grupo controle. Os valores absolutos,
obtidos a partir de andlises bioquimicas, estdo representados no grafico A, onde letras
minusculas diferentes sobre as barras indicam valores estatisticamente diferentes para
p<0,05. No grafico secundario (B), construido com os dados relativizados e expressos
em porcentagem, as diferengas estatisticas entre grupo controle e experimental, estao
indicadas por asteriscos (*) sobre as barras, para p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do fluoreto sob o metabolismo hepatico

Ao longo dos bioensaios, os animais alimentados com musculo
axial de peixes antarticos enriquecido com fluoreto, ndo apresentaram os sinais
classicos de intoxicagao por fluoreto (SIGLER & NEUHOLD, 1972), bem como,
nao apresentaram diferengas comportamentais, comparado aos animais que

receberam dieta ndo enriquecida com fluoreto.
5.1.1. Metabolismo energético

A dieta enriquecida com fluoreto, o aquecimento em 4 °C e a
baixa salinidade n&o foram capaz de modular significativamente os niveis
hepaticos das enzimas HK, G6Pase, CS, MDH e LDH de N. rossii. Também
nao foram observados efeitos de possiveis interagcdes entre temperatura,

salinidade e fluoreto sobre os niveis dessas enzimas (tabela 1).

As comparagdes estatisticas, entre os grupos experimentais,
avaliando o efeito desses trés fatores sobre o metabolismo energético do
figado de N. rossii, bem como os possiveis efeitos decorrentes de interagdes
entre esses trés fatores, estdo sumarizadas na tabela 1. Os valores médios das

atividades enzimaticas estdo mostrados na figura 12.
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Tabela 1. Comparagéo estatistica dos niveis de enzimas do metabolismo energético
do figado de N. rossii. Hexoquinase
sintase (CS), malato desidrogenase (MDH) e lactato desidrogenase (LDH), foram
comparadas entre grupos experimentais de N. rossii. Os valores de p e F foram
obtidos a partir de analise ANOVA ftrifatorial, tendo temperatura (1), salinidade (2) e
fluoreto (3) como fatores fixos. As possiveis interagbes entre os fatores temperatura -
salinidade (12), temperatura - fluoreto (13), salinidade - fluoreto (23) e temperatura —
salinidade — fluoreto (123) também foram estatisticamente avaliadas.

(HK), glicose-6-fosfatase (G6Pase), citrato

HK G6Pase CS MDH LDH
Fatores
F p F p F p F p F p

1 0,6021 0,4412 0,0378 | 0,8465 | 0,3633 | 0,5492 | 1,1066 | 0,2975 | 0,8185 | 0,3698
2 0,8097 0,3723 2,7635 | 0,1023 | 0,2650 | 0,6088 | 0,0842 | 0,7726 | 1,0379 | 0,3131
3 0,5635 0,4562 1,7586 | 0,1904 | 0,0102 | 0,9198 | 1,2510 | 0,2683 | 0,2032 | 0,6540
12 2,2133 0,1428 0,0626 | 0,8033 | 0,0879 | 0,7679 | 0,7022 | 0,4058 | 3,8014 | 0,0567
13 1,3062 0,2583 0,0993 | 0,7539 | 0,0707 | 0,7913 | 0,3611 | 0,5504 | 0,2879 | 0,5938
23 0,7743 0,3829 0,0942 | 0,7601 | 0,0144 | 0,9046 | 0,7110 | 0,4028 | 0,6597 | 0,4204
123 0,0472 0,8288 0,4257 | 0,5169 | 0,0500 | 0,8237 | 0,6606 | 0,4199 | 0,0928 | 0,7618
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Figura 12. Niveis hepaticos de enzimas do metabolismo energético de Nofothenia
rossii. Os grupos experimentais foram aclimatados em diferentes condigées termo-
salino-troficas, sendo: 035S — 0 °C, 35 psu, sem fluoreto; 035F - 0 °C, 35 psu, com
fluoreto; 435S — 4 °C, 35 psu, sem fluoreto; 435F - 4 °C, 35 psu, com fluoreto; 020S —
0 °C, 20 psu, sem fluoreto; 020F - 0 °C, 20 psu, com fluoreto; 420S — 4 °C, 20 psu,
sem fluoreto; 420F - 4 °C, 20 psu, com fluoreto. As atividades especificas das enzimas
hexoquinase (HK), glicose-6-fosfatase (G6Pase), citrato sintase (CS), malato
desidrogenase (MDH) e lactato desidrogenase (LDH) foram plotadas pela média + erro
padrdo da meédia (EPM). Letras diferentes acima das barras indicam diferengas
significativas para p<0,05.
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5.1.2. Defesa antioxidante

As comparagdes estatisticas referentes aos efeitos da
temperatura, salinidade e fluoreto, bem como de possiveis interagdes entre
esses trés fatores, sobre a defesa antioxidante do figado de N. rossii, estéo
sumarizadas na tabela 2. Os valores médios das atividades enzimaticas estéo

mostrados nos graficos da figura 13.

Os niveis de G6PDH nao foram modulados significativamente
pelo aquecimento, baixa salinidade ou fluoreto, embora, a baixa salinidade
tenha provocado uma reducédo dos niveis de G6PDH (p=0,0699). Nao foram
observadas diferengas estatisticas significativas, de interagdes entre

temperatura, salinidade e fluoreto, capazes de modular os niveis de GGPDH.

O fluoreto trofico e a baixa salinidade nao foram capazes de
modular significativamente os niveis de SOD no figado de N. rossii. Contudo, o
aquecimento em 4 °C reduziu acentuadamente os niveis dessa enzima. Nao
foram observadas diferengas estatisticas significativas, de interagdes entre

temperatura, salinidade e fluoreto, capazes de modular os niveis de SOD.

Os niveis hepaticos de GR ndo foram modulados pelo fluoreto,
aquecimento em 4 °C ou baixa salinidade. Ndo foram observadas diferengas
estatisticas significativas, de interagbes entre temperatura, salinidade e

fluoreto, capazes de modular os niveis de GR.

Os niveis hepaticos de CAT foram modulados negativamente pelo
aquecimento em 4 °C. A baixa salinidade e fluoreto ndo modularam os niveis
dessa enzima. N&do foram observadas diferengas estatisticas significativas, de
interagbes entre temperatura, salinidade e fluoreto, capazes de modular os
niveis de CAT.



73

Tabela 2. Comparacéao estatistica entre os niveis de enzimas da defesa antioxidante
do figado de N. rossii. Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), superéxido
dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) foram comparadas entre
os diferentes grupos experimentais de N. rossii. Os valores de p e F foram obtidos a
partir de analise ANOVA frifatorial, tendo temperatura (1), salinidade (2) e fluoreto (3)
como fatores fixos. As possiveis interacdes entre os fatores temperatura - salinidade
(12), temperatura - fluoreto (13), salinidade - fluoreto (23) e temperatura — salinidade —
fluoreto (123) também foram estatisticamente avaliadas.

G6PDH SOD GR CAT
Fatores
F p F p F p F p

1 0,0555 0,8145 1,1325 | 0,2922 | 0,0353 | 0,8516 | 5,8665 | 0,0189
2 3,4217 0,0699 6,7305 | 0,0123 | 0,5220 | 0,4733 | 2,1401 | 0,1495
3 0,1520 0,6981 2,6318 | 0,1109 | 2,2753 | 0,1377 | 0,2043 | 0,6531
12 1,9467 0,1687 0,0274 | 0,8691 | 0,0024 | 0,9605 | 1,3118 | 0,2573
13 0,0014 0,9694 2,0959 | 0,1538 | 0,0671 | 0,7966 | 3,1408 | 0,0822
23 0,0763 0,7834 0,1728 | 0,6793 | 0,7951 | 0,3768 | 0,1437 | 0,7061
123 0,6009 0,4416 0,5628 | 0,4565 | 1,8094 | 0,1846 | 2,0132 | 0,1618
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Figura 13. Niveis hepaticos de enzimas da defesa antioxidante de Notothenia rossii.
Os grupos experimentais foram aclimatados em diferentes condi¢gées termo-salino-
tréficas, sendo: 035S — 0 °C, 35 psu, sem fluoreto; 035F - 0 °C, 35 psu, com fluoreto;
435S — 4 °C, 35 psu, sem fluoreto; 435F - 4 °C, 35 psu, com fluoreto; 020S — 0 °C, 20
psu, sem fluoreto; 020F - 0 °C, 20 psu, com fluoreto; 420S — 4 °C, 20 psu, sem
fluoreto; 420F - 4 °C, 20 psu, com fluoreto. As atividades especificas das enzimas
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), superoxido dismutase (SOD), glutationa
redutase (GR)e catalase (CAT), foram plotadas pela média + erro padrao da média
(EPM). Letras diferentes acima das barras indicam diferencga significativa para p<0,05.
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5.1.3. Metabolismo da L-arginina

As comparagdes estatisticas referentes aos efeitos da
temperatura, salinidade e fluoreto, bem como de possiveis interacbes entre
esses trés fatores, sobre os niveis de arginase hepatica de N. rossii, estdo
sumarizadas na tabela 3. Os valores médios das atividades argininoliticas

estdo mostrados na figura 14.

A presenga de niveis elevados de fluoreto na dieta, o
aquecimento em 4 °C e a baixa salinidade ndo foram capazes de alterar
significativamente os niveis de arginase no figado de N. rossii. Bem como, ndo
foram observadas diferencas estatisticas significativas, decorrentes de

possiveis interacdes entre temperatura, salinidade e fluoreto.

Tabela 3. Comparacao estatistica dos niveis de arginase (ARG) hepatica, entre
grupos experimentais de N. rossii. Os valores de p e F foram obtidos a partir de
analise ANOVA trifatorial, tendo temperatura (1), salinidade (2) e fluoreto (3) como
fatores fixos. As possiveis interagbes entre os fatores temperatura - salinidade (12),
temperatura - fluoreto (13), salinidade - fluoreto (23) e temperatura — salinidade —
fluoreto (123) também foram estatisticamente avaliadas.

ARG
Fatores
F p
1 0,5784 0,4504
2 1,0456 0,3113
3 1,0357 0,3136
12 0,0076 0,9304
13 3,3759 0,0719
23 1,4717 0,2306
123 2,3389 0,1323
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Figura 14. Niveis hepaticos de arginase (ARG) em Notothenia rossii. Os grupos
experimentais foram aclimatados em diferentes condi¢des termo-salino-tréficas,
sendo: 035S - 0 °C, 35 psu, sem fluoreto; 035F - 0 °C, 35 psu, com fluoreto; 435S — 4
°C, 35 psu, sem fluoreto; 435F - 4 °C, 35 psu, com fluoreto; 020S — 0 °C, 20 psu, sem
fluoreto; 020F - 0 °C, 20 psu, com fluoreto; 420S — 4 °C, 20 psu, sem fluoreto; 420F - 4
°C, 20 psu, com fluoreto. As atividades especificas de ARG foram plotadas pela média
+ erro padrdao da média (EPM). Letras diferentes acima das barras indicam diferenca
significativa para p<0,05.
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5.2. Efeito do efluente da ETE sobre o metabolismo de nototenidides

antarticos

Todos os peixes sobreviveram as condi¢cdes experimentais com
efluente da ETE. Contudo, os peixes expostos ao esgoto se mostraram mais

ativos na busca por alimento, comparado aos animais do grupo controle.
5.2.1. Constituintes plasmaticos

Os niveis de constituintes plasmaticos de N. rossii € N. coriiceps,
apos exposicdo de 96 horas (curto prazo) ao efluente do esgoto da EACF,
diluido para 0,5% (v/v) na agua dos tanques; bem como os experimentos de
longo prazo (25 dias), conduzidos apenas com N. rossii, nas diluigdes de 0,5%

(v/v) e 0,05% (v/v), entdo sumarizados nos graficos da figura 15.
5.2.1.1. Metabdlitos nao proteicos

A exposicao de N. rossii ao efluente do esgoto n&o alterou os
niveis de glicose plasmatica, tanto no curto como no longo prazo (figura 15B, C
e D). Independente da diluicdo do efluente (0,5% (v/v) ou 0,05% (v/v)), a N.
rossii foi capaz de manter a sua glicemia, no longo prazo, em valores proximos
do controle experimental (figura 15C E D). Diferentemente, a glicemia de N.
coriiceps sofreu reducado (p<0,007) na exposicédo de curto prazo com o efluente

do esgoto diluido para 0,5% (v/v) (figura 15A).

Os niveis de TG plasmatico de N. rossii sofreram aumento
(p<0,0001), na exposicdo de curto prazo, na presencga do efluente diluido a
0,5% (v/v) (figura 15B). No longo prazo, os niveis de TG plasmatico da N. rossii
tenderam a aumentar tanto na diluigdo do esgoto para 0,5% (v/v) como em
0,05% (v/v), mas a diferenga nao foi significativa para p<0,05 (figura 15C e D).
Ja o nivel de TG plasmatico de N. coriiceps n&o sofreu alteragdo no curto prazo

com o efluente do esgoto diluido para 0,5% (v/v) (figura 15A).

O colesterol plasmatico de N. rossii e N. coriiceps sofreram
elevagcdo na exposigao de curto prazo com o efluente diluido para 0,5% (v/v)
(figura 15A e B). Na exposi¢cao de longo prazo, com o efluente diluido para

0,5% (v/v), o colesterol plasmatico de N. rossii foi mantido em niveis elevados,
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mas na diluicdo de 0,05% (v/v) essa hipercolesterolemia nao ficou

estatisticamente evidente (figura 15C e D).
5.2.1.2. Proteinas plasmaticas

Os niveis de proteinas totais no plasma de N. rossii e N. coriiceps
nao sofreram alteragdes significativas na exposi¢do de curto e longo prazo,
bem como em relag&o as diferentes diluigdes do efluente do esgoto, apenas no
caso da N. rossii (figuras 15). Contudo, os niveis de albumina no plasma de N.
rossii sofreram aumento na exposi¢éo tanto de curto como de longo prazo e na
exposi¢cao ao efluente diluido para 0,5% (v/v) (curto e longo prazo) e 0,05%
(v/v) (longo prazo) (figuras 15B, C e D). Esse aumento de albumina no plasma
de N. rossii foi acompanhado pela redugéo dos niveis de globulinas (figuras
15B, C e D). De forma diferente, a exposi¢cao ao efluente induziu redugéo dos
niveis de albumina e aumento de globulinas no plasma de N. coriiceps (figura
15A).

5.2.1.3. Eletrélitos nao proteicos

Os niveis de cloreto e calcio no plasma de N. rossii e N. coriiceps
nao sofreram alteragbes significativas em nenhuma das condigdes
experimentais (figuras 15). Os niveis de magnésio no plasma de N. rossii foram
modulados positivamente na exposicéo ao efluente diluido a 0,5% (v/v), tanto
no curto como no longo prazo (figuras 15B, C e D). Essa modulagao nao ficou
evidente no plasma de N. rossii expostas ao efluente diluido para 0,05% (v/v),

no longo prazo (figura 15D).

De maneira oposta, os niveis de magnésio sofreram redugcéo no
plasma de N. coriiceps na exposicdo de curto prazo ao efluente diluido para
0,5% (v/v) (figura 15A). Em todas as condi¢gbes experimentais, os niveis de
fosfato inorganico sofreram elevagédo significativa no plasma de N. rossii
(figuras 15B, C e D). Diferente de N. coriiceps que né&o foi capaz de modular o
nivel desse eletrdlito na exposigdo ao efluente diluido para 0,5% (v/v) (figura
15A).
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Figura 15. Niveis relativos de constituintes plasmaticos de Notfothenia coriiceps (A) e Notothenia rossii (B), expostas por 96 horas ao efluente
do esgoto da EACF, diluido a 0,5% (v/v); bem como, espécimes de N. rossii expostas por 25 dias, ao efluente da EACF, nas diluigées de 0,5%
(v/v) (C) e 0,05% (v/v) (D). Os valores relativizados expressam a diferenca porcentual dos niveis de constituintes plasmaticos do grupo
experimental em relagdo ao controle. As siglas correspondem aos constituintes, Gli: glicose; TG: triglicérides; Col: colesterol; PT: proteinas
totais; Glob: globulinas; Alb: albumina; CI: cloreto; Mg: magnésio; Ca: calcio; Pi: fosfato inorganico. O asterisco sobre as barras indica diferencga
significativa para p<0,05 em relagao ao controle.



80

5.2.2. Metabolismo branquial

O efeito do efluente do esgoto da EACF sobre o metabolismo
branquial dos peixes antarticos N. rossii e N. coriiceps, foi avaliado com base
nos niveis de enzimas do metabolismo energético, da defesa antioxidante, do

catabolismo da L-arginina e do potencial energético da osmorregulacéo.
5.2.2.1. Metabolismo energético

A exposicao de N. rossii ao efluente do esgoto da EACF, diluido a
0,5% (v/v) na agua do mar dos tanques, foi capaz de modular negativamente
os niveis de HK, MDH e LDH do tecido branquial, no curto prazo (figura 16B).
Contudo, a resposta metabdlica de N. coriiceps, nessa mesma condi¢cao
experimental, nd&o modulou os niveis de HK e MDH, mas foi capaz de modular
negativamente os niveis de LDH (figura 16A). Ja os niveis de PFK, uma enzima
chave da via glicolitica, ndo foram modulados em ambas as espécies (figura
16). Os niveis de CS, enzima marcadora do metabolismo energético aerobio,

sofreram elevacéo, tanto em N. rossii como em N. coriiceps (figura 16).

Na exposicdo de longo prazo, a resposta do metabolismo
energético branquial de N. rossii, em ambas as dilui¢ées do efluente (0,5% (v/v)
e 0,05% (v/v)), foi marcada pela modulagédo positiva dos niveis das enzimas
HK, CS e MDH, sem modulagdo dos niveis de PFK (figura 16B, C e D). Os
niveis de LDH sofreram redugéo na exposigcao ao efluente diluido a 0,05% (v/v)
(figura 16D), mas n&o sofreram alteracdo na exposicéo ao efluente diluido a
0,5% (v/v) (figura 16C).

5.2.2.2. Defesa antioxidante

Na exposi¢ao de curto prazo, o efluente de esgoto, diluido a 0,5%
(v/v), modulou positivamente os niveis de G6PDH branquial, em ambas as
espécies. Nessa mesma condi¢gdo experimental ficou evidente a modulacao
negativa nos niveis de GR, sem alteracdo dos niveis de SOD, em ambas as
espécies. Ja os niveis de catalase branquial sofreram reducdo em N. rossii e

permaneceram inalterados em N. coriiceps, a curto prazo (figura 16A e B).
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Nos experimentos de longo prazo, a defesa antioxidante do tecido
branquial apresentou resposta metabdlica semelhante, nas duas diluicbes do
efluente (0,5% (v/v) e 0,05% (v/v)). Contudo, diferente da exposicéo de curto
prazo, os niveis de G6PDH nao foram modulados pelo efluente e os niveis de

GR foram modulados positivamente (figuras 16B, C e D).
5.2.2.3. Metabolismo da L-arginina

O potencial catabodlico de L-arginina do tecido branquial de N.
rossii € N. coriiceps foi modulado positivamente no curto prazo, na presenca do
efluente diluido a 0,5% (v/v) (figura 16A e B). Na exposi¢do de longo prazo,
tanto na diluicgdo do efluente a 0,5% (v/iv) como 0,05% (v/v), a atividade

argininolitica ndo foram moduladas de forma significativa (figura 16C e D).
5.2.2.4. Potencial energético de osmorregulagao

O potencial energético de osmorregulagado do tecido branquial,
marcado pelos niveis da enzima Na/K-ATPase, ndo sofreu alteracdo em
nenhuma das condi¢gdes experimentais, seja na presenca do efluente diluido a
0,5% (v/v) ou 0,05% (v/v), na exposicédo de curto e longo prazo, em ambas as

espécies (figuras 16).
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Figura 16. Niveis relativos das enzimas branquiais de Notothenia coriiceps (A) e Notothenia rossii (B), expostas ao efluente do esgoto diluido a
0,5% (v/v), durante 96 horas; bem como de espécimes de N. rossii expostas ao efluente durante 25 dias, nas diluigbes de 0,5% (v/v) (C) e
0,05% (v/v) (D). Os niveis das enzimas hexoquinase (HK), fosfofructoquinase (PFK), citrato sintase (CS), malato desidrogenase (MDH), lactato
desidrogenase (LDH), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), superédxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), catalase (CAT),
arginase (ARG) e Na/K-ATPase foram utilizados como marcadores metabolicos. Os valores relativizados expressam a diferenga porcentual
dos niveis de enzimas do grupo experimental em relagdo ao controle. O asterisco sobre as barras indicam diferenga significativa para p<0,05
em relagc&o ao grupo controle.
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5.2.3. Metabolismo renal

O efeito do efluente do esgoto da EACF sobre o metabolismo
renal dos peixes antarticos N. rossii e N. coriiceps, foi avaliado com base nos
niveis de enzimas do metabolismo energético, da defesa antioxidante e do

catabolismo da L-arginina.
5.2.3.1. Metabolismo energético

O tecido renal elevou expressivamente os niveis de todas as
enzimas do metabolismo energético, tanto em N. rossii como N. coriiceps, apos
exposicéo de 96 horas ao efluente da ETE diluido a 0,5% (v/v), (figura 17A e
B). Contudo, o aumento dos niveis de CS foi mais expressivo em N. coriiceps
do que em N. rossii. A modulagao positiva dos niveis de GPase, MDH e LDH

foram semelhantes em ambas espécies (figura 17A e B).

Na exposigcdo de longo prazo, conduzida apenas com N. rossii,
0s niveis de todas as enzimas do metabolismo energético analisadas no
presente estudo, permaneceram elevadas tanto na presenca do efluente da
ETE diluido a 0,5% (v/v) como a 0,05% (v/v). Embora a diferenga entre as duas
diluicdes do efluente seja de uma ordem de grandeza, a intensidade da
modulagdo positiva dos niveis de enzimas do metabolismo energético, foi

mantida dentro da mesma ordem de grandeza (figura 17C e D).
5.2.3.2. Defesa antioxidante

O perfil da modulacédo da defesa antioxidante do tecido renal de
N. rossii e N. coriiceps, expostas no curto prazo ao efluente da ETE diluido a
0,5% (v/v), foi muito semelhante. Em ambas as espécies foi observado
aumento dos niveis de G6PDH, e os niveis de GR permaneceram
estatisticamente inalterados. Por outro lado, os niveis de CAT sofreram
reducao significativa em N. rossii e permaneceram inalterados em N. coriiceps
(figura 17A e B).

Na exposigcdo de longo prazo ao efluente da ETE, os niveis de
enzimas da defesa antioxidante, foram modulados com intensidade muito

préximas com o efluente diluido a 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v). O aumento dos
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niveis de G6PDH foi de 225% e 316%, para o efluente diluido a 0,05% (v/v) e
0,5% (v/v), respectivamente. O aumento dos niveis de SOD foi de 127% e
114%, efluente diluido a 0,05% (v/v) e 0,5% (v/v), respectivamente. Os niveis
de CAT sofreram elevacgao significativa na exposi¢ao ao efluente diluido a 0,5%
(v/v), mas muito pouco, no limite da significancia estatistica (p=0,055), com o
efluente diluido a 0,05% (v/v). Em ambas as espécies, os niveis de GR né&o
foram modulados pelo efluente diluido a 0,5% (v/v), no curto prazo, e a 0,05%

(v/v), no logo prazo (figura 17).
5.2.3.3. Metabolismo da L-arginina

Os niveis de ARG foram modulados positivamente, no curto
prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v), em ambas as espécies, mas esse
aumento foi bem mais acentuado em N. coriiceps. Nos experimentos de longo
prazo, conduzidos apenas com N. rossii, os niveis de ARG apresentaram
valores proximos do controle, tanto na presencga de efluente diluido a 0,5% (v/v)
como a 0,05% (v/v) (figura 17).
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Figura 17. Niveis relativos das enzimas renais de Notothenia coriiceps (A) e Notothenia rossii (B), expostas ao efluente do esgoto diluido a
0,5% (v/v), durante 96 horas; bem como de espécimes de N. rossii expostas ao efluente durante 25 dias, nas diluigbes de 0,5% (v/v) (C) e
0,05% (v/v) (D). Os niveis das enzimas hexoquinase (HK), glicogénio fosforilase (GPase), citrato sintase (CS), malato desidrogenase (MDH),
lactato desidrogenase (LDH), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), catalase
(CAT) e arginase (ARG) foram utilizados como marcadores metabdlicos. Os valores relativizados expressam a diferenga porcentual dos niveis
de enzimas do grupo experimental em relagdo ao controle. O asterisco sobre as barras indicam diferenga significativa para p<0,05 em relagéo
ao grupo controle.
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5.2.4. Metabolismo muscular

O efeito do efluente do esgoto ETE sobre o metabolismo muscular
dos peixes antarticos N. rossii € N. coriiceps, foi avaliado com base nos niveis

de enzimas do metabolismo energético e da defesa antioxidante.
5.2.4.1. Metabolismo energético

A exposicao de curto prazo (96 horas), com o efluente diluido a
0,5% (v/v), ndo foi capaz de modular significativamente os niveis das enzimas
PFK e CS no musculo de N. rossii e N. coriiceps. Os niveis de HK nao
reduziram em N. rossii (p=0,09) e sofreram reducgao significativa no musculo de
N. coriiceps. Ja os niveis de LDH e MDH foram mantidos inalterados em N.

rossii e N. coriiceps (figura 18A e B).

Na exposi¢cado de longo prazo (25 dias), o tecido muscular de N.
rossii, modulou de forma semelhante os niveis de enzimas do metabolismo
energeético, tanto com o efluente diluido a 0,5% (v/v) como a 0,05% (v/v) (figura
18C e D). Contudo, os niveis de HK sofreram redugéo na exposi¢ao ao efluente
diluido a 0,05% (v/v), mas essa reducéo néo ficou evidente na diluicdo a 0,5%
(v/v). Os niveis de PFK n&o foram modulados em nenhuma das duas dilui¢des,
sendo que os niveis de CS foram modulados positivamente e os de MDH
negativamente, em ambas as dilui¢ées (0,5% (v/v) e 0,05% (v/v)) do efluente
(figura 18C e D).

5.2.4.2. Defesa antioxidante

Na exposicéo de curto prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v),
os niveis de SOD sofreram elevagao no tecido muscular de N. rossii, mas sem
alteracdo significativa no musculo de N. coriiceps. Os niveis de GR néo
sofreram alteragdo em N. rossii, no curto prazo, com o efluente diluido a 0,5%
(v/v), mas N. coriiceps, reduziu expressivamente os niveis de GR (figura 18A e
B). No longo prazo, os niveis de GR sofreram redugéo e os de SOD sofreram
um aumento, porém com diferengas nao significativas, tanto com o efluente
diluido a 0,5% (v/v) como em 0,05% (v/v) (figura 18C e D).
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Figura 18. Niveis relativos das enzimas musculares de Notothenia coriiceps (A) e Notothenia rossii (B), expostas ao efluente do esgoto diluido
a 0,5% (v/v), durante 96 horas; bem como de espécimes de N. rossii expostas ao efluente durante 25 dias, nas diluicbes de 0,5% (v/v) (C) e
0,05% (v/v) (D). Os niveis das enzimas hexoquinase (HK), fosfofructoquinase (PFK), citrato sintase (CS), malato desidrogenase (MDH), lactato
desidrogenase (LDH), superdxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR) foram utilizados como marcadores metabdlicos. Os valores
relativizados expressam a diferenga porcentual dos niveis de enzimas do grupo experimental em relagdo ao controle. O asterisco sobre as
barras indicam diferencga significativa para p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.2.5. Metabolismo hepatico

O efeito do efluente do esgoto da ETE sobre o metabolismo
hepatico de N. rossii e N. coriiceps foi avaliado com base nos niveis de
enzimas do metabolismo energético, da defesa antioxidante, do catabolismo da
L-arginina e do metabolismo de xenobidticos. Os niveis de proteinas
carboniladas (PCO) e peroxidagdo lipidica (LPO) foram acessados como
marcadores de lesdes oxidativas, mas ficaram abaixo do limite de deteccao dos

meétodos utilizados.

A capacidade do figado induzir niveis de EROD, na presenca de
xenobidticos, foi avaliada injetando dose unica de p-naftoflavona ($-NF), de 10
mg/kg, na cavidade peritoneal de N. rossii. Nesse caso, o figado de N. rossii
elevou os niveis de EROD em 23% (figura 20D).

5.2.5.1. Metabolismo energético

Na exposigédo de curto prazo com o efluente diluido a 0,5% (v/v),
os peixes antarticos N. rossii e N. coriiceps modularam de forma distinta os
niveis de enzimas do metabolismo energético do figado. Enquanto N. rossii
modulou positivamente os niveis de enzimas marcadoras do potencial
glicogenolitico (GPase) e do potencial gliconeogénico (G6Pase), N. coriiceps
foi capaz de elevar apenas os niveis de G6Pase. Os niveis da enzima CS,
marcadora do potencial aerébio gerador de ATP, sofreu redugao no figado de
N. rossii, mas nao sofreu alteragédo significativa no figado de N. coriiceps. Os
niveis das enzimas HK, MDH e LDH, de ambas as espécies, ndo foram

modulados nessa condigdo experimental (figura 19A e B).

Na exposi¢cédo de longo prazo, o figado de N. rossii modulou de
forma semelhante ao curto prazo, os niveis das enzimas do metabolismo
energético, tanto com o efluente diluido a 0,5% (v/v) como a 0,05% (v/v). Os
niveis de HK, GPase, MDH e LDH n&o foram significativamente modulados,
embora houve um aumento dos niveis de GPase, na diluigdo de 0,5% (v/v). Os
niveis de CS, em ambas as diluicbes, sofreram redugado. Ja a elevacao dos
niveis de G6Pase, ficou estatisticamente evidente apenas na diluicdo do
efluente a 0,5% (v/v) (figura 19C e D).
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Figura 19. Niveis relativos das enzimas hepaticas de Notothenia coriiceps (A) e Notothenia rossii (B), expostas ao efluente do esgoto diluido a
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glutationa redutase (GR), catalase (CAT) e arginase (ARG) foram utilizados como marcadores metabdlicos. Os valores relativizados

expressam a diferenga porcentual dos niveis de enzimas do grupo experimental em relagdo ao controle. O asterisco sobre as barras indicam

diferenca significativa para p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.2.5.2. Defesa antioxidante

Na exposicéo de curto prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v),
0s peixes antarticos N. rossii e N. coriiceps, apresentaram respostas
metabdlicas distintas, em relacdo a defesa antioxidante do figado. Os niveis de
G6PDH sofreram aumento no tecido hepatico de N. rossii, sem alteragdes
significativas em N. coriiceps. Os niveis de SOD sofreram redugao em N. rossii,
com tendéncia de aumento em N. coriiceps. Ja os niveis de GR, sofreram
reducdo em N. coriiceps e foram mantidos em niveis proximos do controle
experimental em N. rossii. Os niveis de CAT foram modulados de forma inversa
nessas duas espécies, elevando em N. coriiceps e reduzindo em N. rossii
(figura 19A e B).

Na exposigao de longo prazo em N. rossii, 0s niveis de enzimas
da defesa antioxidante foram modulados de forma similar, ao de curto prazo,
nas diluigbes do efluente a 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v). Os niveis de G6PDH
sofreram elevacdo na exposigdo ao efluente diluido a 0,05% (v/v), mas na
diluicdo em 0,5% (v/v) esse aumento nao foi estatisticamente significativo. Na
condigdo experimental de longo prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v) e
0,05% (v/v), os niveis de SOD e CAT sofreram aumento e os niveis de GR n&o

foram modulados (figura 19C e D).
5.2.5.3. Metabolismo da L-arginina

Tanto na exposicao de curto prazo, com o efluente diluido a 0,5%
(v/v), com N. rossii e N. coriiceps (figura 19A e B), bem como na exposigao de
longo prazo, com N. rossii, nas diluicdes de 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v) (figura

19C e D), os niveis hepaticos de arginase nao sofreram elevagao significativa.
5.2.5.4. Marcadores de lesao tecidual

Os niveis dos marcadores de lesdo oxidativa proteica
(carbonilacéo de proteinas, PCO) e lipidica (peroxidagao lipidica, LPO), tanto
na exposicao de curto prazo de N. rossii € N. coriiceps, como na exposi¢cao de
longo prazo de N. rossii, na presenga do efluente diluido a 0,5% (v/v) e 0,05%

(v/v), ficaram abaixo do limite de detec¢gdo dos métodos utilizados.
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5.2.5.5. Metabolismo de xenobioéticos

Os niveis de EROD foram determinados no figado de N. rossii e
N. coriiceps, como marcador de fase | do metabolismo de xenobibticos. O
efluente da ETE, diluido a 0,5% (v/v), modulou negativamente os niveis de
EROD no figado de N. rossii e ndo modulou os niveis dessa enzima no figado

de N. coriiceps, na exposi¢ao de curto prazo (figura 20).

Na exposigédo de logo prazo, com o efluente da ETE diluido para
0,5% (v/v) e 0,05% (v/v), em ambas as diluigdes, o efluente induziu reducgéo

dos niveis de EROD no figado de N. rossii (figura 20).
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Figura 20. Niveis hepaticos de etoxiresorufin o-dietilase (EROD) em N. rossii e N.
coriiceps. Os experimentos foram conduzidos na condigdo termo-salino de 0 °C e 35
psu. No curto prazo (96 horas), N. rossii (A) e N. coriiceps (B) foram expostas ao
efluente da ETE diluido a 0,5% (v/v) (E0,5%). No longo prazo (25 dias), N. rossii foi
exposta ao efluente da ETE diluido a 0,5% (v/v) (E0,5%) e 0,05% (v/v) (E0,05%) (C).
Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa para p<0,05.
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6. DISCUSSAO

6.1. Efeito do fluoreto no metabolismo hepatico de peixes antarticos

A dose de 6,8 mg F'.kg'1 de peso corporeo, utilizada no presente
estudo, foi estimada a partir do consumo de krill antartico por organismos que
se alimentam desse crustaceo (ADELUNG et al., 1985; KOCK, 1985). Essa
dose de fluoreto ndo foi capaz de modular os niveis das principais enzimas do
metabolismo energético, da defesa antioxidante e do catabolismo de L-
arginina, mostrando que o metabolismo hepatico de N. rossii esta adaptado
para suportar niveis elevados desse halogénio. O aumento de temperatura e a
baixa salinidade, bem como as interacbes entre temperatura, salinidade e
fluoreto, também nao foram capazes de modular o catabolismo hepatico de L-
arginina em N. rossii. A auséncia de efeitos desse halogénio sobre o
metabolismo hepatico de N. rossii confirma a nossa primeira hipétese para
esse tecido, mas descarta a segunda hipétese, considerando que esse
halogénio ndo modulou o metabolismo hepatico em condi¢gdes de estresse

térmico e salino.

Estudos realizados com peixes n&o antarticos (Labeo rohita,
Takifugu rubripes e Salmo salar), expostos a doses de fluoreto iguais ou
inferiores a 6,8 mg F kg™ de peso corpéreo, mostraram que esse halogénio é
capaz de causar fluorose Ossea, alterar estruturas histopatolégicas hepaticas,
provocar apoptose e alterar a performance de crescimento e sobrevivéncia
dessas espécimes (BHATNAGAR et al., 2007; LU et al., 2010; HANSEN et al.,
2012).

Embora doses de 4,9 mg F kg™ tenham sido capazes de elevar
0s niveis de arginase no figado de ratos e promover leve inibigdo da glicolise
em tecidos extre-hepaticos (GRUCKA-MAMCZAR et al., 2007), isso nao foi
observado em N. rossii submetida a uma dose diaria de 6,8 mg F kg™,
mostrando que o fluoreto tréfico ndo tem efeito modulador sobre os niveis de
arginase hepatica desse peixes antartico. Em animais ndo ureotélicos, as
arginases desempenham papel relevante no controle dos niveis teciduais do

aminoacido proteico L-arginina, bem como no controle da sintese de
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poliaminas e oxido nitrico (JENKINSON et al., 1996; WU & MORRIS, 1998;
KALAC & KRAUSOVA, 2005).

Em organismos n&o antarticos, o fluoreto trofico € capaz de
reduzir a tolerancia a glicose, reter transportadores do tipo 4 de glicose no meio
intracelular e modular negativamente a secregdo e a sintese de insulina
(BARBIER et al., 2010). Contudo, a glicemia do peixe antartico N. rossii nao foi
modulada positivamente por uma dose diaria de fluoreto de 6,8 mg F kg™,
apos exposicao de 11 dias (RODRIGUES JR et al., 2013). O fluoreto tréfico
também nao foi capaz de modular os niveis de enzimas hepaticas chaves do
controle glicémico, como HK e G6Pase, mostrando que o metabolismo de
carboidratos de N. rossii ndo é modulado por uma dose de fluoreto,
correspondente a carga desse halogénio disponivel na dieta de animais que se

alimentam de krill.

A auséncia de efeito do fluoreto tréfico sobre os niveis de LDH,
MDH e CS, na condigdo termo-salina de 0 °C e 35 psu, bem como do
aquecimento em 4 °C, baixa salinidade e, da combinacdo da agédo desses
fatores, sugere que o metabolismo hepatico de N. rossii deve ser
suficientemente robusto para atender as necessidades gliconeogénicas e
energéticas do figado, na presenca de doses elevadas de fluoreto, as quais
seriam capazes de causar fluorose em mamiferos. As enzimas LDH e MDH do
figado catalisam reagdes que sdo consideradas porta de entrada do lactato na
gliconeogénese (HORI et al.,, 2006) e uma ponte para a transferéncia de
cadeias carbbnicas entre mitosol e citosol (TORRES et al., 2012),
respectivamente. Ja a CS, catalisa a etapa limitante da velocidade do ciclo dos
acidos tricarboxilicos, apo6s a oxidagdo de carboidratos e/ou lipideos
(STROBEL, LEO, et al., 2013).

O consumo de agua fluoretada (25 mg F~.L™") por ratos Wistar foi
capaz de elevar os niveis de oxido nitrico, intensificar a peroxidagao lipidica, e
reduzir o potencial antioxidante total do soro, cérebro, rins e figado
(INKIELEWICZ-STEPNIAK & CZARNOWSKI, 2010). No presente estudo, ficou
evidente que o fluoreto ndo foi capaz de modular os niveis hepaticos das
enzimas G6PDH, SOD, GR e CAT, na condigéo termo-salina de 0 °C e 35 psu,
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bem como nas condicbes adversas envolvendo aquecimento e baixa

salinidade.

Os niveis de G6PDH, SOD, GRED e CAT, foram acessados como
“‘proxies” da defesa antioxidante do figado. Aproximadamente, 2% do oxigénio
consumido pelos peixes € reduzido univalentemente a superéxido, o qual pode
ser dismutado pela SOD formando peroxido de hidrogénio, que pode se
difundir livremente através das membranas bioldgicas (ABELE & PUNTARULO,
2004). A degradacao do peroxido de hidrogénio pela CAT é de vital importancia

para prevenir a formagao de radical hidroxil.

Superoxido e peréxido de hidrogénio ndo sao agentes oxidantes
altamente reativos, mas o radical hidroxil € um oxidante notavel, com constante
de velocidade préxima do limite da difusdo e com habilidade para remover
elétrons de varios compostos biologicos (FORMAN et al., 2014). No presente
estudo, a auséncia de modulacédo dos niveis hepaticos de CS, que apresenta
estreita relagdo com o consumo de oxigénio (TORRES & SOMERO, 1988b;
TORRES et al.,, 2012) e de SOD e CAT, que sé&o enzimas da defesa
antioxidante, sugerem que o fluoreto tréfico ndo deve produzir danos oxidativos

a macromoléculas do figado de N. rossii.

Contudo, o aquecimento em 4 °C e a hiposalinidade,
independente da condigao trofica, reduziram os niveis de CAT e SOD no figado
de N. rossii, respectivamente, no tempo experimental de 11 dias. Carney
Almroth e colaboradores (2015), trabalhando com o peixes antartico
Pagothenia borchgrevinki, observaram que no estresse térmico agudo (12 h),
os niveis de SOD e CAT elevaram, mas, no longo prazo (21 dias), eles foram
mantidos em niveis proximos do controle, mostrando que ocorreu perda da
capacidade de modular positivamente os niveis das enzimas da defesa
antioxidante, e como consequéncia, houve um aumento nos danos oxidativos
hepaticos, em nivel proteico e lipidico (PCO e LPO). A redugao da salinidade é
capaz de modular de forma significativa o metabolismo de diversas espécies de
peixes antarticos e n&o antarticos, alterando niveis glicémicos, cortisol, taxa de

crescimento, capacidade digestiva, osmorregulagéo, dentre outros parametros
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(TIBBLIN et al., 2011; TSUI et al., 2012; VARGAS-CHACOFF et al., 2014;
VARGAS-CHACOFF et al., 2015).

Assim, o impacto das mudangas climaticas globais sobre as
condigbes termo-salinas do litoral da Peninsula Antartica, representam um risco
para as espécies endémicas de peixes da regido, considerando que a redugéo
dos niveis de enzimas da defesa antioxidante, pode acelerar os danos

oxidativos celulares causados por espécies reativas de oxigénio.

A manutencdo do potencial redox € fundamental para a
manutengao da defesa antioxidante celular. A enzima GR catalisa a redug¢ao da
glutationa oxidada em glutationa reduzida, utilizando NADPH+H" como agente
redutor, sendo que a glutationa reduzida tem papel chave na homeostasia e

manutengao do bom funcionamento das proteinas.

Nesse sentido, a enzima G6PDH, catalisa a primeira etapa de
reacdo da via das pentoses, reduzindo o NADP* em NADPH+H", o qual tem
elevado potencial redox. Ao manter a razdo NADPH+H'/NADP" elevada, a
G6PDH favorece a defesa antioxidante e o balangco redox entre glutationa
reduzida/glutationa oxidada (CIRCU & AW, 2010). Os niveis de G6PDH e GR
nao foram modulados pelo figado de N. rossii, na condigdo experimental de
fluoreto trofico, sugerindo que o figado de N. rossii é naturalmente mais

tolerante a acao toxica do fluoreto.
6.2. Efeito do efluente da ETE sobre o metabolismo de peixes antarticos

Embora muito proximas na escala filogenética, os peixes
antarticos N. rossii e N. coriiceps tiveram os seus constituintes plasmaticos
modulados de forma distinta na exposicdo de curto prazo ao efluente da ETE
da EACF, diluido a 0,5% (v/v). As diluigdes do efluente utilizadas no presente
estudo foram relativamente baixas (0,5% (v/v) e 0,05% (v/v)), comparadas com
as diluigdes do efluente (20% (v/v) e 50% (v/v)) utilizadas em estudos com
peixes de agua doce (MA et al., 2005; STURVE et al., 2008). A nossa escolha
considerou a amplitude do ambiente marinho, que proporciona melhores
condicbes para a dispersdo e diluicdo de poluentes, comparado com rios e

lagos.
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6.2.1. Constituintes plasmaticos

No curto prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v), N. rossii
conseguiu manter a sua glicemia, diferente de N. coriiceps que evoluiu para um
quadro de hipoglicemia. O figado € o principal 6rgado controlador da glicemia,
sendo capaz de retirar excesso e repor falta de glicose no sangue (POLAKOF
et al., 2012). Embora existam algumas controvérsias quanto ao baixo “turnover”
de glicose no sangue de peixes, a relevancia da manutengéo glicémica reside
na necessidade de tecidos como encéfalo, rins e branquias, que sao altamente
dependentes de glicose (BLASCO et al., 2001).

A hipoglicemia manifestada por N. coriiceps pode ter sido
decorrente do aumento da demanda energética de tecidos, que aceleraram a
retirada e o consumo de glicose do sangue. Embora peixes sejam mais
tolerantes a hipoglicemia do que mamiferos, tecidos como o encéfalo séo
energeticamente dependente de glicose (POLAKOF et al., 2012). As respostas
glicémicas manifestadas por N. rossii e N. coriiceps, nao foram tipicas de
estresse em peixes, 0s quais, nhormalmente, evoluem para um quadro de
hiperglicemia, ativando a glicogendlise hepatica no curto prazo, a qual é
mediada por catecolaminas, e, em estagios posteriores, pela gliconeogénese
mediada pelo cortisol (PANKHURST, 2011). No longo prazo, N. rossii foi capaz
de manter a sua glicemia, tanto com o efluente diluido a 0,5% (v/v) como a
0,05% (v/v), mostrando que N. rossii apresenta potencial metabdlico para

sustentar a manuteng¢ao da glicemia, no longo prazo, na poluigdo por esgoto.

O transporte de TG e Col no sangue de peixes sdo semelhantes
aos de mamiferos e é baseado em lipoproteinas (alta-, baixa- e muito baixa
densidade: HDL, LDL e VLDL, respectivamente). Contudo, em peixes, 0s
acidos graxos nao esterificados sdo transportados ligados as lipoproteinas
plasmaticas (MAGNONI & WEBER, 2007). O elevado “turnover” de lipideos no
plasma de peixes supera o de qualquer organismo endotérmico e permanece

inalterado mesmo durante o esforgo natatério (MAGNONI et al., 2008).
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O aumento de TG no sangue de peixes sob estresse ndo é usual,
mas tem sido observado em teledsteos marinhos submetidos a estresse
hiposmotico. A explicagdo mais plausivel reside na realocagdo de energia
voltada a atender demandas energéticas especificas (SANGIAO-ALVARELLOS
et al., 2005; RODRIGUES JR et al.,, 2013). Assim, a incapacidade de N.
coriiceps elevar o TG plasmatico, na exposi¢cao ao efluente do esgoto, sugere
limitagbes na realocagdo tecidual de energia, o que pode ter elevado o
consumo tecidual de glicose e comprometido a manutengédo da sua glicemia.
Ja N. rossii, foi capaz de elevar os niveis plasmaticos de TG, aumentando

assim a disponibilidade de substratos lipidicos para realocagao energética.

Tecidos como branquias e encéfalo de peixes, aparentemente,
preferem glicose como combustivel energético em detrimento de outros
substratos. A capacidade oxidativa de lipideos do tecido branquial é
relativamente baixa, ressaltando a importancia da manutengao glicémica, como
fonte de glicose para esse tecido (CROCKETT et al., 1999; BLASCO et al.,
2001). A mobilizagao lipidica promovida por N. rossii, na exposi¢céo ao efluente
do esgoto da EACF, deve ser melhor estudada considerando uma possivel

modulagdo do metabolismo lipidico branquial.

O custo energético com a ion-osmorregulacéo de peixes tem sido
estimado entre 20% e 50% do balanco energético total (BOEUF & PAYAN,
2001). Branquias, rins e intestino participam ativamente da homeostasia de
eletrdlitos ndo proteicos, bombeando ions através de membranas biologicas
(WHITTAMORE et al.,, 2010). A incapacidade de N. rossii e N. coriiceps
manterem o equilibrio idnico ficou evidente na exposi¢cao ao efluente do esgoto.
As concentragbes de fosfato inorganico e magnésio foram moduladas
positivamente no plasma de N. rossii e negativamente em N. coriiceps.
Tratamentos secundarios de esgoto, semelhantes ao da EACF, removem muito
pouco do fosforo total dos efluentes e sdo fontes comuns de eutrofizagdo em
ambientes aquaticos (CAREY & MIGLIACCIO, 2009). Fosfato inorganico e
magnésio sao ions prevalentes nos fluidos intracelulares e s&o essenciais para
a sintese de nucleotideos trifosfato, que atua na base do metabolismo
energético (WILLIAMS & FRAUSTO DA SILVA, 2000).
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A homeostasia do magnésio em teledsteos marinhos ¢é
basicamente realizada pelo intestino e rins, sendo que a absorg¢ao intestinal é
limitada pelo baixo coeficiente osmaético de MgSO4. Assim, apenas 10 — 11%
do Mg?* da agua do mar ingerida pelos teledsteos marinhos, é absorvido no
aparelho digestério, sendo, posteriormente, removido do sangue pelos rins
(WHITTAMORE, 2012). A urina de peixes Antarticos e isosmoética em relagéo
ao plasma, embora os néfrons aglomerulares desses peixes, tenham
capacidade de concentrar e excretar Mg®* contra um gradiente de
concentrac&o acima de 100 vezes (DOBBS IIl & DEVRIES, 1975).

As mudangas de magnésio, observadas no plasma de N. rossii e
N. coriiceps, podem ter a sua origem na absorg¢éo intestinal e/ou excreg¢ao renal
desse cation. Como o efluente de esgoto modulou os niveis de Mg* em N.
rossii e N. coriiceps, seria interessante conduzir novos estudos com o objetivo
de identificar o(s) sitio(s) de acdo dos poluentes do esgoto sobre a

homeostasia do Mg?".

O conteudo proteico do plasma de N. rossii e N. coriiceps foi
reorganizado na exposi¢cao de curto prazo, com efluente diluido a 0,5% (v/v). O
aumento de albumina e redugdo de globulinas no plasma de N. rossii, e
reducdo de albumina e aumento de globulinas no plasma de N. coriiceps,
mostrou que essas duas espécies modularam de forma distinta 0 metabolismo
proteico. A albumina é a principal proteina anidnica do plasma de vertebrados,
sendo que a sua concentragao varia muito entre espécies de peixes e esta
ausente no plasma do peixe antartico Dissosticus mawsoni (METCALF et al.,
1999). O conjunto de proteinas plasmaticas, além de participar ativamente do
transporte de diversos compostos, também controla a pressdo oncética de
peixes, mantendo o balango intravascular e tecidual de fluidos (ANDREEVA,
2010). Embora a exposicdo a xenobidticos seja capaz de modular
negativamente os niveis de proteinas totais, albumina e globulinas no plasma
de alguns peixes (ADAMU & KORI-SIAKPERE, 2011; VANI et al., 2011), a
reorganizagao do metabolismo proteico de N. rossii e N. coriiceps, observada
na exposi¢cao ao efluente do esgoto, ndo alterou os niveis de proteinas totais,

mas apenas modulou de forma inversa os niveis de globulinas e albumina.
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6.2.2. Metabolismo branquial

No presente estudo, ficou evidente que o efluente do esgoto da
EACF é capaz de modular os niveis de enzimas do metabolismo energético,
defesa antioxidante e catabolismo da L-arginina do tecido branquial de N. rossii

e N. coriiceps, tanto nas exposi¢cdes de curto como de longo prazo.

Parte expressiva das demandas energéticas branquiais encontra-
se direcionada para o transporte ativo de ions e a manutencido da
ion/osmorregulagdo. A enzima transmembrana Na/K-ATPase € responsavel
pelo transporte ativo de Na' e K' através da membrana plasmatica e,
indiretamente, sustenta o potencial energético operacional de varios sistemas
de transporte ativo em branquias de peixes (HWANG & LEE, 2007).

O aumento discreto dos niveis branquiais da Na/K-ATPase nas
branquias de N. rossii e N. coriiceps (inferior a 30%), observado em todas as
condigbes experimentais, sugere que os poluentes do esgoto n&do foram
capazes de comprometer expressivamente os mecanismos osmorregulatorios

sustentados pelo potencial energético gerado pela Na/K-ATPase.

Por outro lado, o aumento expressivo dos niveis de CS, em todas
as condigdes experimentais com o efluente do esgoto, indica claramente um
aumento do potencial gerador de ATP das branquias de N. rossii e N. coriiceps.
Essa enzima tem sido utilizada como marcadora do potencial aerdbio gerador
de ATP do ciclo TCA em tecidos de peixes e apresenta estreita relagdo com o
consumo tecidual de oxigénio (KAWALL et al., 2002).

Farmacos e compostos biogénicos, normalmente presentes em
efluentes de esgotos (LI, 2014), sdo capazes de desacoplar processos
fisiologicos e aumentar a demanda energética dos tecidos (KIRK et al., 2003;
HORI et al., 2006). Assim, o efluente da ETE da EACF pode ter desacoplado
mecanismos fisioldgicos (ex. gradiente de protons H® mitocondrial) e,
consequentemente elevado a demanda energética das branquias de N. rossii e
N. coriiceps, modulando positivamente o metabolismo energético. Esse esforgo
energético aerobio, expresso pelos niveis de CS, ficou evidente em N. rossii,

na exposi¢cdo de curto prazo com o efluente diluido a 0,5% (v/v), onde o
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aumento da atividade especifica de CS foi de 426%. Assim, a exposicdo ao
efluente do esgoto da EACF deve ter elevado, substancialmente, a demanda

energética branquial de N. rossii e N. coriiceps.

O aumento dos niveis de CS em relagcdo aos da Na/K-ATPase,
(razdo = 0,62 do grupo controle, contra 2,55 do efluente a 0.05%), indica que o
esforgo metabdlico do tecido branquial foi mais intenso, no sentido de elevar o
potencial aerdbio gerador de ATP, em relagdo ao potencial energético
operacional dos mecanismos osmorregulatérios do tecido branquial. O estresse
em peixes (térmico, osmatico, dentre outros), normalmente, aumenta a
expressdo de proteinas do metabolismo energético e realocagdo energética
(SANGIAO-ALVARELLOS et al.,, 2005; DE SOUZA et al.,, 2014), como
resultado da ativagdo de mecanismos alostaticos (SCHULTE, 2014). Assim, a
inducédo de niveis elevados de CS nas branquias de N. rossii e N. coriiceps
sugere uma hiperatividade do metabolismo aerdbio gerador de ATP,
direcionada para atender um provavel aumento de demanda energética,

induzido pelo efluente do esgoto.

A enzima MDH desempenha varios papeis no metabolismo
energético, sendo componente do ciclo dos acidos tricarboxilicos e participando
da transferéncia de cadeias carbbnicas entre mitocéndria e citosol
(CHILDRESS & SOMERO, 1979; TORRES et al., 2012). No curto prazo, os
niveis branquiais de MDH de N. rossii reduziram em cerca de 20% e os de N.
coriiceps n&o variaram, sugerindo que no curto prazo a modulagdo positiva dos
niveis de MDH n&o foi necessaria para atender demandas do metabolismo

energeético.

Contudo, na exposi¢cdo de longo prazo, tanto com o efluente
diluido a 0,5% (v/v) como a 0,05% (v/v), o tecido branquial de N. rossii modulou
positivamente os niveis de MDH. Alteragbes ambientais, como aquecimento e
aumento da presséo de CO,, foram capazes de alterar o perfil protedbmico das
branquias do peixe Hippoglossus hippoglossus, modulando positivamente os
niveis de enzimas do metabolismo energético, em especial naquilo que diz
respeito aos niveis de MDH (DE SOUZA et al., 2014). Dessa forma, a

modulagdo positiva dos niveis de MDH em bréanquias de N. rossii, desponta
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como um biomarcador capaz de diferenciar, temporalmente, a exposicao de N.

rossii ao efluente do esgoto da EACF.

As branquias estdo entre os tecidos de peixes com elevada
capacidade de captar e metabolizar a glicose do sangue, mesmo durante
longos periodos de jejum (BLASCO et al., 2001). A reduc¢do dos niveis de HK
no tecido branquial, principalmente, de N. rossii, no curto prazo e com o
efluente diluido a 0,5% (v/v), sugere que o tecido branquial deve ter priorizando

a utilizagdo de outros substratos energéticos no curto prazo.

A fosforilag&o intracelular de glicose é catalisada pela enzima HK, a
qual introduz a glicose no metabolismo intermediario, disponibilizando esse
carboidrato para as vias glicolitica, das pentoses e glicogénese. Os niveis de
HK, determinados in vitro, tém sido utilizados para estimar a velocidade
maxima de utilizagdo de glicose em tecidos de diversos organismos (KNOX et
al., 1980; FRICK et al., 2008), bem como, etapa limitante do consumo tecidual
de glicose (MACCORMACK & DRIEDZIC, 2007). Assim, o aumento dos niveis
de HK, na exposi¢cdo de longo prazo, ao efluente diluido a 0,5% (v/v) e 0,05%
(v/v), sugere que o tecido branquial de N. rossii elevou a captacéo e utilizagédo
de glicose como substrato energético. A modulacao diferenciada dos niveis de
HK das branquias de N. rossii, em fungdo do tempo de exposi¢cado ao efluente
do esgoto, mostrou que o0s niveis dessa enzima apresenta potencial

biomarcador diferenciado para respostas de curto e longo prazo.

Em tecidos extra-hepaticos, os niveis de LDH tém sido utilizados
como marcador do potencial anaerédbio gerador de ATP em musculos de peixes
antarticos (KAWALL et al., 2002) e da capacidade oxidativa de lactato com a
finalidade de gerar ATP nas branquias (CROCKETT et al., 1999). Na exposigao
de curto prazo ao efluente do esgoto diluido a 0,5% (v/v) e no longo prazo com
o efluente a 0,05%(v/v), os niveis da LDH branquial de N. rossii sofreram
reducdo, mas permaneceram estaveis na exposicdo de N. coriiceps, no curto
prazo, e de N. rossii no longo prazo com o efluente diluido a 0,5% (v/v),
mostrando que o tecido branquial ndo elevou o potencial oxidativo de lactato,
para sustentar as suas necessidades energéticas, na exposi¢ao aos poluentes

de esgoto.
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Os niveis teciduais das enzimas G6PDH, SOD, GR e CAT tém
sido amplamente utilizados e reconhecidos como biomarcadores da defesa
antioxidante de peixes (VAN DER OOST et al., 2003). Os niveis de G6PDH
tém sido utilizados como marcador do potencial redox celular, estando
envolvido com manutencgao celular de uma razdo NADPH/NADP™ elevada, o
que favorece a defesa antioxidante e o balango redox GSH/GSSG (CIRCU &
AW, 2010).

No curto prazo, N. rossii e N. coriiceps modularam positivamente
os niveis de G6PDH, com o efluente diluido a 0,5% (v/v), sugerindo que o
efluente pode ter acelerado os processos oxidativos. Contudo, na exposigcao de
longo prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v), os niveis de
G6PDH deixaram de ser modulados, sugerindo que outros mecanismos de
defesa antioxidante podem ter sido implementados. Como o substrato da
G6PDH é a glicose-6-fosfato, a qual € formada na reagéo catalisada pela HK,
os baixos niveis branquias de HK, na exposi¢cao de curto prazo, podem ter
limitado a disponibilidade de glicose-6-fosfato para manutencdo do potencial
redox gerado pela G6PDH, que em parte, pode ter sido compensada pelo
aumento dos niveis de G6PDH. No longo prazo, os niveis de HK sofreram
expressiva elevacédo e os de G6PDH retornaram para niveis proximos ao do

controle.

No curto prazo, os niveis de GR, SOD e CAT, em ambas as
espécies, na exposi¢ao ao efluente diluido a 0,5% (v/v), ou foram moduladas
negativamente ou ndo foram moduladas pelo tecido branquial de N. rossii e N.
coriiceps. As respostas da defesa antioxidante de peixes a poluentes varia
muito entre espécies, sendo que em alguns casos, 0s niveis de enzimas da
defesa antioxidante ndo foram modulados ou foram modulados negativamente
(VAN DER OOST et al., 2003). Contudo, na exposi¢gao de longo prazo, os
niveis de GR aumentaram, mostrando que a modulag¢ao positiva dos niveis de

GR pelo efluente do esgoto, depende do tempo de exposigao.

A L-arginina € um aminoacido indispensavel para o crescimento
de peixes jovens e € essencial para a sintese de proteinas, oxido nitrico e

poliaminas. Assim, o controle dos niveis celulares de L-arginina em organismos
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nao ureotélicos tem participacao ativa no controle da sintese de 6xido nitrico e
de poliaminas (RODRIGUES et al, 2011). As branquias de peixes,
normalmente, consomem uma mistura de lipideos, proteinas e glicose, mas,
sob condicdes de estresse e dependendo da fase de desenvolvimento, a
preferéncia metabdlica por substratos energéticos proteicos e lipidicos pode ser
maior em relagdo a de carboidratos (TSENG & HWANG, 2008).

No curto prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v), N. rossii e N.
coriiceps modularam positivamente os niveis de arginase, sendo que no longo
prazo houve apenas uma tendéncia de aumento com o efluente diluido a 0,5%
(v/v) e a 0,05% (v/v), sugerindo que o catabolismo proteico e de aminoacidos,
voltado para atender o provavel aumento de demanda energética, deve ter sido

mais intenso no curto do que no longo prazo.
6.2.3. Metabolismo renal

Em todas as condi¢gdes experimentais, o metabolismo energético
renal de N. rossii e N. coriiceps foi modulado positivamente pelo efluente do
esgoto da EACF. O aumento expressivo dos niveis de CS e MDH sugere que o
efluente do esgoto deve ter elevado drasticamente a demanda energética
renal, pois essas duas enzimas tem sido utilizada como marcador do potencial
aerdébio gerador de ATP (KAWALL et al.,, 2002; TORRES et al.,, 2012). O
aumento dos niveis de HK e GPase sugere que o tecido renal elevou a oferta
de glicose-6-fosfato para via glicolitica e, subsequentemente, de cadeias
carbbnicas para o ciclo dos acidos tricarboxilicos. HK e GPase sao enzimas
marcadoras dos potenciais de fosforilagdo de glicose e glicogénio,
respectivamente, que em ultima analise, introduzem glicose-6-fosfato na via
glicolitica (KNOX et al., 1980; SANGIAO-ALVARELLOS et al., 2005).

Em tecidos extra-hepaticos, os niveis de LDH tem sido utilizado
como marcador do potencial anaerdbio gerador de ATP em musculo (KAWALL
et al., 2002) e do potencial oxidativo de lactato em branquias (CROCKETT et
al.,, 1999). O tecido renal de peixes também utilizada lactato como substrato
energeético, principalmente em condi¢cdes adversas de salinidade, elevando os
niveis renais de LDH (SANGIAO-ALVARELLOQOS et al., 2006). Os aumentos dos
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niveis de LDH nos rins de N. rossii e N. coriiceps, em todas as condi¢cdes
experimentais, aumentam as possibilidades oxidativas renais de substratos
energéticos, para atender o aumento da demanda energética induzida pelos

poluentes do esgoto.

Também ficou evidente, em todas as condigbes experimentais,
que N. rossii e N. coriiceps, modularam positivamente os niveis de G6PDH,
uma enzima marcadora do potencial redox dos tecidos e, consequentemente,
da defesa antioxidante (CIRCU & AW, 2010). O potencial dismutador de
superoxido, representado pelos niveis de SOD, elevou em N. coriiceps no curto
prazo e em N. rossii, apenas no longo prazo, mostrando que as defesas
antioxidantes renais dessas duas espécies respondem de forma diferente ao

efeito de poluentes do esgoto.

Os niveis de GR nado foram modulados em nenhuma das
condigbes experimentais, sugerindo que o potencial redutor da glutationa foi,
provavelmente, adequado para atender as necessidades da defesa
antioxidante nessa condi¢gdo adversa. Os niveis renais de CAT n&o variaram
expressivamente em nenhuma das condigdes experimentais, exceto no curto
prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v) em que os niveis de CAT renal de N.
rossii declinaram. A redug¢ao dos niveis de CAT, na exposicdo de peixes a
poluentes ndo é um achado raro e ja foi observado em varias espécies (VAN
DER OOST et al., 2003).

As arginases encontram-se amplamente distribuidas em tecidos
de peixes, mas figado e rins apresentam, normalmente, os niveis mais
elevados (WRIGHT et al., 2004). Os niveis de arginase do rim de N. rossii e N.
coriiceps somente foram modulados positivamente, no curto prazo, pelo esgoto
da EACF. No longo prazo, os niveis de arginase do rim de N. rossii
permaneceram em valores proximos do controle, sugerindo que o aumento
observado no curto prazo, que atendia a uma demanda catabdlica especifica
de L-arginina, deixou de existir no longo prazo. Essa demanda pode estar
relacionada ao catabolismo de aminoacidos, considerando que o rim de peixes
€ capaz de utilizar as cadeias carbénicas dos aminoacidos como substratos
energéticos (POLAKOF et al., 2006).
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6.2.4. Metabolismo muscular

O tecido adiposo dos nototenidides antarticos € difuso e estoca
grandes quantidades de TG nas fibras brancas e vermelhas, bem como no
figado. O conteudo lipidico total € elevado e, em algumas espécies, chega a
ultrapassar 50% da massa seca do peixe (CLARKE et al., 1984; HAGEN et al.,
2000). Por outro lado, o elevado potencial oxidativo do figado e musculos para
acidos graxos monoinsaturados, suporta a visdo de um metabolismo energético
baseado em lipideos (SIDELL et al., 1995).

No curto prazo, com o efluente diluido a 0,5% (viv), o
metabolismo energético da N. rossii apresentou apenas uma leve tendéncia de
reducao dos niveis de HK, MDH e LDH, bem como um leve aumento nos niveis
de CS. Ja a reducédo dos niveis de HK em N. coriiceps foram bem mais
expressivas, com uma tendéncia de redugdo dos niveis de PFK. Essas
alteragdes sugerem que o efluente modulou o metabolismo energético,
reduzindo a captagao/utilizagdo de glicose do sangue, mediante reducédo dos
niveis de HK, uma enzima que introduz a glicose no metabolismo energético de
peixes, mediante fosforilagdo da glicose em glicose-6-fosfato (KNOX et al.,
1980).

Também ficou evidente a reducéo dos niveis de LDH, porém nao
de forma significativa, reduzindo o potencial anaerobio gerador de ATP do
tecido muscular, o qual tem rendimento energético bem inferior ao do aerobio,
que apresentou tendéncia de elevagdo. Esse conjunto de modulagdes
enzimaticas, sugere que a musculatura axial de N. rossii e N. coriiceps,
rearranjaram o metabdlico energético, reduzindo o potencial de captagdo de
glicose sanguinea e elevando o potencial de consumo/oxidagédo de substratos
energéticos no ciclo dos acidos tricarboxilicos, como por exemplo, acetil~SCoA

derivado da oxidacao de acidos graxos.

A musculatura de nototenidides antarticos normalmente apresenta
uma elevada densidade mitocondrial que facilita a producdo de ATP e o
consumo de oxigénio (JOHNSTON, 2003). O conteudo lipidico do musculo

axial de peixes antarticos é normalmente elevado e a capacidade de
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regeneracao de ATP a partir de substratos energéticos, indica claramente que
acidos graxos monoinsaturados sdo os substratos preferidos do metabolismo

energético muscular, antes do que glicose (SIDELL et al., 1995).

Na exposicdo de longo prazo ao efluente do esgoto, esse
rearranjo do metabolismo energético ficou mais evidente, na diluigdo do esgoto
a 0,5% (v/v). Os niveis de HK, MDH e LDH foram modulados negativamente de
forma mais intensa do que o observado no curto prazo. O mesmo aconteceu
com a modulacido positiva dos niveis de CS e a tendéncia de aumento dos
niveis de PFK. A reducdo dos niveis de MDH em N. rossii, nao,
necessariamente, representa uma redugao do potencial aerébio gerador de
ATP no ciclo dos acidos tricarboxilicos, pois a determinacdo de atividade da
MDH contemplou a MDH das fragbes citosolica e mitosolica. Os niveis
teciduais de PFK tém sido utilizados como indicador de potencial glicolitico
(MILLER et al., 2009). Considerando que os niveis de HK foram modulados
negativamente, a tendéncia de aumento dos niveis de PFK no musculo de N.
rossii, pode estar atendendo a oxidagdo de glicose proveniente da

glicogendlise.

No curto prazo, a defesa antioxidante de N. coriiceps foi modulada
negativamente pelo efluente de esgoto, com a redugdo dos niveis de GR,
enquanto o musculo de N. rossii elevou os niveis de SOD e reduziu, de forma
ndo significativa os niveis de GR. Embora muito proximas filogeneticamente,
essas duas espécies modularam de forma distinta as suas defesas
antioxidante. Contudo, no longo prazo, a defesa antioxidante de N. rossii foi
modulada negativamente, com a reducdo dos niveis de GR, tanto com o

efluente diluido a 0,5% (v/v) como 0,05% (v/v).
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6.2.5. Metabolismo hepatico

O suprimento energético é considerado um importante fator
limitante de sistemas fisiologicos (CLARKE, 2003) e pode comprometer o
crescimento, a locomogao e a reproduc¢ao dos organismos (SMOLDERS et al.,
2004; MAES et al., 2006). O figado tem papel homeostatico relevante, suprindo
os tecidos extra-hepaticos de vertebrados com misturas equilibradas de
substratos energéticos. A perfusdo do figado por sangue proveniente do
intestino permite que esse tecido atue como filtro metabdlico, equilibrando os
niveis de constituintes da dieta e disponibilizando para os tecidos extra-
hepaticos, uma mistura equilibrada de constituintes plasmaticos, essenciais
para o bom funcionamento dos tecidos (HOCHACHKA & SOMERO, 2002;
POLAKOF et al.,, 2007; OOSTERVEER & SCHOONJANS, 2014), Nesse
sentido, o figado € o principal érgéo controlador da glicemia, sendo capaz de
retirar o excesso de glicose do sangue e, quando necessario, repor a sua falta
(POLAKOF et al., 2012).

Os experimentos com N. rossii € N. coriiceps mostraram que o
efluente do esgoto da EACF é capaz de modular os niveis de enzimas do
metabolismo hepatico dessas duas espécies. No curto prazo, com o efluente
diluido a 0,5% (v/v), a indugédo de niveis elevados de GPase, em ambas as
especies, e de G6Pase apenas em N. rossii, mostram a dimens&o do esforgo
metabdlico hiperglicemiante do figado, modulando positivamente o potencial
glicogenolitico e gliconeogénico. Respostas de estresse tém sido interpretadas
como um esforgo de reestabelecimento homeostatico (BARTON, 2002), que no
caso de N. rossii e N. coriiceps pode estar envolvendo um aumento de
captacdo e consumo de glicose sanguinea pelos tecidos extra-hepaticos.
Nesse caso, a canalizagéo de glicose do figado para o sangue, passa a ser de
vital importancia, como forma de manter niveis glicémicos adequados para os

demais tecidos.

A G6Pase hepatica € uma das enzimas chaves da
gliconeogénese e tem sido utilizada como “proxy” do potencial canalizador de
glicose do figado para o sangue, com o objetivo de atender possiveis

demandas energéticas de outros tecidos. Essa enzima também atende as
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necessidades glicogenolitica hepaticas, considerando que a etapa final de
canalizagéo de glicose da gliconeogénese e da glicogendlise para o sangue, é
catalisada pela G6Pase (NELSON & COX, 2011; POLAKOF et al., 2012). A
inducdo de niveis elevados de GPase no figado de N. rossii sugere uma
resposta hiperglicemiante de curto prazo, considerando que essa enzima tem
sido utilizada como um “proxy” da atividade glicogenolitica em peixes
(SANGIAO-ALVARELLOS et al., 2005).

A incapacidade de N. coriiceps induzir niveis hepaticos elevados
de GPase, no curto prazo, limitou potencialmente a manutengédo da glicemia,
pois a fosforilagdo do glicogénio no figado tem como principal a manuteng¢ao da
glicemia (SANGIAO-ALVARELLOS et al.,, 2005). Em algumas espécies de
peixes, o baixo nivel de glicogénio hepatico tem sido apontado como fator
limitante da manutencao glicémica (PANKHURST, 2011), mas esse ndo deve
ser o caso de N. coriiceps, que apresenta niveis hepaticos de glicogénio
préximos ao de N. rossii, a qual conseguiu manter adequadamente a sua

glicemia na presenca do efluente do esgoto (RAGA et al., 2015).

A fosforilagdo da glicose em glicose-6-fosfato tem sido
considerada uma etapa critica do controle do gradiente de glicose no figado e é
catalisada pela enzima HK (MACCORMACK & DRIEDZIC, 2007). A elevacéo
dos niveis de G6Pase, sem alteracdo dos niveis de HK no figado de N. rossii,
sugere que o efluente elevou o potencial canalizador de glicose do figado para
0 sangue, sem elevar o potencial de fosforilagdo da glicose, que introduz

glicose no metabolismo intermediario do figado de N. rossii.

No longo prazo, com o efluente diluido a 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v),
o potencial canalizador de glicose para o sangue (G6Pase) tendeu a
permanecer elevado, mas esse aumento nao foi significativo. O estoque de
glicogénio no figado é limitado e atende as demandas de manutencdo de
glicemia no curto prazo. A eficacia desse processo depende muito da
quantidade de glicogénio estocado no tecido. Assim, a eficacia da glicogenolise
hepatica é limitada pela redugcdo dos niveis de glicogénio ao longo de
processos que demandam aumento/manutencdo de glicemia (LOWE &
DAVISON, 2005; NELSON & COX, 2011; PANKHURST, 2011).



110

A LDH hepatica foi acessada como via de entrada do lactato na
gliconeogénese (HORI et al., 2006) e a MDH como uma ponte de transferéncia
de cadeias carbbnicas entre mitosol e citosol (TORRES et al., 2012). O efluente
do esgoto ndo modulou os niveis dessas duas enzimas no figado de N. rossii e
N. coriiceps, em nenhuma das condi¢cdes experimentais. A elevacado dos niveis
de LDH e MDH no figado do teledsteo de agua doce Brycon cephalus exposto
ao fenol, tem sido associados com a ativagao da gliconeogénese (HORI et al.,
2006). Contudo, isso nao ficou evidente em Oncorhynchus mykiss, onde
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos elevaram os niveis de cortisol e
ativaram a gliconeogénese, sem alterar os niveis hepaticos de LDH (TINTOS et
al., 2008). Assim, a auséncia de modulagdo sobre os niveis de MDH e LDH
hepaticas de N. rossii e N. coriiceps, ndo representam, necessariamente,
algum tipo de desvantagem para a operacionalizagdo da gliconeogénese e/ou

glicogendlise hepatica.

A atividade da CS, enzima limitante da velocidade do ciclo dos
acidos tricarboxilicos (TCA), reflete o potencial de entrada de acetil~SCoA no
TCA, apos a oxidacdo de carboidratos e/ou lipideos (STROBEL, LEO, et al.,
2013). No curto prazo, o efluente do esgoto modulou negativamente os niveis
de CS do figado de N. rossii e ndo os niveis de N. coriiceps, que
permaneceram com niveis proximos do controle. A CS e a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), que catalisa a primeira etapa da gliconeogénese,
competem pelo oxaloacetato, que € um importante elo de ligagdo entre TCA,
metabolismo de aminoacidos e gliconeogénese (DES ROSIERS et al., 1995).
Assim, a reducio dos niveis de CS em N. rossii favorece o direcionamento de

cadeias carbbnicas do TCA para gliconeogénese.

Na aclimatacdo térmica do peixe Antartico Pachycara
brachycephalum, a reorganizacdo metabdlica hepatica envolveu alteragdes na
composicao lipidica, redugdo dos niveis de CS e a elevagdo da razéo
PEPCKI/CS, elevando o potencial gliconeogénico do figado (WINDISCH et al.,
2011). Na aclimatagdo térmica de N. rossii, estudada por STROBEL et al.,
(2013) a reducdo dos niveis de CS foi interpretada como parte da

reorganizagao metabdlica do figado, que direcionou cadeias carbbénicas do
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TCA para gliconeogénese, para atender provaveis demandas energéticas de

outros tecidos.

No longo prazo, com efluente diluido a 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v), o
figado de N. rossii manteve baixos os niveis de CS, sugerindo que o esforgo
gliconeogénico foi mantido, mesmo na diluicdo de 0,05% (v/v). A inducéo de
niveis elevados de CS no figado de N. rossii, mesmo com o efluente muito
diluido, revelou essa enzima com um possivel biomarcador de esgoto na
Antartica. Contudo, novos estudos devem ser conduzidos, com o efluente ainda
mais diluido, como forma de avaliar a resposta dose-dependente dessa enzima

hepatica.

Os niveis hepaticos de G6PDH, SOD, GRED e CAT foram
acessados como “proxy” da defesa antioxidante enzimatica de N. rossii e N.
coriiceps. A formacgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) € um processo
natural, sendo que alguns EROS atuam na sinalizagdo e modulacdo de
processos fisioldgicos, quando em baixas concentragdes (CIRCU & AW, 2010).
Cerca de 2% do oxigénio consumido pelas mitocdndrias de peixes é reduzido
univalentemente para superoxido (‘O;") e pode ser dismutado pela SOD em
H.O2, a qual pode se difundir livremente através das membranas bioldgicas
(ABELE & PUNTARULO, 2004). A decomposi¢cao da H,O- pela catalase é vital
para prevenir a geragcao de radical hidroxil ("OH), via reagdo de Fenton.
Superdxido e H;O, ndo sdo oxidantes altamente reativos, mas "OH & um
notavel agente oxidante, com constante de velocidade proxima do limite da
difusdo e sendo capaz de remover elétrons de varios compostos biologicos
(FORMAN et al., 2014).

No curto prazo, o efluente do esgoto modulou positivamente os
niveis de CAT e tendeu a aumentar os niveis de SOD no figado de N.
coriiceps, elevando a sua defesa antioxidante contra H,O,. Ja em N. rossii, os
niveis de SOD e CAT foram modulados negativamente. Mudangas ambientais
naturais ou antrépicas podem elevar a formagdo de EROS e gerar estresse
oxidativo, sendo que os tecidos nem sempre conseguem responder
adequadamente, elevando os niveis de enzimas da defesa antioxidante (VAN
DER OOST et al., 2003; ABELE & PUNTARULO, 2004). Assim, no curto prazo,
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a resposta antioxidante do figado de N. rossii ndo se revelou uma resposta
protetora contra a agao deletéria do "O," e H,0O,. Contudo, no longo prazo, com
o efluente diluido a 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v) foi capaz de modular positivamente
os niveis de SOD e CAT, mostrando uma resposta antioxidante adequada
contra as EROS.

Assim, os niveis hepaticos de CAT e SOD de N. rossii, na
exposicdo ao efluente do esgoto, se mostraram biomarcadores com
capacidade de diferenciar o tempo de exposicdo ao efluente, sendo que na
exposi¢cao de curto prazo, os niveis foram modulados negativamente, e na de

longo prazo, a modulagéo foi positiva.

A manutencdo do potencial redox € de fundamental importancia
para a defesa antioxidante das células. A GR catalisa a reduc&o do glutationa
oxidado em reduzido (GSH), utilizando NADPH como agente redutor. A GSH
ocupa papel central na homeostase redox, mantendo o bom funcionamento das
proteinas. A oxidagdo da glicose-6-fosfato em 6-fosfogliconato, na via das
pentoses, & catalisada pela G6PDH, utilizando NADP* como agente oxidante,
que é reduzido em NADPH+H", o qual apresenta elevado potencial redox. A
manutencdo de uma razdo NADPH/NADP® elevada favorece a defesa
antioxidante e o balango redox GSH/GSSG no interior das células (CIRCU &
AW, 2010).

No curto prazo, na presenga do efluente diluido a 0,5% (v/v), o
figado de N. coriiceps nao foi capaz de modular os niveis de G6PDH e reduziu
os niveis de GR, diferente do figado de N. rossii que elevou a sua capacidade
de manutencdo do potencial redox, elevando os niveis de G6PDH. Assim,
essas duas espécies divergiram na modulagdo da defesa antioxidante no curto
prazo. No logo prazo, os niveis hepaticos de G6PDH foram mantidos elevados

em N. rossii e os de GR foram mantidos em niveis proximos do controle.

Experimentos com tragos de poluentes organicos revelaram que a
resposta antioxidante enzimatica varia muito intra e entre espécies de
teledsteos, as quais séo, via de regra, dose dependentes (VAN DER OOST et

al., 2003). O tempo de exposicdo a poluentes também pode ser um fator
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modulador dos niveis de enzimas da defesa antioxidante de peixes. Os niveis
de CAT e GR so6 foram modulados positivamente no figado de trutas
(Oncorhynchus mykiss) apés 5 dias de exposi¢cao ao efluente de uma ETE
sueca, diluido a 50% (v/v) (STURVE et al., 2008).

Nesse sentido, as respostas da defesa antioxidante de N. rossii e
N. coriiceps foram obtidas utilizando o efluente de esgoto bem mais diluido do
que o descrito por STURVE et al. (2008), mostrando que essas duas espécies
de peixes antarticos sdo bem sensiveis a poluicdo por esgoto. Com isso, novos
estudos devem ser conduzidos para avaliar o efeito da exposig¢ao cronica e da
diluicdio minima do efluente, capaz de induzir alteragdes metabdlicas
biomarcadoras que, normalmente, sdo de baixo custo e precedem as

alteragcdes morfoldgicas (LAM, 2009).

Peixes carnivoros dependem do catabolismo de aminoacidos para
atender as suas necessidades gliconeogénicas. A L-arginina € um aminoacido
proteico, indispensavel para o crescimento de peixes jovens e € essencial para
a sintese de proteinas, 6xido nitrico e poliaminas (RODRIGUES et al., 2011).
Os niveis de arginase, no figado dos peixes linguado e truta arco-iris, se
elevaram em funcdo da quantidade de L-arginina consumida, sinalizando a
importancia do controle tecidual dos niveis desse aminoacido (FOURNIER et
al., 2003).

Assim, a arginase hepatica de N. rossii e N. coriiceps, foi
acessada como “proxy” do metabolismo da L-arginina, considerando a sua
importancia no controle dos niveis de L-arginina em animais nao ureotélicos,
modulando indiretamente a sintese de 6xido nitrico e poliaminas, as quais sao
dependentes de L-arginina (WU & MORRIS, 1998). Em todas as condigbes
experimentais, tanto com N. rossii quanto N. coriiceps, o efluente do esgoto
nao foi capaz de elevar os niveis de arginase, sendo observada apenas que
uma tendéncia de aumento. Assim, os niveis hepaticos de arginase de N. rossii
e N. coriiceps nao se mostraram adequados para sinalizar a poluicao por

esgoto.
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A atividade da isoenzima EROD tem sido amplamente utilizada
como marcadora de poluigdo ambiental, principalmente como biomarcador de
exposicdo a poluentes organicos. A EROD catalisa a transformacédo de
xenobidticos organicos em produtos de excre¢do mais soluveis em agua e
integra a familia de proteinas do citrocromo P4s0, participando da fase | do
metabolismo de xenobidticos. Embora, uma elevagao dos niveis de citrocromo
P4s0 tenha sido reportada em mais de 50% dos estudos laboratoriais e de
campo, 0 seu uso como biomarcador na avaliagdo de riscos ambientais é
limitado, desde que as respostas envolvendo isoenzimas do citrocromo Pgysg
s&o mais especificas e sensiveis (VAN DER OOST et al., 2003).

No curto e longo prazos, o efluente do esgoto, em ambas as
diluicbes, modularam negativamente os niveis de EROD no figado de N. rossii.
Apesar da sua ampla utilizagdo como biomarcador de poluicdo ambiental,
dependendo da dose e da natureza quimica dos poluentes, tais como
compostos organometalicos, pode ocorrer elevada inibicdo da indugéo de
EROD nos tecidos (RICE & ROSZELL, 1998; WHYTE et al., 2000). Contudo, a
injecdo de B-NF na cavidade peritoneal de N. rossii (controle positivo) foi capaz
de elevar os niveis de EROD no figado desse nototenidide apds 25 dias de
exposicao, mostrando que o tecido hepatico de N. rossii € capaz de modular

positivamente os niveis de EROD.

A injecdo de benzo-a-pireno e de policloreto de bifenila (PCB) na
cavidade peritoneal foi capaz de elevar os niveis de monoxigenases de fungéo
mista, inclusive EROD, no figado do peixe antartico Pagothenia bernacchii
(FOCARDI et al., 1995). De forma semelhante, a injecdo de p-NF na cavidade
peritoneal, elevou os niveis de EROD hepatica em T. bernacchii, apés 20 dias
da inje¢do. Estudo conduzido com T. bernacchii engaiolados, em sitios
reconhecidamente poluidos pela estacdo antartica de McMurdo, mostraram
que os poluentes foram capazes de modular a EROD hepatica (LURMAN et al.,
2010).

Por outro lado, os niveis hepaticos de EROD apresentaram
tendéncia de aumento, apos 96 h de exposi¢cao de N. coriiceps ao efluente do

esgoto da EACF, mas esse nao foi estatisticamente significativo. Contudo,
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cabe salientar que na exposigéo de curto prazo, os niveis de EROD, no figado
de T. bernacchii, s6 elevaram, de forma significativa, apos 7 dias da injegao de
B-NF na cavidade peritoneal (DI BELLO et al., 2007). Assim, a capacidade do
efluente do esgoto induzir niveis elevados de EROD no figado de N. coriiceps
deve ser avaliada com experimentos de longo prazo, considerando a tendéncia

de aumento observada no curto prazo.
6.2.6. Metabolismo Interérgaos

A manutengdo da homeostasia demanda um sistema de
comunicagao interorgaos, finamente ajustado para atender as necessidades
fisiologicas dos tecidos. No presente estudo, os experimentos conduzidos com
N. rossii e N. coriiceps, mostraram que o efluente do esgoto é capaz de
impactar os niveis de enzimas do metabolismo energético, bem como os niveis
de constituintes plasmaticos. Assim, os niveis enzimaticos foram utilizados
como “proxies” do metabolismo energético do figado, rins, brénquias e
musculos. Os niveis de constituintes plasmaticos também foram utilizadas na
presente discussdo, pois sdo normalmente modulados pelo comportamento

metabdlico dos tecidos.

O metabolismo energético interérgdos de N. rossii foi avaliado
tanto no curto como no longo prazo, com o efluente do esgoto em duas
dilui¢des, sendo 0,5% (v/v) e 0,05% (v/v). Os resultados estdo sumarizados na

figura 21.

Diferente do musculo, onde o potencial aerébio gerador de ATP,
expressos pelos niveis de CS, aumentou em 60%, apenas no longo prazo, nos
tecidos renal e branquial os niveis dessa enzima elevaram em mais de 400%
no curto e longo prazos, sugerindo que o efluente do esgoto deve ter elevado,

expressivamente, as demandas energéticas renais e branquiais de N. rossii.

A manutengdo da ion/osmorregulagdo de fluidos bioldgicos, a
excrecao de produtos finais do metabolismo, bem como a excregéo de diversos
tipos de compostos, tem sido atribuidos as branquias e rins (NATOCHIN, 1996;
EVANS et al., 2005). Essas atividades demandam uma quantidade substancial

de energia para operacionalizar sistemas de transporte ativos (MARSHALL &
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BRYSON, 1998; VAN DER OOST et al., 2003). A exposi¢cdo de N. rossii, ao
efluente do esgoto, expbs a extensa e delicada superficie branquial aos
poluentes do esgoto, os quais podem ter desencadeado respostas de estresse.
A acéo direta de poluentes do esgoto sobre as branquias e aparelho digestorio,
via ingestdo de agua do mar, tem sido utilizada para explicar respostas
integradas de estresse, induzidas pelos poluentes em peixes (WENDELAAR
BONGA, 1997). Normalmente, as respostas de estresse em peixes séo
acompanhadas de elevacédo da glicemia (PANKHURST, 2011). Na exposicéo
de curto prazo ao efluente do esgoto, o figado de N. rossii elevou o potencial
glicogenolitico (GPase) e gliconeogénico (G6Pase), e modulou positivamente o
potencial hepatico de canalizagdo de glicose para o sangue. A redugao dos
niveis hepaticos de CS em N. rossii, deve ter favorecido o deslocamento de
cadeias carbdnicas do TCA para gliconeogénese, semelhante ao descrito por

STROBEL et al., (2013), em estudo de estresse térmico em N. rossii.

Por outro lado, a glicemia de N. rossii ndo sofreu elevagdo na
presenga do efluente do esgoto, se mantendo em valores proximos ao do
controle experimental. Considerando que o figado de N. rossii elevou o
potencial canalizador de glicose para o sangue, a ndo elevagao da glicemia,
sugere que houve aumento da captagcdo de glicose pelos tecidos extra-
hepaticos. Assim, o potencial renal ativador de glicose, indicado pelos niveis de
HK, sofreu elevagcdo em N. rossii, sugerindo um aumento de captacdo de
glicose do sangue para atender o aumento de demandas energéticas. O
esforgo renal por substratos energéticos ficou evidente com o aumento do
potencial glicogenolitico (GPase), com o objetivo de mobilizar a glicose

estocada na forma de glicogénio.

Musculos e branquias de N. rossii, no curto prazo, reduziram o
seu potencial ativador de glicose (HK) e, consequentemente, a sua capacidade
de utilizar glicose como substrato energético. A redugéo dos niveis de LDH nas
branquias e musculos indica reducdo da capacidade de utilizacdo de lactato
como substrato energético, o qual deve estar sendo direcionado para os rins
que elevaram os niveis de LDH, priorizando o uso de lactato como substrato
energético. Embora o tecido hepatico tenha modulado positivamente a

gliconeogénese, a manutengao dos niveis de LDH, indicam que o potencial de
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oxidagdo do lactato em piruvato, como substrato da gliconeogénese, nao foi

alterado (figura 21).

O rim de teledsteos marinhos € responsavel pela manutencao dos
niveis de Mg®* e Ca?* do plasma, excretando o excesso desses dois cations
contra um gradiente de concentragdo. Em teledsteos antarticos, o fator de
concentracdo do Mg?* urinario, expresso pela razdo Mg-urina/Mg-sangue, varia
entre 25 e 244 vezes, e no caso do Ca?* essa razdo varia entre 0,9 e 5,5
(DOBBS 1l & DEVRIES, 1975).

Embora o rim de N. rossii tenha elevado o seu potencial aerdbio
gerador de ATP, representado pelos niveis muito elevados de CS, tanto na
exposi¢ao de curto prazo como de longo prazo ao efluente do esgoto, o tecido

~ . 2+ ’ . £
renal ndo foi capaz de manter o Mg® em niveis proximos do controle
experimental, sugerindo que os poluentes do esgoto comprometeram a
homeostasia desse cation divalente, que se elevou no plasma. Contudo, o
impacto do efluente do esgoto n&o foi capaz de comprometer a manutengao da

calcemia de N. rossii, a qual manteve em niveis adequados Ca®* no plasma.

A intensa mobilizac¢ao lipidica, observada tanto no curto como no
longo prazo, sugere que o efluente do esgoto induziu um processo de
reorganizagdo energética. Normalmente, os niveis plasmatico de TG né&o
variam em teledsteos sob estresse, considerando que o “turnover” de lipideos é
suficientemente elevado para sustentar o aumento de demandas energéticas,
mesmo sob condicbes de estresse. Contudo, no estresse osmoético de
teledsteos, o aumento de TG tem sido observado e interpretado como um
processo de reorganizagao energética, considerando que o tecido branquial de
peixes tem baixa preferéncia por lipideos como substratos energéticos
(SANGIAO-ALVARELLOS et al., 2005; RODRIGUES JR et al., 2013).

No longo prazo, o tecido hepatico modulou com menor
intensidade a glicogendlise, mas manteve elevado o potencial gliconeogénico,
marcado por niveis elevados de G6Pase e baixos niveis de CS. Os niveis de
LDH foram mantidos proximos do controle experimental, sugerindo que o

figado de N. rossii continuou n&o priorizando o lactato como substrato



118

gliconeogénico, na exposi¢céo de longo prazo. O aumento dos niveis de HK nas
branquias de N. rossii, na exposi¢gao de longo prazo ao efluente do esgoto,
elevou a capacidade desse tecido metabolizar glicose proveniente do plasma,
mas, mesmo assim, N. rossii foi capaz de manter a glicemia em valores

préximos do controle experimental.

Ainda na exposigéo de longo prazo ao efluente do esgoto, os rins
e musculos mantiveram o mesmo perfil metabdlico do curto prazo, sendo que
branquias elevaram o potencial ativador de glicose (HK) e o potencial aerdbio
gerador de ATP (CS). A correlagdo positiva entre os niveis de HK e CS tem
contribuido para sustentar a hipotese de que glicose deve ser o principal
substrato energético do tecido branquial de teledsteos (CROCKETT et al.,
1999). Embora as branquias tenham elevado o potencial gerador de ATP, tanto
no curto como no longo prazo, priorizando a glicose como substrato energético,
no longo prazo, o potencial energético de osmorregulagdo (Na/K-ATPase) n&o
foi modulado pelo efluente do esgoto, sugerindo que o aumento de demanda
energética ndo esta relacionado com a manutengéo dos niveis plasmaticos de
Na® e CI'. Nesse sentido, N. rossii foi capaz de manter niveis de CI" plasmatico,

tanto no curto como no longo prazo.

O aumento dos niveis plasmaticos de albumina, tanto na
exposi¢cao de curto como de longo prazo, sugerem que a N. rossii promoveu
uma reorganizagao proteica, provavelmente para atender as necessidades
energéticas. A mobilizagdo de aminoacidos proteicos para o figado é essencial
para suprir a gliconeogénese com cadeias carbénicas (PEREZ-JIMENEZ et al.,
2012).
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Figura 21. Metabolismo energético interorgdo de Notothenia rossii. As setas ao lado
esquerdo das siglas enzimaticas indicam as variagado referentes ao efeito do esgoto,
na exposigao de curto prazo (96 h), e ao lado direito, na exposigao de longo prazo (25
d). O numero de setas ao lado das siglas enzimaticas indica a intensidade da
alteragao, sendo: uma seta, entre 0 e 100%; duas setas, entre 101 e 200%; trés setas,
entre 201 e 300%; quatro setas, entre 301 e 400%; e cinco ou mais setas valores
acima de 401%. Todas as siglas utilizadas estdo descritas em materiais e métodos,
exceto a do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (TCA). (Fonte: O Autor).
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Os experimentos com N. coriiceps mostraram que no curto prazo,
o efluente do esgoto diluido a 0,5% (v/v), foi capaz de modular o metabolismo
do figado, rins, musculo e branquias, de forma distinta de N. rossii, um
nototenidide muito préximo na escala filogenética. Os resultados do efeito do
efluente do esgoto sobre o metabolismo de N. coriiceps estdo sumarizados na

figura 22.

Na presenca do efluente, a N. coriiceps evoluiu para um quadro
de hipoglicemia no curto prazo, mostrando que os poluentes do esgoto foram
capazes de comprometer o controle glicémico. A taxa de glicose sanguinea
representa o resultado do balango entre vias metabdlicas que retiram glicose
do sangue e aquelas que introduzem glicose no sangue (PANKHURST, 2011;
POLAKOF et al., 2012). Assim, a hipoglicemia apresentada pela N. coriiceps,
sinaliza que a velocidade do conjunto de vias metabdlicas que retiram glicose
do sangue é maior do que a velocidade do conjunto de vias metabdlicas que

introduzem glicose no sangue.

Embora o potencial gliconeogénico do figado de N. coriiceps
tenha sido modulado positivamente na presencga do efluente do esgoto, com o
aumento dos niveis de G6Pase, isso nao foi suficiente para sustentar a
demanda dos tecidos por glicose, resultando em hipoglicemia. A
gliconeogénese em peixes, semelhante a mamiferos, € uma via voltada para
manutengao de glicemia no longo prazo e ndo costuma ser eficaz no curto
prazo (LOWE & DAVISON, 2005; PANKHURST, 2011).

Contudo, o potencial glicogenolitico, indicado pelos niveis de
GPase, foram mantidos em niveis proximos do controle experimental,
mostrando que N. coriiceps foi incapaz de potencializar a fosforilagdo do
glicogénio em glicose-6-fosfato. O aumento da glicemia de teledsteos sob
estresse € um processo bifasico, que envolve a secrecido de catecolaminas
num primeiro momento, seguido da elevacdo de cortisol no longo prazo
(PANKHURST, 2011). As catecolaminas agem rapidamente ativando a
glicogendlise hepatica e mobilizando a glicose do glicogénio para o sangue. Ja

a gliconeogénese, ganha for¢ca quando os estoques de glicogénio comegam a
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se exaurir, mantendo a glicemia no longo prazo (LOWE & DAVISON, 2005).
Assim, a incapacidade de N. coriiceps modular positivamente os niveis
hepaticos de GPase, sugere que o figado desse peixe ndo conseguiu canalizar

glicose para o sangue, em quantidade suficiente, para evitar a hipoglicemia.

Por outro lado, o tecido branquial de N. coriiceps nao modulou
negativamente os niveis de HK, mantendo as sua capacidade de fosforilar
glicose proveniente do sangue. O tecido branquial de N. coriiceps também n&o
elevou o potencial oxidativo de lactato, que introduz o lactado no metabolismo
energético branquial e que poderia estar contribuindo para redugdo do

consumo de glicose.

O aumento dos niveis branquial de CS, utilizado como “proxy” do
potencial aerébio gerador de ATP, foi modulado positivamente, sugerindo um
provavel aumento de demanda energética, o que pode ter acelerado o
consumo de glicose e lactato. A manutencdo dos niveis de Na/K-ATPase, com
valores proximos do controle experimental, bem como a manutencéo dos niveis
plasmatico de cloreto, sugere que a manutengdo do potencial energético de
controle da osmorregulagdo nao foi impactado pelos poluentes do esgoto e foi
mantido em niveis adequados para atender a manutencdo dos niveis de

cloreto.

O tecido renal de N. coriiceps promoveu um aumento expressivo
dos niveis de HK, CS, MDH, GPase e LDH na presenca do efluente do esgoto,
sugerindo um forte aumento da demanda energética desse tecido. O potencial
aerobio gerador de ATP (CS) aumentou em cerca de 11 vezes comparado ao
controle experimental. Provavelmente, a glicose sanguinea € proveniente do
glicogénio e esta sendo utilizada para atender essa demanda energética,
considerando que os niveis de GPase foram modulados positivamente em 4,5

vezes e os de HK em duas vezes.

Assim, o aumento do consumo de glicose pelos tecidos branquial
e renal, sugerido pelos niveis enzimaticos (“proxies”) do metabolismo
energeético, juntamente com a incapacidade hepatica de modular positivamente

os niveis de GPase, sdo as principais evidéncias que sinalizam para a reducao
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dos niveis glicémicos de N. coriiceps, induzidos pelos poluentes do esgoto. Por
outro lado, N. coriiceps ndao modulou positivamente os niveis de TG na
presencga do efluente do esgoto, comprometendo uma possivel reorganizagéo
energética, que poderia estar contribuindo para a redugdo do consumo tecidual
de glicose e, consequentemente, para a manutengcdo da glicemia. Por outro
lado, os poluentes do esgoto modularam negativamente os niveis de Mg®* e
albumina no plasma sanguineo, diferente do observado em N. rossii,
mostrando que essas duas espécies, apresentam comportamentos metabdlicos

bem distintos, frente aos poluentes do esgoto.
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Figura 22. Metabolismo energético interorgdo de Nofothenia coriiceps. As setas ao
lado esquerdo das siglas enzimaticas indicam as variacao referentes ao efeito do
esgoto, na exposi¢gdo de curto prazo (96 h). O numero de setas ao lado das siglas
enzimaticas indicam a intensidade da alteracdo, sendo: uma seta, entre 0 e 100%;
duas setas, entre 101 e 200%; trés setas, entre 201 e 300%; quatro setas, entre 301 e

400%; e

cinco ou mais setas valores acima de 401%. Todas as siglas utilizadas estéao

descritas em materiais e métodos, exceto a do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA).

(Fonte: O Autor).
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7. CONCLUSOES

* O metabolismo hepatico de N. rossii se mostrou bem adaptado a presenca
de fluoreto na dieta, mesmo sob condigdes adversas de temperatura e
salinidade;

* A modulagdo do metabolismo energético, defesa antioxidante, catabolismo
da L-arginina, metabolismo de xenobidticos dos peixes antarticos N. rossii
e N. coriiceps, induzida pelo efluente do esgoto da ETE da EACF, sugere
as respostas metabdlicas dessas duas espécies de nototenidides como
biomarcadores de poluigdo do ambiente marinho antartico por esgoto;

* As respostas metabdlicas induzidas pelo efluente do esgoto da ETE,
inclusive na diluicdo de 0,05% (v/v), sugerem que os rins de N. rossii e N.
coriiceps, sao muito sensiveis a esse tipo de poluicdo, a qual foi capaz de
elevar, de forma marcante, as suas demandas energéticas;

* Os peixes antarticos N. rossii e N. coriiceps apresentam potencialidades
metabodlicas hepaticos distintas de manutengdo da glicémica, induzidas
pelo esgoto no curto prazo;

* O metabolismo energético do tecido muscular, de N. rossii e N. coriiceps,
foram os menos impactados pelos poluentes do esgoto, reduzindo o
potencial ativador de glicose e, consequentemente, a captagdo de glicose
muscular, bem como elevando em 50% o potencial aerdbio gerador de
ATP;

* As respostas do metabolismo energético de N. rossii e N. coriiceps,
induzidas pelo efluente do esgoto, foram mais expressivas do que as
respostas dos sistemas enzimaticos antioxidantes, sugerindo que as
enzimas do metabolismo energético podem ser biomarcadores mais
adequados para a avaliagdo/monitoramento de poluigdo por esgoto na
Antartica;

* Os poluentes do esgoto foram capazes de modular, de forma distinta, os
constituintes plasmaticos de N. rossii e N. coriiceps, basicamente naquilo
que diz respeito aos niveis de Mg** e albumina, sendo que a modulagao
dos niveis de Mg?* foi dose dependente do efluente de esgoto em N. rossii;

* As enzimas branquiais HK, MDH, G6PDH e GR de N. rossii, foram

moduladas de forma distinta no curto e longo prazo de exposigdo ao
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efluente do esgoto, sugerindo que essas enzimas sdo potenciais
biomarcadores, adequados para diferenciar a exposi¢céo de curto do longo
prazo de exposi¢céo aos poluentes do esgoto;

A SOD muscular foi modulada positivamente no musculo de N. rossii,
apenas no curto prazo, sendo adequada para diferenciar a exposi¢cao ao
efluente do esgoto, no curto do longo prazo;

As enzimas CAT e SOD do tecido hepatico foram moduladas
negativamente no curto prazo e moduladas positivamente no longo prazo,
se mostrando adequadas para diferenciar a exposi¢ao de curto do longo
prazo;

As respostas metabdlicas interorgaos de N. rossii, sugerem que esse peixe
antartico se adaptou melhor aos desafios impostas pelos poluentes do

esgoto do que N. coriiceps.
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