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RESUMO

Os peixes apresentam estratégias conhecidas como respostas ao
estresse, para enfrentar os estressores ambientais, as quais estdo relacionadas a
sua evolucdo e estilo de vida. Peixes tropicais convivem proximos dos seus
limites superiores de tolerancia térmica e os parametros plasmaticos, além das
alteracbes morfolégicas, sao utilizados como identificadores fisioldgicos de
resposta ao estresse, sendo que suas alteragdbes podem ser resultados do
choque térmico. Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito do estresse
térmico sobre a morfologia de eritrécitos e nos parametros plasmaticos em
Rhamdia voulezi, expostos a temperaturas de 21 + 1.0°C (controle) e 31 + 1.0°C
(experimental) por 2, 6, 12, 24 ou 96 horas. Analises morfolégicas dos eritrocitos
mostraram que o0 aumento de temperatura ocasionou maior frequéncia de
alteragdes no formato celular e vesiculas na membrana plasmatica do eritrocito,
como também a ocorréncia de lise celular. Cortisol, glicose e aspartato
aminotransferase aumentaram a atividade (24h), sendo que estes marcadores
sofreram alteragdes somente ao longo dos tempos. Em R. voulezi o aumento da
temperatura a 31°C diminuiu os niveis de ureia (12h). Proteinas totais e fésforo
tiveram aumento em 24h de exposicao e foram alterados pela interagéo das duas
variaveis testadas neste trabalho, tempo e temperatura. Os resultados obtidos
indicam que R. voulezi tem plasticidade metabdlica para manter a homeostase
celular nas temperaturas testadas (21°C e 31°C).

Palavras-chave: Peixes tropicais. Temperatura. Estresse celular. Globulos
vermelhos. Parametros hematoldgicos.



ABSTRACT
plasma parameters

Fish present strategies known as stress responses, to face environmental
stressors, which are related to their evolution and lifestyle. Tropical fish live near
their thermal limit and plasma parameters, in addition to morphological alterations,
are used as physiological indicators of stress response that can result from a
thermal shock. This study had the objective of analyzing the thermal stress effect
on the erythrocytes morphology and the plasma parameters in Rhamdia voulezi,
exposed to the temperatures of 21 + 1.0°C (control) e 31 + 1.0°C (experimental)
for 2, 6, 12, 24 and 96 hours. Morphological analysis of the erythrocytes showed
that the increase in temperature caused a higher frequency of alterations in cell
shape and vesicles in the plasma membrane of the erythrocyte, as well as cellular
lysis. Cortisol, glucose and aspartate aminotransferase increased their activities
(24h), and they suffered alterations along the exposure time. In R. voulezi, the
increase in temperature to 31°C reduced the levels of urea (12h). Total protein and
phosphorus had an increase in 24h of exposure and were altered by the
interaction of the two variables tested in this study: time and temperature. The
obtained results indicate that R. voulezi presents metabolic plasticity to maintain
cellular homeostasis in the tested temperatures (21°C and 31°C).

Keywords: Tropical fishes. Temperature. Cellular stress. Red blood cells.
Hematological parameters.
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1 INTRODUGCAO

1.1 ESTRESSE CELULAR

A estrutura biolégica dos ecossistemas ¢é influenciada por agentes de
natureza quimica (COSTA et al., 2004), dentre eles, poluentes organicos e
inorganicos (CARVALHO e FERNANDES, 2006) e estressores fisicos como
temperatura, manuseio, captura ou transporte e densidade populacional
(URBINATI et al., 2004).

Para poder lidar com as variagdes ambientais, as populagdes biologicas
possuem mecanismos fisiologicos e ecoldgicos que possibilitam adaptagbes a
estas variagbes e que envolvem todos os niveis de organizagéo, desde a célula
(HIGHTOWER, 1991) até a estrutura populacional (ADAMS, 1990). Comunidades
existentes em diferentes ecossistemas respondem de forma distinta a agentes
estressores (SMITH, 2012) ocasionando muitas vezes a perda da biomassa (VAN
DORST et al., 2019), danos a biodiversidade (FICKE, MYRICK e HANSEN, 2007)
e aumento da susceptibilidade a patdégenos e a doencgas infecciosas (INOUE,
SANTOS-NETO e MORAES, 2003; BOWDEN, 2008; LEE, JI e CHOI, 2014).

Ao longo do processo evolutivo a sobrevivéncia dos organismos esteve
relacionada a capacidade de se ajustar aos agentes estressores (WENDELAAR
BONGA, 1997; BARTON, 2002; OBA et al., 2009; COGO et al., 2009). O agente
estressor desencadeia um conjunto de respostas tanto comportamental quanto
fisioldgica no ser vivo, permitindo uma adaptagdo para a sua sobrevivéncia
(IVERSEN, 2009), através da recuperagdao da homeostase (CHROUSUS, 2009).
O desenvolvimento de sistemas antioxidantes para proteger as células de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (DROGE, 2002; LUO et al., 2014) € um
exemplo. Quando os sistemas de defesa antioxidantes sao ineficazes na
neutralizagdo da formagéo de EROs, a fungao celular pode ser afetada (LESSER,
2006; COPATTI et al., 2019). Esse desequilibrio entre a produgéo das EROs e o
sistema antioxidante é chamado de estresse oxidativo e pode levar a disturbios
metabdlicos e funcionais (CHENG et al., 2015; LUO et al., 2015a; DA COSTA e
STREIT, 2019).



A formacdo de EROs ocorre prioritariamente em funcdo da producéao
mitocondrial de ATP de forma aerdbica (ZEBRAL, 2019). O gas oxigénio passou a
ser metabolizado no processo de respiracao, e é responsavel pela produgao de
radicais estressores como ion superoxido (O2’), peroxido de hidrogénio (H202),
radical hidroxila (OH) e oxigénio livre (O) ou até mesmo espécies reativas de
nitrogénio, como o peroxinitrito (PAMPLONA e CONSTANTINI, 2011). Essas
espécies reativas podem ser letais as células (STADTMAN e LEVINE, 2000;
STOLIAR e LUSHCHAK, 2012, ARMILIATO, 2014, MASSARSKY, KOZAL e DI
GIULIO, 2017). As EROs acarretam danos a membrana celular, através da
peroxidacao lipidica (LPO) devido a alta concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados (AURICH, 2005; MARTINEZ-PARAMO et al., 2012; CHENG et al.,
2018).

O termo estresse € uma expressdao genérica que se refere a ajustes
fisiologicos, tais como ritmo cardiaco e respiratério e temperatura, os quais
ocorrem durante a exposicdo do animal a condi¢des adversas (BROSSI et al.,
2009). Segundo Kooalhaas et al. (2011) o estresse pode ser definido como uma
condigdo onde uma demanda ambiental excede a capacidade natural regulatoria
de um organismo ou conforme Schreck e Tort (2016) o estresse é resultado de
respostas fisioldgicas a situagbes de ameacga, ao tentar evitar a fatalidade ou
restabelecer a homeostase em relagcédo ao disturbio negativo.

As respostas ao estresse podem ser agudas ou cronicas (IWANA, 1993) e
segundo Boonstra (2013) ndo devem ser baseadas na duracdo do agente
estressor e sim na duragdo das consequéncias na fisiologia do animal. O estresse
agudo possui uma duracado limitada e com forte magnitude e geralmente é
motivado por ocorréncias temporarias. Este processo € acompanhado de efeitos
imunossupressores, catabdlicos e antianabdlicos, temporariamente benéficos e
sem consequéncias particularmente adversas. Mas estudos recentes tém
mostrado evidéncias de que estressores ambientais agudos podem induzir danos
ao DNA (LUO et al., 2016a; CHENG et al., 2017). Como exemplo, podemos citar
a biometria e o transporte dos peixes, possuindo um efeito imunossupressor
(CASTRO e FERNANDES, 2009). O crénico ocorre quase diariamente e com

menor intensidade e atinge a maioria das espécies por um periodo longo. No



estresse crbénico, o0 peixe geralmente n&o consegue restabelecer as
caracteristicas de homeostase (SCHERECK, 2000).

Muitos fatores determinam a resposta fisiolégica ao estresse (FLOHR et
al., 2017) e existe uma organizagao hierarquica entre as diferentes respostas
comportamentais para cada espécie (BAERENDS; BRAUWER e WALTERBOLK,
1955; BATESON e GLUCKMAN, 2012). As respostas ao estresse envolvem todos
0s niveis de organizagao do animal, sendo chamadas de respostas integradas ao
estresse (JOELS e BARAM, 2009; KOAKOSKI et al., 2012), caracterizando a
Sindrome da Adaptacao Geral (SAG) (SELYE, 1936).

A SAG é composta por trés fases sucessivas chamadas de reacgao de
alarme, estagio de resisténcia e estagio de exaustao (SILVA e GOULART, 2018)
ou fase primaria, secundaria e terciaria (WENDEMEYER et al., 1990; BARTON,
2002; DAVIS, 2004) (Figura 1). A SAG é uma abordagem geral da resposta ao
estresse, mas generaliza as respostas para todos os fatores estressantes, o que
n&o ocorre na pratica (BARCELLOS et al., 2018).

A resposta primaria ao estresse compreende a ativagdo de dois eixos
neuroenddcrinos: eixo Hipotalamo-Sistema Nervoso Simpatico-Células Cromafins
(HSC) e o eixo Hipotalamo-Hipdfise-Interrenal (HHI) (CASTRO e FERNANDES,
2009; KOAKOSKI et al., 2012) com consequente liberacdo de catecolaminas
(entre elas adrenalina e noradrenalina) e corticosteroides (como o cortisol e a
cortisona) (SCHRECK e TORT, 2016). Quando um estressor € percebido pelo
organismo ha um estado de alerta com uma série de alteragdes fisiologicas
decorrentes de uma cascata hormonal que produz as respostas iniciais ao
estresse (SCHRECK, 2000), dentre elas, uma mudanga no comportamento
alimentar que pode ser desencadeado por meio de aminoacidos ou outras
substancias de valor apetitivo (CANDELIER et al., 2015). Essas alteragbes
também envolvem a ativagdo de mecanismos cerebrais, que facilitam o nivel de
adaptabilidade ao ambiente através do consumo de energia, disponiveis para lidar
com alteragcdes no estado basal de funcionamento (LUPIEN et al., 2007).

Na resposta secundaria ao estresse ocorrem mudancas nas taxas
respiratoria e cardiovascular (RODNICK e PLANAS, 2016) acarretando, dentre

outros, aumento dos batimentos cardiacos, da absorgdo de oxigénio, da



mobilizacdo de substratos de energia e a perturbacdo do balango hidromineral,
causado pela alteragao da adrenalina (IWAMA et al., 1999; AFONSO et al., 2008).
Alteracbes nos niveis plasmaticos de aminoacidos, acidos graxos livres e
colesterol também podem ocorrer (MARTINS DA ROCHA, CARVALHO e
URBINATI, 2004). Se o estresse persiste, mas nao o suficiente para acarretar a
morte, o animal entra na fase de resisténcia, onde ele tenta se adaptar utilizando
os mecanismos de protegcdo ao estressor (SCHRECK, OLLA e DAVIS, 1997).
Nessa fase o0 organismo pode superar o estressor e se aproximar dos niveis
homeostaticos normais ou iniciar uma trajetéria a qual pode levar a morte
(GONCALVES et al., 2008).

Na resposta terciaria a o estresse, os agentes estressores podem induzir
uma seérie de alteragbes patoldgicas e a resposta ao estresse pode perder seu
valor adaptativo e se tornar disfuncional (BALDISSEROTTO, 2002; KOEYPUDSA
e JONGJAREANJAI, 2011). Alteragdes na saude e resisténcia a doengas
(CONTE, 2004; YADA e TORTO, 2016), no fluxo da demanda energética levando
ao baixo crescimento dos peixes (SADOUL e VIJAYAN, 2016), nas taxas de
reprodugcdo do animal, atingindo dessa forma populagbes inteiras de peixes
(PANKHURTS, 2016), além de poder conduzir a morte do animal (BARTON,

1997), sdo alguns exemplos.



FIGURA 1 - SEQUENCIA DE RESPOSTA AO ESTRESSE
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1.2 ESTRESSE TERMICO EM PEIXES

Os peixes fazem parte de um dos grupos de animais mais diversos do
planeta possuindo uma gama de habitos alimentares, métodos reprodutivos,
ciclos de vida e as mais importantes respostas as alteragées ambientais (OBA;
MARIANO e SANTOS, 2009).

Segundo SILVA (2000), o estresse térmico é definido como a forga
exercida pelos componentes do ambiente térmico sobre um organismo, causando
nele uma reacgao fisiolégica proporcional a intensidade da for¢ca aplicada e a
capacidade do organismo em compensar os desvios causados pela forca.

Eventos climaticos extremos sdo evidéncias das mudangas climaticas
globais e estao se tornando cada vez mais frequentes e intensos desde a ultima
década do século XX, resultando em significativos impactos ambientais e
socioeconémicos (STOCKER, 2014; LAZOGLOU et al.,, 2019). As mudancgas



climaticas globais sdo uma grande ameaga a sobrevivéncia das espécies e
ecossistemas, principalmente os aquaticos (MERINO et al., 2012; COX,
HUNTINGFORD e WILLIAMSON, 2018; IPCC, 2019). O aquecimento global em
escalas regionais resulta em maior variabilidade de mudangas ambientais
extremas e maior probabilidade de ocorréncia (IMADA et al., 2018; EL KENAWY
et al.,, 2019).

A temperatura é um fator abidtico que deve ser analisado no contexto dos
seus multiplos efeitos nos peixes (FRY, 1947; GONZALEZ-MIRA et al., 2016).
Temperaturas adequadas promovem o crescimento e desenvolvimento dos
peixes, enquanto temperaturas que excedem um limite especifico tém efeitos
negativos (VIDAL et al., 2008; ALAM, RAHMAN e PARWEEN, 2014; LEAL et al.,
2018). A fisiologia e o metabolismo em animais ectotérmicos sofre influéncia
direta da temperatura da agua (PORTNER et al., 2001; DULGER et al., 2012;
MATOO et al., 2013; LEE et al., 2014; CHENG et al., 2018; FU et al., 2018;
ISLAM et al., 2020).

Fatores fisioldgicos combinados com fatores anatdbmicos e ambientais
fazem com que a temperatura corporal dos peixes se adapte as temperaturas da
agua (BEITINGER; BENNETT e MCCAULEY, 2000). Através da passagem do
sangue pelas lamelas primarias e secundarias das branquias durante o processo
respiratorio, a temperatura corporal € resfriada pela agua (SCHMIDT-NIELSEN,
2010). Os peixes possuem sensibilidade térmica devido as terminag¢des nervosas
especializadas que contém um conjunto de canais idnicos especificos (SAITO e
SHINGAI, 2006) responsaveis pelas respostas comportamentais frente a
exposicao ao calor e ao frio (PROBER, ZIMMERMAN e MYERS, 2008).
Exposigdes prolongadas desencadeiam uma sequéncia de reagdes adaptativas
que visam otimizar a diversidade de processos metabdlicos fundamentais, mas
também a reestruturacdo dos parametros estruturais e funcionais do tecido do
animal (MCCLELLAND et. al., 2006).

As espécies de peixes possuem uma faixa de tolerancia a temperatura na
qual pode sobreviver e uma faixa mais estreita onde sua performance e seu
crescimento saudavel é o6timo (WILSON e NAGLER, 2006; KATERSKY e
CARTER, 2007; SHARMA et al., 2015, CHOUGULE, 2018). A temperatura critica



maxima (CTMax), caracteriza o limite maximo de temperatura onde as fungdes
fisiologicas ocorrem (SOMERO, 2009). Os padrdes globais de temperatura e
precipitacdo mudaram acentuadamente nas ultimas décadas e devem mudar
ainda mais (JEPPESEN et al., 2015) fazendo com que as espécies de peixes
sobrevivam proximos as suas CTMax. Os limites superiores tendem a se
tornarem criticos com maior facilidade que os inferiores (ODUM, 2010).

A tolerancia térmica esta fortemente ligada as variagdes de temperatura
pelas quais as espécies sao submetidas no seu habitat natural, sendo
interespecifica (HOCHACHKA e SOMERO, 2002). Os peixes sao capazes de
aumentar sua tolerancia ao calor, mais rapidamente do que podem aumentar sua
tolerancia a baixas temperaturas (DOUDOROFF, 1942; BRETT, 1946; DAVIES,
1973). Juvenis de muitas espécies de peixes preferem temperaturas mais quentes
quando comparados com individuos adultos (MCCAULEY e HUGGINS, 1979;
PEDERSEN e JOBLING, 1989).

As espécies temperadas de peixes sdo menos tolerantes ao calor do que
as tropicais (DEUTSCH et al., 2008; TEWKSBURY et al., 2008) que convivem
proximas dos seus limites superiores de tolerancia térmica, muitas vezes em
ambientes com a temperatura acima da ideal para que os processos fisioldgicos
ocorram de forma correta (PECK et al., 2014).

A tolerancia térmica a altas temperaturas reflete as habilidades
morfoldgicas e fisioldgicas dos peixes, mas, ao longo do tempo, coloca em risco a
sobrevivéncia das espécies frente as mudancgas climaticas globais. Pode ocorrer
desvio energético para a obtengdo de oxigénio, diminuindo assim, o crescimento
quando a temperatura se encontra acima da temperatura ideal do animal
(GOMES et al., 2000). A taxa metabdlica do consumo de oxigénio pode ser
influenciada pelo aumento da temperatura (BAGNYUKOVA et al., 2007,
MCBRYAN et al., 2013; REMEN et al., 2016) e um aumento na formacédo de
EROs pode ocorrer como consequéncia direta do estresse térmico ou da re-
oxigenagao do tecido durante a recuperacdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999; CHENG et al., 2018). As EROs aumentam os fatores de choque térmico
(LESSER, 2011; OLSVIK et al., 2013) e a interagdo entre estresse oxidativo,

antioxidantes e HSPs sao extremamente importantes para a sobrevivéncia de



uma espeécie, através de ligagcdes nas proteinas ndo-nativas impedindo que essas
proteinas se agreguem irreversivelmente (HEISE et al., 2006; Li et al., 2013).

O aumento da temperatura da agua pode levar a efeitos deletérios nos
organismos aquaticos, por exemplo, promovendo a depressdo metabdlica
(AURELIO et al., 2013) e mudangas acentuadas na maquinaria fisiolégica que
desempenham um papel fundamental na defesa celular (MADEIRA et al., 2013).
A capacidade dos organismos de se adaptarem ao aumento da temperatura
apresentara grandes desafios em nivel de espécie, populagdo e comunidade
(MAULVAULT et al., 2017).

E essencial compreender o impacto do aumento da temperatura na
resposta fisiolégica, no desempenho do crescimento e em outros parametros
relevantes para os peixes (ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2015;
CAMPOS et al., 2019). O estresse a alta temperatura pode induzir apoptose em
peixes (CHENG et al., 2015), modificar o custo energético do equilibrio fisioldgico
e da regulacdo osmotica e ibnica (DE BOECK et al., 2015; SHRIVASTAVA et al.,
2017), alterar o cortisol, metabdlitos e concentragdes ibnicas plasmaticas
(VANDER VYVER et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015; SILVEIRA et al., 2018) e
ocasionar alteragdes histologicas no figado (ISLAM et al., 2020).

Temperaturas mais altas ativam mecanismos de transporte de ions e
enzimaticos com o custo de energia do crescimento (SILVEIRA et al., 2018).
Niveis elevados de cortisol fornecem fortes evidéncias de comprometimento da
bomba de ions em peixes sob aumento de temperatura (DANG et al., 2000).
Peixes estressados geralmente possuem niveis reduzidos de triglicerideos
(MAULVAULT et al.,, 2017; FEIDANTSIS et al., 2018). O aumento do indice
hepatossomatico (HSI), a hiperplasia e a hipertrofia hepatica foram relatados em
varias espécies de peixes expostas ao estresse ambiental, dentre eles a
temperatura (REISER et al., 2010; FUCHS et al., 2015; WANG et al., 2019). A
regulagdo positiva dos niveis de mRNA de HSP70 serve como um excelente
indicador precoce de estresse induzido pela temperatura nos teledsteos
(STORCH et al., 2009; EISSA e WANG, 2016; EISSA et al., 2017).

Os efeitos da temperatura de crescimento combinado com o tamanho do

animal ja foram descritos para varias espécies de peixes (JONASSEN; IMSLAND



e STEFANSSON, 1999; IMSLAND et al., 2006). Quanto maior a temperatura,
mais acelerado & o metabolismo e a atividade do peixe (BARAS e LUCAS, 2001).
A massa corporal do tambaqui (Colossoma macropomum) esta relacionada
diretamente com a quantidade de amdnia excretada e inversamente relacionada
com a temperatura (ISMINO-ORBE et al.,, 2003). Em juvenis de tainha (Mugil
cephalus), a temperatura apresentou um efeito diretamente proporcional ao
crescimento dentro da faixa de temperatura testada, se mostrando maior em 30°C
(OKAMQOTO, 2006).

A temperatura possui efeitos deletérios na capacidade reprodutiva dos
teledsteos, que podem ser manifestados em varios niveis enddcrinos, como
exemplos, reduzir a sintese de células gonadotropicas (GtH) | e Il e
gonadotrofinas (BARTON e IWAMA, 1991; PANKURST e VAN DER KRAAK,
2000) e suprimir ou alterar o padrao de esteroides gonadais (OKUZAWA et al.,
1989). A influéncia do pH sobre a fertilizagdo dos ovos de peixes esta ligada a
variacdo da temperatura da agua (FERREIRA et al., 2001). Segundo Taranger e
Hansen (1993) o salmao (Salmo salar) apresentou queda aproximada de 41% na
taxa de ovulagdo em temperaturas acima de 13°C em comparagdo com animais
aclimatados a 7°C. A determinacao sexual em peixes tem a temperatura como
principal fator desencadeador (RIBEIRO e MOREIRA, 2012).

Parametros hematolégicos podem ser usados como indicadores
fisioldgicos de resposta ao estresse nos peixes (SANTOS e PACHECO, 1996;
CATALDI et al., 1998, BURGOS-ACEVES et al. 2010). O choque térmico pode
resultar em diferencas nos padrbes dos parametros plasmaticos, incluindo
alteragbes no lactato, glicemia, magnésio, sodio, potassio, cloreto e proteinas
além da osmolaridade (GUYNN et al. 2002; LOWE e DAVISON 2005; PETZEL
2005; DEVOR et al. 2016; BARCELOS, 2018; KANDALSKI et al., 2018). Durante
o estagio inicial de estresse de alta temperatura, pode se observar um aumento
acentuado no conteudo sérico de glicose para manter o equilibrio dindmico
(LERMEN et al., 2004; XU et al., 2010; WEI et al., 2018).

Em relacdo a atividade enzimatica Moura et al. (2007) observaram
aumento linear a medida que a temperatura da agua se elevou até 32°C na

atividade da catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) em
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tilapias (Oreochromis niloticus), sendo o mesmo observado em outras espécies
de peixes (ALMROTH et al., 2015; ZHAO et al., 2018). Aumentos das atividades
da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no plasma
sanguineo foram observados em organismos aquaticos sob estresse térmico
(MING et al., 2012; CHENG et al., 2017, 2018; LIU et al., 2019).

Aumentos nos niveis plasmaticos de cortisol e de catecolaminas sao
considerados as primeiras respostas ao estresse (KANDALSKI et al., 2018). O
cortisol plasmatico é tradicionalmente regulado por uma via de sinalizagéo
horménio liberador de corticotrofina (CRH), horménio adrenocorticotrofico (ACTH),
dentro do eixo HPI (NESAN e VIJAYAN, 2016). Niveis de cortisol plasmatico e
alteragdes no metabolismo de carboidratos, tais como glicose plasmatica e
concentragbes de lactato desidrogenase (LDH) podem ser usados como
indicadores gerais de estresse em peixes (LUDRI e SARMA, 1985; SANTOS e
PACHECO, 1996; BARCELLOS et al., 2010; CHENG et al., 2017; YUAN et. al.,
2020). Estudos com Rhamdia quelen, demonstraram ocorrer variagdo no tempo
de resposta do cortisol ao estressor conforme a idade e o estagio de
desenvolvimento do peixe (WENDELAAR BONGA, 1997; BARCELLOS et al.,
2002; KOAKOSKI et al., 2012).

1.3 ERITROCITOS E TEMPERATURA

Anormalidades morfologicas, tanto celulares quanto nucleares dos
eritrocitos sao fatores importantes para avaliar o estresse causado por fatores
ambientais, dentre eles, as variagbes de temperatura (VAL et al.,, 1996;
TAVARES-DIAS e MORAES, 2004; DA SILVA; LIMA; BLANCO, 2012; GHAFFAR
et al., 2015). As células sanguineas sao vulneraveis a danos oxidativos induzidos
por estresse térmico ou diminuigdo de oxigénio (VAL et al., 1996; CHENG et al.,
2015, DOURADO, 2019). A elevada temperatura ambiental pode interferir no
percentual de células morfologicamente anormais (CHEMINEAU, 2004,
FERREIRA et al., 2006).

Os eritrocitos realizam o transporte do oxigénio principalmente por meio
da hemoglobina (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004), um pigmento respiratorio
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rico em ferro, que fornece coloragdo vermelha ao sangue. A maioria dos peixes
possuem eritrocitos nucleados, geralmente de oval para elipticos, com um nucleo
basdfilo central (CLAUSS; DOVE e ARNOLD, 2008; DE CARVALHO et al., 2009;
CAMPBELL, 2011 e 2012; GRANT, 2015). Segundo Rocha (2001) o rim cefalico é
o primeiro local de produgdo dos eritrocitos nos peixes, mas a atividade
eritropoiética pode ocorrer também no bago (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004)
e variar entre as diferentes familias de peixes (RODRIGUEZ-FORERO, 1995;
PIMPAO, 2006).

A quantidade e o tamanho dos eritrocitos varia de acordo com as
espécies. O aumento da temperatura reduz o oxigénio dissolvido na agua,
fazendo com que o peixe aumente o seu metabolismo (ASHAF-UD-DOULAH et
al., 2019) e o nivel de hemoglobina (ALLEN, 1993; HLAVOVA, 1993;
YTRESTOYL; FINSTAD e MCKINLEY, 2001; BRIX; THORKILDSEN e
COLOSIMO, 2004). A variacao da temperatura pode causar uma redugédo na
contagem de células sanguineas nos teledsteos (Ql et al., 2013; CHENG et al.,
2017). Peixes mais ativos possuem eritrocitos maiores € em maior numero
quando comparados com espécies menos ativas ou sedentarias, provavelmente
pela maior razdo superficie/volume (FANGE, 1992; YILMAZ, 2015).
Evolutivamente, a habilidade natatéria, a demanda respiratéria e a taxa
metabdlica influenciaram a quantidade e o tamanho dos eritrécitos (TANDON e
JOSHI, 1976; RAMBHASKAR e SRINIVASA-RAO, 1987). Um numero elevado de
eritrocitos grandes ndo ocorre em animais saudaveis, pois isso pode aumentar a
viscosidade do sangue e impedir a rapida taxa de circulagdo celular necessaria
para atender a demanda de oxigénio no tecido (HAWKEY, 1991).

A razdo do tamanho nucleo/citoplasma € muito maior em eritrécitos
jovens e decresce a medida que as células vermelhas maturam permitindo assim
o0 aumento gradativo da hemoglobina (GRANT, 2015), mostrando diferentes niveis
de maturacao, incluindo alteragdes citoplasmaticas, tamanho nuclear e densidade
da cromatina. Eritrocitos imaturos tendem a ser mais arredondados do que ovais
com uma coloracdo citoplasmatica azulada e maior, e mais nucleo
heterocromatico quando corados e analisados em microscopia de luz (CLAUSS
et. al., 2008).
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Alteragbes nucleares em eritrocitos estdo conectadas com mudangas na
homeostase e podem ser usadas para rastrear os estressores ambientais, tais
como o estresse térmico em espécies de peixes (BARCELLOS etal. 2003;
MONTSERRAT et al. 2007; ZAFALON-SILVA, 2017). Estudos sobre elevacdes de
temperatura podem induzir danos ao DNA pela DNase, liberagcéo de lisossomos e
inativacdo térmica de enzimas responsaveis pelo reparo do DNA, levando a
alteragdes morfologicas nucleares nas células (ASANAMI e SHIMONO 1999;
SHUEY etal. 2006; MONTSERRAT et al. 2007; ZAFALON-SILVA, 2017). A
degradacdo no DNA pode ocorrer em consequéncia do excesso de produgao de
radicais livres, os quais danificam membranas celulares, acarretando danos
irreversiveis (CIMEN, 2008; ASHAF-UD-DOULAH, 2019). Essas alteragbes
podem ser produzidas devido a alteracao nos constituintes lipidicos, fluidez da
membrana e interagao proteina-lipidio das células sanguineas acarretados pela
mudancga na temperatura (KREPS, 1981; DEY et al., 1993; AVROVA, 1999).
Dentre essas anormalidades podem ser citadas fusdes, alongamentos, entre
outras, sendo uma das possiveis causas dessas anormalidades o aumento dos
produtos de peroxidagao lipidica nos eritrocitos (BAI et al., 2014; GHAFFAR et al.,
2015).

1.4 RIO IGUACU E Rhamdia voulezi

O rio Iguacu tem cerca de 1.060 km de extens&o, cruza os trés planaltos
paranaenses até desaguar no rio Parana, declinando quase 830 metros desde
suas origens até as Cataratas do Iguacu (PAIVA, 1982) (Figura 2). Sua origem

remonta a era Mesozodica e inicio da Paleozoéica (MINEROPAR, 2010).
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FIGURA 2 - LOCAL DE ESTUDO: BACIA HIDROGRAFICA DO RIO IGUAGU
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LEGENDA: A: Hidrografia da bacia do rio Iguagu, B: Mapa do estado do Parana, com destaque a
localizagédo do rio Iguagu.FONTE: REVISTA BACIAS HIDROGRAFICAS DO PARANA (2015) e
BAUMGARTNER (2012) respectivamente.

A cabeceira esta localizada na Serra do Mar perto de Curitiba
(GARAVELLO et. al., 2012), sendo formada pelo encontro dos rios Irai e Atuba.
Considerando a soma das areas do Brasil e da Argentina, a bacia do rio Iguacgu
cobre uma superficie aproximada de 70.800 km? e no estado do Parana possui
area total de 54.820,4 Km? (SEMA, 2007). Conforme Resolugao n°
49/2006/CERH/PR a bacia do rio Iguagu esta dividida em Unidades Hidrograficas
de Gestdo de Recursos Hidricos: sendo Alto lguagu com amplas curvaturas e
extensas varzeas, Médio Iguagu com grandes corredeiras e Baixo Iguagu com

pequenas corredeiras e cachoeiras (MAACK, 1981) (Figura 3).
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FIGURA 3 — LOCALIZAGAO DA BACIA DO RIO IGUAGU NA AMERICA DO SUL E NO
BRASIL, MOSTRANDO OS LIMITES DAS REGIOES DO ALTO, MEDIO E BAIXO RIO IGUACU
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LEGENDA: Localizagéo da bacia do rio Iguacu na América do Sul e no Brasil. FONTE: Disponivel
em https://www.researchgate.net/figure/ Acesso em: novembro de 2020.

A bacia do rio Iguagu possui a cobertura vegetacional dividida em trés
unidades fitogeograficas: Floresta Ombrofila Mista (floresta com araucaria),
Floresta Estacionai Semidecidual e as Estepe (RODERJAN et al., 2002) que
possuem regimes térmicos distintos (AZEVEDO, 2006). As influéncias dessas
formagdes estdo relacionadas a importantes fatores para a manutengao da bacia
hidrografica, tais como a estabilidade das margens, o equilibrio térmico das aguas
e a ciclagem de nutrientes (BARBOSA, 1999).

Comparado com outras bacias, o rio Iguagu ndo possui uma ictiofauna
muito diversa (BAUMGARTNER, 2012). As Cataratas do Iguagu podem ter
exercido um isolamento geografico, pois o rio teve carater endémico da fauna de
peixes estimado em 75% do total de espécies (ZAWADZKI, RENESTO e BINI,
1999), que vem sendo reduzido devido a a¢des antrépicas como a introdugéo de
espécies ndo nativas (BAUMGARTNER et al., 2006). Buckup et al. (2006) listaram
22 espécies nativas na bacia do rio Iguagu enquanto que Garavello et al. (1997)

listaram 52 espécies acima das Cataratas do Iguacu. Sendo Psalidon bifasciatus
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(antigo Astyanax bifasciatus) uma das espécies mais abundantes no Baixo Iguacu
(DELARIVA, 2002).

Rhamdia voulezi (Figura 4), popularmente conhecido como jundia ou
bagre, € um peixe teledsteo pertencente a ordem Siluriformes e familia
Pimelodidae (BOOCKMANN e GUAZZELLI, 2003). E um peixe de agua doce,
onivoro que ocorre desde a regido central da Argentina até o sul do México
(DIEMER, et al., 2012). Possui distribuicdo geografica restrita a bacia hidrografica
do rio Iguagu (REIS et al., 2012), tendo sido registrada em varios ambientes por
Baumgartner et al. (2006).

A alimentagdo € bem variada, incluindo peixes, crustaceos, restos
vegetais e detritos organicos sendo classificado com habito alimentar onivoro
(GUEDES, 1980). Possuem preferéncia por ambientes calmos, mas podem ser
encontrados em diferentes biétopos como fundo de rios, pogos e lagunas. Piaia
et. al. (1999) observaram em alevinos de Rhamdia grande aversao a luz e procura
por locais escuros enquanto que Gomes et. al. (2000) relatam que individuos
adultos se escondem entre pedras e troncos apodrecidos.

O corpo e as nadadeiras de Rhamdia voulezi (Figura 4) possuem
coloragéo cinza, mais claro na regiao ventral. O corpo é alongado, arredondado
proximo a cabega e comprimido na regido da base (BAUMGARTNER et al.,
2012). Peixe de couro, cranio achatado, boca grande sem a presenga de dentes e
com trés pares de barbilhdes sensitivos (STINGELIN et al., 1998). Possuem bons
resultados em condicdes de cativeiro, através de rapido crescimento, eficacia
alimentar, boa resisténcia ao manejo, além de uma carne saborosa, tendo boa
aceitagao pelos consumidores (DIEMER et al., 2012).

As baixas temperaturas no inverno e o clima subtropical caracteristico do
sul brasileiro, onde a temperatura da agua pode chegar proximo a 10° C (DOTTA,
1985), pode reduzir significativamente a possibilidade de criagdo de varias
espécies de peixes nativos. Peixes que podem sobreviver a invernos frios e
crescer rapidamente nos verdes quentes sao os ideais para cultivo, sendo que
Rhamdia quelen tem essas caracteristicas (BARCELLOS et al., 2002). Esta bem
adaptado ao clima subtropical e tem sido cada vez mais utilizado na piscicultura
(CHIPPARI-GOMES; GOMES; BALDISSEROTTO, 1999; LERMEN et al., 2004).
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FIGURA 4 - ESPECIE ESTUDADA: RHAMDIA VOULEZI

i
LEGENDA: A: llustracao representativa do jundia, Rhamdia sp. B: Foto de um individuo adulto de
Rhamdia voulezi. FONTE: www.cpt.com.br e https://en.wikipedia.org/wiki’/Rhamdia.

O conhecimento sobre a tolerancia térmica das espécies de peixes pode
fornecer informacbes ecologicas sobre a distribuicio e as capacidades
adaptativas a diferentes temperaturas (FERNANDES e RANTIN, 1986). E de
grande importancia entender e conhecer a interagdo de um peixe com seu
ambiente térmico, como exemplo as temperaturas ideais de sobrevivéncia, para
poder determinar a viabilidade de cultivo de uma determinada espécie de peixe
(DEACON e HECHT, 1996).

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar as respostas fisioldgicas, metabdlicas e antioxidantes no plasma e

as alteragdes morfologicas em eritrécitos do peixe Rhamdia voulezi frente ao

estresse térmico (31°C) de curto prazo (2 a 96 horas).
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar a variagdo do parametro endocrino plasmatico: cortisol de R.
voulezi submetidos ao estresse térmico (31°C) de curto prazo (2 a 96 h).

— Avaliar os parametros metabdlicos plasmaticos: glicose, triglicerideos,
proteinas totais e ureia de R. voulezi submetidos ao estresse térmico (31°C) de
curto prazo (2 a 96 h).

- Avaliar os niveis plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) de R. voulezi submetidos ao estresse térmico
(31°C) de curto prazo (2 a 96 h).

— Avaliar os parametros ibnicos plasmaticos: cloreto e fésforo inorganico
de R. voulezi submetidos ao estresse térmico (31°C) de curto prazo (2 a 96 h).

— Avaliar as variagdes nas atividades do marcador da defesa antioxidante
plasmatico: catalase de R. voulezi submetidos ao estresse térmico (31°C) de
curto prazo (2 a 96 h).

— Avaliar as alteragbes morfolégicas em eritrocitos de R. voulezi
submetidos ao estresse térmico (31°C) de curto prazo (2 a 96 h).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETAS E ACLIMATACAO DE Rhamdia voulezi

A licengca ambiental de coleta de animais foi obtida via Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (SISBIO/ICMBIio: n° 63551-1, emitida
em 27/06/2018) e a licenga de experimentagao animal n° 1228 foi obtida na
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA-BIO/UFPR).

Exemplares de R. voulezi foram coletados na regido do médio Iguagu (Sul
26°14°58.50” e Oeste 51°6°33.07”), no municipio de Unido da Vitéria-PR, com o
auxilio de linhas de pesca. Os individuos foram acondicionados em sacos
plasticos com aeracao constante e transportados até o Centro de Pesquisas e

Extensdo em Aquicultura lldo Zago, da Universidade Estadual do Parana
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(UNESPAR), no municipio de Unido da Vitéria — PR, local onde os experimentos
foram realizados.

Visando aclimatagcdo as condicbes de laboratério, os peixes foram
transferidos para tanques com capacidade aproximada de 1000 litros (Figura 5),
configurando sistemas estaticos, limpos por succao diaria, com aproximadamente
10% da agua renovada diariamente (LERMEN et al., 2004) com agua originaria
de nascente propria. Nestes tanques foram instalados previamente termostatos

(Aquaterm 08 (Full Cauge) para regulagao e controle da temperatura.

FIGURA 5 - TANQUES UTILIZADOS PARA AQL_IMATACAO DE RHAMDIA VOULEZI

FONTE: IEDA CRISTINA SCHLEGER

Medidas abidticas foram realizadas durante os 8 dias de aclimatacgao,
sendo temperatura (21+0,5 °C), O2 dissolvido (7,5+1,0 mg/L), amdnia (0,18+0.5
mg/L) e pH (7.0+0,5). Os peixes foram alimentados diariamente (1% do peso do
animal) com ragdo comercial para peixes (Supra® Aqua Line, com teor de proteina
de 42%) (CHUNG, 2000; LERMEN et al., 2004). Para todos os grupos, o primeiro
dia de aclimatagao foi o primeiro dia do fornecimento de alimentos e a ultima
alimentacao foi fornecida entre 22 e 24 horas antes da eutanasia (VINAGRE et
al., 2014; MADEIRA; VINAGRE; DINIZ, 2016).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Exemplares de Rhamdia voulezi (n = 73; comprimento total = 25,06 + 4,47
cm; comprimento padrdo = 20,71 £ 3,94 cm; peso = 142,94 + 85,77 cm) foram
aleatoriamente selecionados e transferidos diretamente, simulando choque
térmico, para tanques de 460 litros contendo agua com temperatura a 31 £ 1.0°C
(experimental) ou a 21 + 1.0°C (controle) por 2, 6, 12, 24 ou 96 horas. O numero
de animais por experimento/controle (n amostral) foi de 7 peixes, com excegao de
96 horas, controle e experimental, com n amostral de 8 individuos.

A faixa de temperatura escolhida para os experimentos foi baseada nas
temperaturas ambientais onde R. quelen, espécie proxima a R. voulezi, é
encontrado na Ameérica do Sul e em situagdes experimentais (CHIPPARI-GOMES
et al., 1999; TAVARES-DIAS et al, 2002; LERMEN et al., 2004). Espécimes de R.
quelen, aclimatados a 21°C, apresentaram faixa de sobrevivéncia a rapidas
mudangas de temperatura da agua entre 11 e 31°C e em 100% dos animais
(CHIPPARI-GOMES et al., 1999). Valores encontrados por Tavares-Dias et al.
(2002) em R. quelen a 25°C, relatam que esta espécie possui boa tolerancia para
a variagao de temperatura testada.

A agua foi mantida nas temperaturas estabelecidas por sistema de
aquecimento elétrico e com termostatos (Aqua One®, VigoAr®e Atman®, com
poténcia de 200 e 500 W), sendo rigorosamente controlada. Durante os
experimentos, os animais foram mantidos em tanques com agua em vazao
constante de 1 L/min, em uma densidade média de 4,3+ 1,4g/L. Foram
mensurados durante os experimentos os parametros de aménia toxica (NH3)
(0,003 £ Omg/L), oxigénio dissolvido (9 £ 1,41 mg/L) e pH (7,15 £ 0,21). A oferta
de alimento foi idéntica a aclimatacdo e descrita no item 3.1 — coletas e
aclimatacao de Rhamdia voulezi.

ApoOs a realizagdo dos experimentos, o sangue total foi retirado, com
seringa contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), da veia caudal
(Figura 6) e em seguida foi centrifugado durante 10 minutos a 2.000 g. O plasma
foi retirado, colocado em microtubo e as amostras foram congeladas em

nitrogénio liquido e mantidas em freezer a -80°C até o processamento.
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Os eritrocitos apds, retirada do plasma, foram fixados com fixador
Karnovsky com adaptagdes (paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato 01 M — pH 7.2 a 4°C) (KARNOVSKY, 1965), durante 24 horas e
posteriormente transferidos para tampéao cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4°C para as
analises morfoldgicas tanto de microscopia eletrénica de varredura (MEV) quanto

de microscopia de luz (ML).
FIGURA 6 — COLETA DE SANGUE DE RHAMDIA VOULEZI

T

LEGENDA: Obtencdo de sangue em Rhamdia voulezi por meio da pungdo da veia caudal
realizada com seringa contendo EDTA. FONTE: Diego Mauro Carneiro Pereira.

As amostras de plasma e eritrocitos foram transportadas para o
Laboratério de Biologia Adaptativa do Departamento de Biologia Celular do Setor
de Ciéncias Bioldgicas (SCB) da Universidade Federal do Parana, Curitiba, onde

foram realizadas as analises plasmaticas e morfolégicas.

3.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

3.3.1 ALTERACOES MORFOLOGICAS
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Para as analises em microscopia de luz (ML), depois de fixado o material,
esfregacos sanguineos foram feitos, corados com Rosenfeld (1947) e obtido
imagens utilizando o microscépio com escaner Zeiss — Imager.Z2, através do
programa MetaSystems/VSViwer (MetaSystems Group, Inc) do Setor de Ciéncias
Biologicas (SCB) da UFPR.

Para as analises em microscopia eletrbnica de varredura (MEV), os
eritrocitos foram submetidos a uma bateria de desidratagcdo, sendo, alcool 50%,
70% e 90% (1x — 10 minutos/por concentragdo), alcool 95% (1x — 10 minutos) e
alcool 100% (3x — 10 minutos cada). Em seguida foram submetidos ao ponto
critico através de um Bal-tec CPD — 030 com gas carbdnico e metalizados em
ouro em um Balzers SCD — 030. As analises e eletromicrografias foram feitas em
microscopio eletrénico de varredura JEOL-JSM 6360 do Centro de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal do Parana (CME-UFPR).

3.3.2 MARCADORES PLASMATICOS

As analises foram realizadas em espectofotdbmetro de microplaca
(EPOCH Microplate Spectrophotometer, BioTek, Winooski, VT, USA).

A concentragao do cortisol foi determinada através de procedimento de
imunoensaio enzimatico, de kit comercial Cortisol ELISA (IBL AMERICA,
referéncia IB79343). A absorbancia foi medida em 450 nm.

A glicose foi mensurada utilizando kit comercial (Gold Analisa Diagndstica
Ltda., referéncia 434, MS 80022230067), baseado na metodologia enzimatica-
colorimétrica, com reacao de oxidacéo da glicose pelas enzimas glicose oxidase e
peroxidase, medida em absorbancia de 505 nm.

A determinacdo de triglicerideos foi realizada por kit comercial (Gold
Analisa Diagnostica Ltda., referéncia 459, MS 80022230062), apds hidrdlise
enzimatica com lipases, com formacdo de quinoneimina e a absorbancia do
complexo foi medida em 500 nm.

Para a determinagao de proteinas totais foi utilizado kit comercial (Gold
Analisa Diagnéstica Ltda., referéncia 418, MS 80022230087), a partir do método

colorimétrico Biureto, com leitura em absorbancia de 545 nm.
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A ureia foi determinada por kit comercial (Gold Analisa Diagndstica Ltda,
referéncia 427, MS 80022230063), com meétodo enzimatico-colorimetrico, em
reacao com formacao de indofenol, com leitura da absorbancia realizada em 600
nm.

Os niveis da atividade da aspartato aminotransferase (AST, EC 2.6.1.2)
foram determinados a partir de kit comercial (Gold Analisa Diagnéstica Ltda,
referéncia 352, MS 80022230149), através da catalisagdo e a transferéncia do
grupo amina da aspartato para o cetoglutarato, com absorbancia medida em 505
nm.

Os niveis de atividade da alanina aminotransferase (ALT, EC 2.6.1.1),
foram determinados por meio de kit comercial (Gold Analisa Diagndstica Ltda,
referéncia 353, MS 80022230150), com formagédo de glutamato e piruvato, com
absorbancia medida em 505 nm.

A determinacdo de cloretos foi realizada a partir de kit comercial (Gold
Analisa Ltda, referéncia 408, MS 80022230172), através do método
colorimetrico-tiocianato, com formacgao de tiocianato férrico, lido em absorbéancia
de 470 nm.

A concentracao de fosforo foi determinada por kit comercial (Gold Analisa
Diagnéstica Ltda, referéncia 412, MS. 80022230097), pelo método ultravioleta,
através da reagao do fosfato inorganico (Pi), formando um complexo de
fosfomolibdato de aménio néo reduzido. A absorbancia do complexo formado foi
medida em 340 nm.

A determinacéo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi realizada
em meio de reagao com 50mM de tampéao Tris-HCI (pH 8,0) e 30mM de H202,
com-consumo de peréxido de hidrogénio (H202)-e formagao de oxigénio e agua. A
absorbancia foi medida em 240 nm (AEBI, 1984).

4 RESULTADOS
Os animais sobreviveram ao longo dos tempos experimentais (2, 6, 12, 24

e 96 horas) e nas temperaturas testadas (21°C e 31°C), com exce¢ao de morte de
1 peixe em 2h (31°C); 3 peixes em 2h (21°C) e 1 peixe em 6h (21°C).
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4.1 ALTERACOES MORFOLOGICAS

Eritrécitos controle (21°C) de R. voulezi expostos ao choque térmico de
curto prazo podem ser visualizados em ML (Figura 7A) e MEV (Figura 7B) e
possuem um formato oval a elipsoide tendo um nucleo central, que acompanha o
formato da célula e bastante baséfilo quando analisado em ML (Figura 7A).

Qualitativamente, as analises dos eritrocitos de R. voulezi experimentais
(31°C) indicaram a presenca de alteracbes na morfologia celular, onde os
eritrocitos perderam a forma oval original adquirindo formato irregular (Figuras 7C
e D). Lise celular foi observada, havendo rompimento de membranas e
extravasamento do citoplasma celular (Figuras 7E e F). Membranas plasmaticas
foram alteradas, com ondulagdes ou saliéncias (Figuras 8A, B e C), havendo

formacgao de vesiculas (Figuras 8D, E e F).
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FIGURA 7 - ALTERAGOES MORFOLOGICAS OBSERVADAS EM ERITROCITOS DE
RHAMDIA VOULEZI FRENTE AO ESTRESSE TERMICO DE CURTO PRAZO |

*1.588
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LEGENDA: A = Microscopia de luz, aumento —100x. B — F = Microscopia eletronica de varredura.
A e B = eritrocitos considerados controle ((21°C) em 2 horas e 96 horas respectivamente. C e D =
eritrocitos com formato irregular (setas finas) e com ondulagbes e saliéncias na membrana
plasmatica (seta grossa) em 96 horas experimentais em ambas as imagens. E e F = lise celular
(seta) com rompimento de membranas e extravasamento do citoplasma celular em 96 horas e 2
horas experimentais respectivamente. FONTE: o autor
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FIGURA 8 - ALTERACOES MORFOLOGICAS,OBSERVADAS EM ERITROCITOS DE
RHAMDIA VOULEZI FRENTE AO ESTRESSE TERMICO DE CURTO PRAZO Il

LEGENDA: A — F = Microscopia eletrénica de varredura. A — B — C = eritrécitos com membranas
plasmaticas com ondulagdes ou saliéncias (setas) em 12 horas, 2 horas e 96 horas experimentais
respectivamente. D - E — F = eritrécitos com formagao de vesiculas (setas) em 12 horas, 2 horas e
2 horas experimentais respectivamente. FONTE: o autor
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4.2 MARCADORES PLASMATICOS

Os resultados da ANOVA (Tabela 1) indicam para os marcadores
analisados, diferengcas entre temperaturas (controle versus tratamento,
agrupando-se os tempos de cada temperatura testada), diferencas entre os
tempos (para cada temperatura testada) e finalmente diferengas entre as
temperaturas e sua interagdo com os tempos (que avalia a diferengca entre
controle e experimental em um determinado tempo).

Em Rhamdia voulezi o aumento da temperatura a 31°C e os diferentes
tempos de exposicdo nao foram capazes de alterar as concentracbes de
triglicerideos (Figura 9C) e cloretos (Figura 10C) e as atividades das enzimas
CAT (Figura 10E) e ALT (Figura 10B). No entanto, as concentragdes plasmaticas
de proteinas totais e de fosforo foram alteradas pela interacdo das duas variaveis
testadas neste trabalho, tempo e temperatura. Sendo que ambos os marcadores
apresentaram maior concentracdo em 31°C se comparados a 21°C, em 24 horas.
Além disso, as variagbes observadas ao longo dos tempos, ocorreram em 31°C,
sendo que a concentracdo de proteinas totais, foi maior em 24 horas se
comparada a 2 horas (Figura 9D). E a concentracdo de fosforo foi maior em 24
horas se comparada a 12 e 96 horas (Figura 10D).

A concentragdo de ureia foi alterada pela temperatura, sendo que em 2
horas a 31°C a concentragao foi menor se comparada a 21°C, e ao longo dos
tempos de exposigcao a concentracao de ureia foi maior em 6 horas se comparada
a 12, 24 e 96 horas e em 24 horas a concentracdo de ureia foi menor se
comparada a 2 horas (Figura 9E).

Os marcadores analisados neste trabalho que sofreram alteragdes
somente ao longo dos tempos, foram: cortisol, glicose e AST. A concentragao de
cortisol plasmatico foi alterada apenas em 24 horas, sendo menor neste periodo
se comparado a 2 e 6 horas (Figura 9A). Os niveis de glicose aumentaram em 24
horas em relagdo a 12 horas (Figura 9B). E ainda, em Rhamdia voulezi a
atividade da AST foi maior em 2 horas se comparada a 24 e 96 horas (Figura
10A).
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FIGURA 9 — NIVEIS DOS MARCADORES PLASMATICOS RHAMDIA VOULEZI FRENTE AO
ESTRESSE TERMICO DE CURTO PRAZO |
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LEGENDA: Niveis dos marcadores plasmaticos - cortisol (A), glicose (B), triglicerideos (C),
proteinas totais (D) e ureia (E) de Rhamdia voulezi, expostos a 21°C (controle) e 31°C
(experimentais) durante 2,6,12, 24 e 96 horas. O asterisco indica diferenca significativa (p < 0,05),
pela interagdo dos fatores temperatura (21°C e 31°C) versus tempo de exposicao (2, 6, 12, 24 e
96 horas). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os tempos de
exposicado. Os numeros indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os diferentes tempos
dentro de cada temperatura, avaliados quando houve interagdo temperatura versus tempo
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FIGURA 10 — NIVEIS DOS MARCADORES PLASMATICOS RHAMDIA VOULEZI FRENTE AO
ESTRESSE TERMICO DE CURTO PRAZO I
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LEGENDA: Niveis dos marcadores plasmaticos - aspartato aminotransferase (AST) (A), alanina
aminotransferase (ALT) (B), cloretos (C), fésforo (D) e catalase (E) de Rhamdia voulezi expostos a
21°C (controle) e 31°C (experimentais) durante 2,6,12,24 e 96 horas. O asterisco indica diferenca
significativa (p < 0,05), pela interagao dos fatores temperatura (21°C e 31°C) versus tempo de
exposicao (2, 6, 12, 24 e 96 horas). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05)
entre os tempos de exposi¢cado. Os numeros indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os
diferentes tempos dentro de cada temperatura, avaliados quando houve interagao temperatura
versus tempo
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5 DISCUSSAO

Decorrente das mudangas ambientais de curto e longo prazo o conceito de
adaptacao é um dos principios basicos da evolugao do ser vivo (HOCHACHKA e
SOMERO, 2002). Uma temperatura ambiental elevada desencadeia alteracbes
fisiologicas e moleculares para atingir a homeostase necessaria para a
sobrevivéncia (SHAHJAHAN et al., 2018; GOGOI et al., 2021). Mas devido as
taticas de vida de cada espécie, € possivel respostas contrastantes de
aclimatacdo, isto €&, imediata ou tardia (ASHAF-UD-DOULAH et al.,, 2019;
JOHANSEN, 2021). Dependendo da aptiddo que uma espécie possui em encarar
os desafios térmicos, as alteracdes nos parametros plasmaticos bioquimicos e na

morfologia de células, neste estudo eritrocitos, podem variar.

5.1 ALTERAGCOES MORFOLOGICAS

Mudangas morfolégicas nas células sanguineas estdo associadas a
agentes estressores de natureza diversa (KUTTAPPAN et al., 2013; e SILVA et
al., 2021), dentre eles, os ambientais (VOSYLIENE, 1999) e as substancias
toxicas (SADIQUL et al., 2016 e ISLAM et al.,, 2019). O estresse térmico em
eritrocitos de peixes acarreta modificacbes nos parametros celulares que alteram
a sua homeostase (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004; RAVIKUMAR et al.,
2016; SZABELAK et al., 2020).

A diminuicdo do oxigénio frente ao aumento da temperatura e a
necessidade de aumentar a capacidade de transporte de oxigénio (TAVARES-
DIAS, 2004) sao fatores que influenciam a formacao das alteragdes morfoldgicas
em eritrécitos. Alteragdes na morfologia celular e nuclear nos eritrocitos podem
ocorrer por modificagdes das propriedades fisico-quimicas das membranas
plasmaticas dos eritrécitos (ASHAF-UD-DOULAH, 2019), danos ao DNA,
liberagao de lisossomos e inativagao térmica de enzimas de reparo (DAVIS et al.,
2008; ZAFALON-SILVA et al., 2017). Além disso, as alteragdes morfologicas
estao interligadas (OSMAM e HARABAWY, 2010; AMBUMANI e MOHANKUMAR,
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2012), por exemplo, a presenga de micronucleos pode ser decorrente de nucleos
bilobados ou outras alteragdes como fissura no nucleo (HARABAWY e MOSLEH,
2014).

Neste trabalho alteracbes no formato celular dos eritrécitos de R. voulezi
expostos ao aumento de temperatura (31°C) foram corroboradas por ISLAM et al.,
2020 que estudaram o aumento da temperatura (33°C) em robalo (Dicentrarchus
labrax). Além disso, rompimento de membranas e extravasamento celular
também foram observados. ANBUMANI e MOHANKUMAR (2012) sugerem que
alteragdes no formato celular acarretam perda de conteudo citoplasmatico e
antecedem eventos apoptoticos. Estudos sugerem ruptura do citoesqueleto,
principalmente filamentos de actina, e desintegragdo da membrana celular como
resultado da desnaturacdo de proteinas de membrana (ANBUMANI e
MOHANKUMAR, 2012; SZABELAK et al., 2021), bem como alteragdo dos
constituintes lipidicos, pelo aumento de compostos de peroxidagao lipidica
(ISLAM et al., 2020b), viscosidade da bicamada lipidica e interagbes proteinas-
lipidios dos eritrocitos (DEY et al., 1993; AVROVA, 1999 e ISLAM et al., 2019). As
mudanc¢as morfolégicas e bioquimicas das membranas tornam os eritrécitos mais
vulneraveis a estourar ao cruzar pequenos capilares (ASHAF-UD-DOULAH et al.,
2019).

Eritrécitos com formagdo de vesiculas na membrana plasmatica foram
observados em R. voulezi mantidos a 31°C e muito estudados em humanos
(GREENWALT, 2006). Em peixes WONG et al. (2012) foram os primeiros a
descrever essa alteracdo em eritrocitos de Sparus sarba, e embora os
marcadores de fragmentacdo nuclear e ativagdo de caspases tenham indicado
processos de morte celular, corpos apoptéticos nao foram visualizados. A
formacdo de vesiculas ocorreria pelo enfraquecimento do citoesqueleto em
determinadas areas (WONG et al., 2012), e o fluxo citoplasmatico nestas regides
formaria as saliéncias (TAYLOR et al., 2008) vistas em microscopia eletronica

como o observado neste trabalho.

5.2 MARCADORES PLASMATICOS



32

Parametros plasmaticos estdo sendo utilizados, cada vez mais, como
indicadores de estresse fisioldgico em peixes, indicando altera¢des de respostas
endoégenas para manter a homeostase (LERMEN et al.,, 2004). Alguns
marcadores, neste trabalho, apresentaram alteragbes ao longo dos tempos de
exposicao, e foram eles: cortisol, AST, glicose, fosforo, ureia e proteinas totais.
Diversos fatores podem ter influenciado estas alteragdes, dentre eles, a
alimentacdao. Neste trabalho os animais expostos as condicdes experimentais
foram alimentados ao mesmo tempo e da mesma maneira que 0S seus
respectivos controles. Além disso, peixes desenvolveram um reldgio bioldgico
para lidar com os ciclos ambientais, exibindo ritmos circadianos para a maioria
das funcdes fisioldgicas, incluindo respostas ao estresse (SANCHEZ-VAZQUEZ
et al., 2019), o que pode ter ocorrido para os animais confinados por tempos
diferentes. Mas, como dito anteriormente, todas as condicdes de alimentacéo,
trocas de agua e fotoperiodo foram rigorosamente iguais para animais expostos a
21°C ou 31°C, garantindo, assim, que as diferengas observadas entre grupos
experimentais e controles deva-se a temperatura, unica variavel testada neste
trabalho.

A temperatura da agua é um fator abidtico que influencia aspectos
fisiologicos e pode afetar o crescimento e o metabolismo em peixes (AKHTAR et
al., 2013; MINTENBECK et al.,, 2012; LERMEN et al. 2004). Desta forma
alteragbes na temperatura da agua podem desencadear respostas metabdlicas ao
estresse, envolvendo diversos processos celulares, a fim de garantir a
homeostase do organismo (PORTNER, 2010; MADEIRA et al., 2016). A liberagéo
no plasma de catecolaminas, hormdnios corticéides e outros hormdnios
esteroides é considerada como uma resposta primaria ao estresse (LERMEN et
al., 2004; WARING et al., 1996). O aumento plasmatico de cortisol, desencadeia
por sua vez, as repostas secundarias ao estresse como a rapida mobilizacdo de
reservas energéticas (BARTON, 2002; CHENG et al., 2017). Além disso, o cortisol
esta envolvido também em processos de osmorregulagéo, pois pode estimular a
atividade da Na*K*ATPase, e na redugao da osmolalidade sérica (GUYNN et al.,
2002; PETZEL, 2005). Como a liberagao do cortisol € mais lenta, seus efeitos sao

considerados mais duradouros, quando comparados com as catecolaminas
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(WARING et al., 1996). No entanto, em resposta a aumentos de temperatura, esta
liberagdo plasmatica de cortisol pode variar de acordo com a espécie, a
intensidade e a duragao do estresse, e os valores podem variar de 1 a 500 ng.ml-
1 (KANDALSKI et al.,, 2018; BARTON, 2002; GAMPERL et al., 1994;
PANKHURST, 2011).

Embora os niveis plasmaticos de cortisol sejam um método tradicional
para a avaliagdo de estresse em peixes (CARBAJAL et al., 2019; SCHRECK e
TORT, 2016), ha poucos relatos na literatura sobre qual € o pico de liberagéo de
cortisol pelos peixes apos a exposi¢cao ao agente estressor, e possivelmente esta
resposta € espécie dependente. Por exemplo, sabe-se que para adultos de R.
quelen, o pico de liberagdo de cortisol € de 60 minutos apds a exposicdo ao
estressor (KOAKOSKI et al., 2012). Neste trabalho, o tempo maximo utilizado
para a coleta de cortisol foi de 24 horas, mas nao foram observadas alteragbes
nos niveis de cortisol em R. voulezi, nas coletas realizadas em 2, 6 e 24 horas em
relacdo a temperatura. Resultados semelhantes foram observados por Diemer
(2014), ao avaliar o estresse de manejo e confinamento, em parametros
reprodutivos de R. voulezi, e registrar a auséncia de alteragbes no cortisol
plasmatico dos animais. Em Carassius auratus, expostos abruptamente a 31°C,
os niveis de cortisol plasmatico aumentaram apds 200 minutos de exposicao
(WANG et al., 2019). No entanto além de ser uma espécie diferente, a amplitude
térmica testada pelos autores foi maior da utilizada neste trabalho, pois os
animais passaram de 17°C para 31°C, sendo que R. voulezi foi de 21°C para
31°C. E possivel que a auséncia de alteracdes no cortisol observada neste
trabalho, indique que o aumento na temperatura em 10°C, ndo foi capaz de
induzir a liberagdo do horménio em R. voulezi. Ou ainda, que o tempo minimo
escolhido para a coleta (2h), tenha ocorrido apos o pico de liberagdo de cortisol,
nao sendo possivel identificar o aumento da liberagdo do horménio. A escolha de
outros tempos de coleta como 30 minutos e 1 hora poderiam ser uma opcao em
trabalhos futuros, no entanto o excesso de manipulagédo dos animais pode gerar
estresse e afetar os resultados. No entanto, recentemente Carbajal et al. (2019),
conduzindo um estudo sobre avaliagcdo de estresse por quantificacdo de cortisol

com Oncorhynchus mykiss, sugeriram que a medi¢do de cortisol através do muco
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da pele dos animais € um método menos invasivo e menos sujeito a interferéncias
pelo estresse de manipulacdo. Além de afirmarem que os niveis de cortisol na
pele refletem melhor a circulagdo plasmatica do horménio quando os animais
estao respondendo a um estresse, os autores propdem uma escala de niveis de
estresse em relagédo a concentracdo de cortisol no muco da pele. Assim, esta
metodologia proposta por Carbajal et al. (2019), poderia ser utilizada futuramente
para a quantificacao de cortisol em intervalos de tempo menores dos que foram
utilizados neste trabalho.

Além do cortisol, a avaliagdo da defesa antioxidante sanguinea em peixes
teledsteos € uma importante ferramenta para a interpretacao de estresse térmico
(Lowe; DAVISON, 2005; LU et al., 2016; CHENG et al., 2017; KLEIN et al., 2017;
ROSSI et al., 2017; ZAFALON-SILVA et al., 2017). Alguns estudos com peixes
demonstraram que a exposi¢cao ao estresse térmico, principalmente de maneira
aguda, pode resultar também em danos oxidativos (BAGNYUKOVA et al., 2007;
MUELLER et al., 2012; GRIM et al., 2013). Em geral, a elevagédo da atividade
antioxidante, pode indicar respostas adaptativas dos organismos para neutralizar
o efeito oxidativo das EROs (ABHIJITH et al., 2016; HEGAZI et al., 2010). Neste
trabalho, ndo foram observadas alteragdes na CAT plasmatica, em R. voulezi
submetidos a estresse térmico de 31°C por até 96 horas. Tal resultado pode
indicar que os diversos tecidos desta espécie apresentem niveis capazes de
neutralizar os efeitos do estresse oxidativo causado pelo estresse térmico
(ENZOR e PLACE, 2014). Sabe-se que os tecidos que apresentam os maiores
niveis de CAT s&o, o hepatico e o renal, e no sangue os maiores niveis de CAT
estdo presentes nos eritrocitos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Para
compreender melhor como o estresse térmico influencia as respostas
antioxidantes sanguineas de R. voulezi, sdo necessarios ainda mais estudos.
Como por exemplo, avaliar de maneira ampla o sistema de defesa antioxidade,
quantificando as atividades de outras enzimas e avaliando a capacidade
antioxidante do plasma sanguineo, através da dosagem de proteinas protetoras
como a transferrina e a ceruloplasmina que neutralizam ions como o ferro e o
cobre, diminuindo assim a producdo de EROs no sangue (ALVES, 2003;
GUTTERIDGE e QUINLAN 1993).
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A AST e a ALT sao enzimas que participam do metabolismo de
aminoacidos, ambas transferem grupos amina para o a-cetoglutarato, formando
glutamato e piruvato, no caso da AST e glutamato e oxaloacetato, no caso da
ALT. No entanto a dosagem das duas enzimas no plasma é utilizada como
indicador de lesbes celulares, pois injurias teciduais afetam o parénquima tissular,
liberando uma maior quantidade destas enzimas para a corrente sanguinea,
elevando os niveis séricos das AST e ALT (ALVES 2003; SPARLING et al. 1998).
O aumento da temperatura a 31°C por até 96 horas nao foi capaz de alterar os
niveis de AST e ALT no plasma de R. voulezi, o que pode indicar auséncia de
lesbes tissulares devido ao estresse térmico.

A mensuragdo dos niveis de glicose é eficientemente utilizada para
avaliar estresse em peixes (SCHRECK et al., 2016) e neste trabalho foi
observado a auséncia de alteragado dos niveis de glicose plasmatica. Outra fonte
importante de substrato energético durante o estresse séo os triglicerideos, que
em peixes sdo hidrolisados e formam acidos graxos livres e glicerol, sendo
liberados no sangue para fornecer energia aos tecidos (LIU et al., 2019; IENA e
LEBECK, 2018; MENDEZ-GIMENEZ et al., 2014). Alguns estudos com peixes
relataram que o estresse térmico de baixa temperatura é capaz de alterar a
concentragdo dos triglicerideos, indicando que substratos lipidicos podem ser
mobilizados frente ao estresse (LIU, 2011; JI et al., 2009; CHEN et al., 2006).
Mas, assim como a glicose, a concentracao de triglicerideos plasmaticos nao foi
alterada no presente estudo, e as respostas da glicemia e dos triglicerideos,
observadas em R. voulezi, acompanharam a auséncia de altera¢gdes no cortisol
(em até 24 horas), uma vez que a liberagdo do horménio seria responsavel por
uma hiperglicemia (BARTON, 2002; CHENG et al., 2017).

Os niveis de proteinas totais (albuminas e globulinas) podem ser
utilizados como indicadores da condicdo fisiolégica do peixe, pois sao
extremamente estaveis no sangue (PERES et al., 2015). A presencga de proteinas
Nno soro sanguineo e suas variagdes de concentragdo podem variar em diferentes
condigdes fisioldgicas e patologicas (PEYGHAN 2014). Além disso, as proteinas
totais atuam como tampao nao-bicarbonato na regulacéo acido-base (STROBEL

et al.,, 2012). No presente trabalho, os niveis de proteinas totais aumentaram
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apenas nos animais submetidos a 31°C por 24 horas, o que pode indicar uma
maior mobilizacdo de proteinas como reserva energética neste periodo. A
albumina é considerada a principal proteina plasmatica em teleésteos (PERES et
al.,, 2015), além de possuir um papel relevante na manutencdo da presséo
oncética no plasma de vertebrados, sendo uma proteina de reserva facilmente
disponivel, produzida pelo figado (JAVED; USMANI, 2015). Acredita-se que a
protedlise ocorra quando as demais reservas energéticas disponiveis ja foram
esgotadas (NAVARRO e GUTIRREZ, 1995). Ja as globulinas, compreendem
varios tipos de proteinas heterogéneas, que estdo envolvidas em processos
metabdlicos, de transporte, coagulagao, inflamatoérios e imunolégicos (HOSEINI et
al., 2014). A elevacdo desta classe de proteinas € associada ao sistema
imunoldgica e uma resposta mais eficiente ao estresse (KUMAR et al., 2005; JHA
et al., 2007).

Em relacado aos niveis de ureia plasmatica, foi observada a diminuicdo em
2 horas a 31°C, e esta alteracdao pontual pode estar relacionada a menor
metabolizacdo de proteinas pelos peixes. Alteragdes na concentragado plasmatica
de ureia podem estar relacionadas a desidratacdo, estresse de confinamento,
alcalinidade da agua e concentracao externa de amdénia (MELO et al., 2006). No
entanto, com excec¢do do estresse térmico testado, as caracteristicas da agua e
da alimentagdo foram iguais e dentro da normalidade para todos os animais
analisados.

Em relacéo as variagdes idnicas no plasma, observou-se isoladamente o
aumento do ion fosforo em 24 horas a 31°C, sendo que niveis anormais de
fésforo inorganico associados a Mg2+ e Ca2+ podem prejudicar o crescimento e a
mineralizagao 6ssea em peixes (POLEDNIK et al., 2008). Podem ocorrer também
alteragdes na permeabilidade da membrana (PERES et al., 2015), disfungdes
mitocondriais (COWAN, 1995) o que pode levar a um prejuizo do metabolismo
energético. A concentragdo de inos cloreto ndo foi alterada em R. voulezi
submetidos a 31°C por até 96 horas. Estes resultados podem indicar que a
especie possui grande capacidade osmorregulatéria para as condigdes testadas

neste trabalho. Outros estudos obtiveram resultados semelhantes na espécie
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congénere Rhamdia quelen, expostos ao aumento nas concentragdes ambientais
de amoénia (CARNEIRO et al., 2009a; 2009b).

6 CONCLUSAO

"O aumento da temperatura é capaz de afetar a morfologia de eritrocitos
de R voulezi". Eritrocitos de R voulezi apresentaram alteragdes morfologicas
frente ao aumento de temperatura (31°C) com perda de formato, rompimento de
membranas com extravasamento do liquido citoplasmatico e membranas
alteradas com ondulagdes ou saliéncias havendo formagao de vesiculas.

Em R. voulezi os marcadores plasmaticos que sofreram alteracoes
somente ao longo dos tempos, foram cortisol, glicose e AST, provavelmente
decorrentes do ritmo circadiano. Concentragdes plasmaticas de proteinas totais,
ureia e de fosforo foram alteradas pela interacdo do tempo e da temperatura
enquanto que as concentragdes de triglicerideos e cloretos e as atividades das
enzimas e ALT nao foram alteradas.
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