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Dedico este trabalho para algum cientista do futuro, que ao ler se cativa ao
perceber que amontoados de moléculas fazem muito mais do que elas por si s6
significariam. Este vera que, o significado da realidade, se ela existir, ndo esta nas

caracteristicas isoladas, mas sim em suas interagdes.
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RESUMO

A temperatura € um importante fator que condiciona as respostas fisiolégicas dos
peixes, gerando uma condigao estressante quando em parametros nao ideais. Neste
contexto, peixes representam uma boa ferramenta de estudo tendo em vista as
alteracbes naturais, perturbagdes antropicas locais e as alteragbes climaticas
estimadas que alteram a dindmica da agua, afetando diretamente estes animais.
Assim, objetivou-se avaliar o metabolismo de carboidratos de proteinas e parametros
relacionados ao estresse oxidativo no musculo do peixe Astyanax lacustris
proveniente de lagos artificiais da regido da bacia do rio Iguagu, submetido a choque
térmico. Os espécimes (n = 240) foram submetidos aos regimes de tempo de 2, 6, 12,
24, 48, e 96 horas sob baixa (15 £ 1°C) e alta temperatura (31 £ 1°C), com seus
respectivos controles (23 £ 1°C) e um n = 10 por grupo experimental. A baixa
temperatura reduziu a atividade da glicogénio fosforilase (GP) e os niveis de piruvato
em 2h e lactato em 6h. Isso pode indicarumareducgaoda glicélise nos periodos iniciais
do estresse. A diminuigdo do piruvato também ocorre em 24h, podendo estar
associado ao ciclode Cori. Posteriormente houve um aumentoda atividade da GP em
12h, aumento dos niveis de piruvato em 48h e da atividade da hexoquinase (HK) em
96h. Isso indica um aumento da demanda energética depois das horas iniciais do
choque térmico. Nao houve alteragdes do metabolismo de carboidratos e ciclo de
Krebs para alta temperatura, essa auséncia de alteragdes pode estar ligada a outro
mecanismo para suprir as necessidades energéticas, como a utilizagdo da
fosfocreatinaquinase. Emrelagdo ao metabolismo de proteinas para 15°C,naohouve
alteragdes para glutamato desidrogenase (GLDH), transaminase glutamico
oxalacética (TGO) ou transaminase glutdmico piravica (TGP). Essa auséncia de
alteragdes pode estar relacionada com uma compensagdo do metabolismo de
carboidratos ou lipidico. Em 31 °C houve reducao da atividade da TGO em 2 e 96h e
da TGP em 2h, que teve posterior aumentoem 48h. Isso pode demonstrar, uma baixa
necessidade o peixe por esta via metabdlica. Em relagdo ao estresse oxidativo em 15
°C, houve aumento da atividade da glutationa redutase (GR) em 2 e 6h com posterior
reducdo em 24 e 48h. Em relacdo a danos em proteinas através da observagao de
proteinas carboniladas (PCO), houve aumento de nivel em 6h. Isso indica uma
inducao de estresse para musculo de A. lacustris expostos a 15 °C. Em 31 °C foi
observado um aumento pontual dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em 24h.
Desta maneira, é possivel inferir que a temperatura baixa foi mais estressante em
musculode A. lacustris. A partir disso, € possivel concluirque o choquetérmico agudo
pode afetar o metabolismo do musculode A. lacustris, que em determinadas situagdes
promove alteragcdes nas vias metabdlicas.

Palavras-chave: Biomarcadores. Metabolismo energético. Enzimas. Choque térmico.



ABSTRACT

Temperature is an important factor that conditions the physiological responses of fish,
generating a stressful condition when in non-ideal parameters. In this context, fish
represent a good study model in view of natural changes, local anthropogenic
disturbances and estimated climate changes that alter the water dynamics, directly
affecting these animals. Thus, the objective was to evaluate the carbohydrates
metabolism from proteins and parameters related to oxidative stress in the muscle of
the fish Astyanax lacustris from artificial lakes in the region of the Iguacu river basin,
submitted to thermal shock. The specimens (n = 240) were subjected to the time
regimes of 2, 6, 12, 24, 48, and 96 hours underlow (15 + 1°C) and high temperature
(31 £ 1°C), with their respective controls (23 £ 1°C) and a n = 10 per experimental
group. The low temperature reduced the activity of glycogen phosphorylase (GP) and
the levels of pyruvate in 2h andlactate in 6h. This may indicate a reduction in glycolysis
in the initial periods of stress. The decrease in pyruvate also occurs within 24 hours
and may be associated with the Cori cycle. Subsequently, there was an increase in
GP activity in 12h, increase in pyruvate levels in 48h and increase in hexokinase (HK)
activity in 96h. This indicates an increase in energy demand after the initial hours of
the thermal shock. There were no changes in carbohydrate metabolism and high
temperature Krebs cycle, this absence of changes may be linked to another
mechanism to meet energy needs, such as the use of phosphocreatine kinase.
Regarding protein metabolism at 15 °C, there were no changes for glutamate
dehydrogenase (GLDH), glutamic oxaloacetic transaminase (TGO) or glutamic pyruvic
transaminase (TGP). This absence of alterations may be related to a compensation of
carbohydrate or lipid metabolism. At 31 °C there was a reduction in the activity of TGO
in 2 and 96h and of TGP in 2h, which had a subsequentincrease in 48h. This may
demonstrate a low necessity for this metabolic pathwayin the fish.Regarding oxidative
stress at 15 °C, there was an increase in glutathione reductase (GR) activity at 2 and
6 hours with a subsequentreduction at 24 and 48 hours. Regarding protein damage
through the observation of carbonyl proteins (PCO), there was onlyan increasein level
in 6h. This indicates an induction of stress for A. lacustris muscle exposed to 15 °C. At
31 °C a punctual increase in reduced glutathione (GSH) levels was observed within 24
hours. Thus, it is possible to infer that low temperature was more stressful on A.
lacustris muscle. From this, itis possible to conclude thatthe acute thermal shock can
affect the metabolism of the A. lacustris muscle, which in certain situations promotes
alterations in the metabolic pathways.

Keywords: Biomarkers. Energy metabolism enzymes. Thermal shock
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2 INTRODUGAO

As caracteristicas fisicas da agua como alto calor especifico e condutividade
térmica, determinam uma equivaléncia corporal dos organismos com seu habitat
Organismos de ambientes aquaticos toleram uma baixa variagdo na temperatura em
relagdo a faixa maxima de variagao que eles ja experimentam nomeio em que habitam
(TOMANEK, 2010; LOGAN; BUCKLEY, 2015). Neste sentido, a temperatura
condicionaataxa em que as reagdes ocorrem podendo gerar uma condigao ambiental
estressante (FEDER; HOFMANN, 1999; SCHRECK; TORT, 2016).

O estresse € um evento ou condigcdo externa que gera tensdo em um
organismo que leva a uma resposta que envolve gasto de energia para remover ou
reduzir seus efeitos (COLLIER et al., 2017). O desenvolvimento dos peixes pode ser
comprometido pelo estresse com alteragbes no metabolismo e fisiologia
(CHOWDHURY:; SAIKIA, 2020), gerando diversos efeitos negativos na saude destes
animais. As alteragdes incluem dificuldades no suprimento da demanda de oxigénio
dos tecidos e alteragbes no metabolismo energético, de lipidios, de aminoacidos e de
nucleotideos (PORTNER; KNUST, 2007; LIU et al., 2019).

Espécies ecologicamente mais ativas possuem maior dificuldade paratolerar
ou aclimatar-se em novas condi¢cbdes térmicas quando comparadas com espécies
sedentarias que possuem caracteristicas que aumentam sua resisténcia. Neste
contexto, € proposto que espécies da familia do peixe do presente estudo Characidae
(mais ativas) sdao mais vulneraveis em uma perspectiva de mudancas climaticas
(CAMPOS et al., 2018, 2019). O custo energético de uma alta atividade e a
manutenc¢ado da homeostase deve diminuira capacidade energética para controlar as
variacdes térmicas que surjam (CAMPOS et al., 2019).

Para responder a variagcbes de temperatura os peixes podem mudar seu
comportamento, movendo-se para uma area com temperatura da agua adequada
para suas fungdes fisioldgicas. Alguns peixes migram dependendo de sua
necessidade em relagdo ao seu ciclo de vida. Entretanto, peixes que nao possuem
grandes habilidades natatdrias para migracdo sédo forcados a se adaptar a sua
temperatura ambiental, mesmo quando as flutuagdes sdo grandes (SOYANO;
MUSHIROBIRA, 2018).

Alteragbes agudas na temperatura da agua sao observadas na aquicultura e
causam grandes perdas econdmicas (PANASE et al., 2018; SONG et al., 2019). Além
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disso, o aumento de temperatura pode interferir de forma interespecifica em relagéo
ao crescimento. Exemplos relatam aumento do crescimento para algumas espécies
(OGORMAN et al., 2016; HUSS et al., 2019), mas também é documentada uma agao
estressora prejudicial. A produtividade de populagdes, incluindo uma perda no
aumento da biomassa produzida pelos peixes é afetada (FICKE et al., 2007; DORST,
VAN et al., 2019). Isso pode refletir em danos em relag&o a biodiversidade, além de
impactar na pesca artesanal, recreativa e comercial, com possiveis efeitos no setor
econdémico (FICKE et al., 2007). Alternativamente, a exposi¢ao estressora a baixas
temperaturas também provoca efeitos danosos, como uma redugao nos niveis de
acidos graxos nao esterificados, glicose e fluxode oxigénionos peixes (HAMAN et al.,
1997), mesmo que néo interfira diretamente em parametros externos.

Os peixes estdo sujeitos a variacdes de temperatura constantemente e essa
variacao pode ter efeito estressante. Levando isto em consideracao, este trabalho
objetiva analisar quais os efeitos do estresse térmico agudo (2 a 96h) de alta e baixa

temperatura no metabolismo e na defesa antioxidante de Astyanax lacustris.

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Avaliar parametros do metabolismo de carboidratos e proteinas e de estresse
oxidativo no musculo do peixe subtropical Astyanax lacustris submetido a choque
térmico de baixa (15°C) e alta (31°C) temperatura durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas

de exposicao.

2.1.2 Objetivos especificos

o Avaliar variagbes nos niveis de enzimas do metabolismo de carboidratos:
glicogénio fosforilase (GP), hexoquinase (HK); fosfofrutoquinase (PFK); piruvato
quinase (PK); lactato desidrogenase (LDH); e do ciclo de Krebs: citrato sintase
(CS) e malato desidrogenase (MDH) no musculo branco de A. lacustris
submetidos a choque térmico de baixa (15°C) e alta (31°C) temperatura durante
2,6,12,24, 48 e 96 horas de exposicao.
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Analisar variagbes na atividade das enzimas do metabolismo de proteinas: AST
transaminase, ALT (TGO) e glutamato desidrogenase (GLDH) no musculo
branco de A. lacustris submetidos a choque térmico de baixa (15°C) e alta (31°C)
temperatura durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposicao.

Verificaros niveis dos marcadores metabdlicos: glicogénio, lactato e piruvato no
musculo branco de A. lacustris submetidos a choque térmico de baixa (15°C) e
alta (31°C) temperatura durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposigao.
Quantificar a atividade de enzimas envolvidas no estresse oxidativo: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-s-transferase (GST), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) no musculo de A. lacustris submetidos a choque térmico de baixa
(15°C) e alta (31°C) temperatura durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de
exposicao.

Avaliar os niveis de marcadores de dano oxidativo: peroxidacéo lipidica (LPO) e
proteinas carboniladas (PCO), além de verificar o nivel de glutationa reduzida
(GSH) no musculo branco de A. lacustris submetidos a choque térmico de baixa
(15°C) e alta (31°C) temperatura durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de
exposicao.

Analisar o indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) para o
metabolismo de carboidratos, de proteinas, ciclo de Krebs e defesa antioxidante
no musculo branco de A. lacustris submetidos a choque térmico de baixa (15°C)
e alta (31°C) temperatura durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposi¢ao.



19

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ESTRESSE TERMICO EM PEIXES

O ambiente fisico ou abidtico possui variaveis naturais que podem ser
estressores individuais ou em combinagéo, gerando problemas na performance dos
organismos (AKBARZADEH et al., 2018). Existem diferentes sensibilidades e
adaptacdes ao estresse entre populagdes, sugerindo que a adaptacéo local pode
moldar a resposta ao estresse mesmo em organismos amplamente tolerantes e
plasticos (SCHULTE, 2014). Assim novos conceitos foram propostos e um deles é a
alostase, um processo que visa estabilidade através da mudanca, no qual existe um
comportamento dindmico e mecanismos fisioldgicos para antecipar ou lidar com
mudanc¢as ambientais e manter a fun¢ao do organismo (SCHULTE, 2014).

A partir das discussdes de alostase, surgiu o conceito de sobrecarga
alostatica, onde o animal tem consequéncias fisiolégicas negativas quando a
demanda energética supera o disponivel ou quando existe uma prolongada ativagao
dos mecanismos alostaticos (SCHULTE, 2014). Varias abordagens surgiram para
definir o estresse avaliando se a ideia da homeostase abordava suficientemente a
resposta de um organismo a um estressor (SCHULTE, 2014). Desta maneira, a
sobrecarga alostatica esta associada diretamente com consequéncias prejudiciais no
organismo (HOGLUND et al., 2020). De maneira geral, quando o estresse é sutil pode
ter efeitos positivos (eustress) e quando arduo pode ter consequéncias negativas
(distress) (SCHRECK; TORT, 2016).

A resposta ao estresse pode ser dividida em fase aguda e crénica com base
em suaduragado. A fase agudadura de horas a poucos dias e a crénicaalcangavarios
dias ou semanas. O direcionamento da fase aguda para a homeostase ocorre através
do sistema nervoso e endécrino, e na fase crbnica, existe uma regulacdo
homeorrética, com o suporte do sistema endécrino (COLLIER et al., 2017). A resposta
celular ao estresse (CSR — Cell Stress Response) esta associada as vias do
metabolismo energético, atuando em enzimas como glicerol-3-fosfato-desidrogenase
(G3PDH), 6-fosfogluconato-desidrogenase (6PDGH), 2-fosfo-D-glicerato hidrolase
(enolase), citrato cintase (CS) e isocitrato desidrogenase (IDH). A resposta envolve o
controle de vias chave do metabolismo como glicdlise, via das pentoses fosfato e ciclo

de Krebs. Estas enzimas estdo envolvidas com a geragao de nicotinamida adenina
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dinucleotideo reduzido (NADH) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido
(NADPH) necessarios para a geracdo de ATP e também, na defesa celular
antioxidante durante estresse (KULTZ, 2005).

Diversas variaveis podem influenciaro fentipo do estresse nos peixes, sendo
a resposta um resultado conjunto da historia de vida evolutiva. Essa resposta inclui
alteragdes genéticas em relagdo ao estresse e mudancgas em variaveis estressoras
ao longo de tempos geoldgicos, associadas a dindmicas de extingao/especiagao
através da histéria da terra. Isto tudo compde a capacidade evolutiva do sistema
biolégico e esta sujeito a influéncias ambientais de um bidtopo especifico (FIGURA 1)
(BALASCH; TORT, 2019).

FIGURA 1 - FATORES QUE INFLUENCIAM O FENOTIPO DO ESTRESSE

Histéria Efeitos _ Respostas Dinamica
evolutiva parentais diferenciais intersex populacional
Gl IC D BCH 1D B e | Stressotopes
Duplicagbes ;< \ / am
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—

degenes .- Desempenho Crescimento
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' ©)
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Flutuacées de temperatura, niveis de oxigénio, gradientes de salinidade, carga parasitaria, assembléias de espécies,
teias alimentares de nicho, pressbes de predacio, flutuacbes sazonais na distribuicio de recursos alimentares...

FONTE: Adaptado de BALASCH e TORT (2019)

LEGENDA: O fendtipo é descrito ndo somente pelo resultado fisioldgico de redes de genes, mas
também associado a histéria de vida de cada individuo.

Os peixes possuem um sistema de compensacao fisioldgica para suprir a
demanda energética ao lidar com estresse (YANG et al., 2020). Existem mecanismos
citoprotetivos, possibilitando que o peixe exerga manutencgao celular durante o
estresse térmico (TANG et al., 2014). A resposta a nivel celular ao estresse inclui
marcadores como (I) a protecdo de macromoléculas através de chaperonasou (ll) a

redistribuicdo de fontes metabdlicas para a resposta ao estresse. Podem existir
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também (Ill) a parada reversivel do ciclo celular ou (IV) a morte celular programada
(apoptose) (LOGAN; BUCKLEY, 2015), com possibilidade de danos severos.

As implicagdes do estresse sao iniciadas pelo sistema hormonal,
compreendendo a producgao de corticosteroides (como o cortisol) e catecolaminas
(como a adrenalina, noradrenalina e dopamina). Algumas vezes diretamente
vinculados aos horménios citados, sdo gerados fatores de resposta ao estresse que
conduzem a distribuicdo de fontes de energia e oxigénio para areas vitais do
organismo. Isso também tem impacto no balan¢o hidromineral e sistema imune. Caso
a intensidade do estresse seja baixa, o organismo pode se recompor, porém,
exposicoes repetidas ou prolongadas ao estresse suscitam alto custos energéticos
para sua manutencado (BARTON, 2002; SCHRECK; TORT, 2016). Neste caso, as
respostas podem afetar de forma negativa o crescimento, desenvolvimento,
resisténcia a doencgas, reprodugao e comportamento (BARTON, 2002; SCHRECK;
TORT, 2016) ou mesmo interferirna sobrevivéncia (JOY etal., 2017).

Os peixes sdo em sua maioria ectotérmicos, entretanto existem algumas
excecgdes e variagdes. Ha uma gama de conceitos que podem ser aplicados em
diferentes membros deste grupo como poiquilotérmicos, homeotérmicos,
heterotérmicos e até endotérmicos (GUDERLEY, 2004; LOGAN; BUCKLEY, 2015;
WEGNER et al., 2015; SOYANO; MUSHIROBIRA, 2018). Peixes podem possuir
elevada atividade (<0,1% das espécies) com “endotermia em determinadas regides
do corpo” ou endotermia em todo o corpo, representada pelo peixe mesopelagico
Lampris guttatus (WEGNER et al., 2015). Além disso, a faixa de temperatura que os
peixes toleram € variada, sendo atribuido dois grupos principais, os que toleram
grande variagdo de temperatura (euritérmicos) e os que toleram baixa variagdo de
temperatura (estenotérmicos) (LOGAN; BUCKLEY, 2015).

Mudancas na temperatura induzem diversas alteragbes metabdlicas e
fisiolégicas (JOY et al., 2017). Alteragdes rapidas na temperatura geram estresse, que
pode afetar diretamente a sobrevivéncia quando em niveis letais ou indiretamente,
afetando aimunidade e facilitando a incidéncia de patdgenos sobre estes organismos
(MARIANA et al., 2019). Uma mudanca aguda na temperatura ocasiona grandes
perdas econOmicas na industria da aquicultura (SONG et al., 2019). Os peixes e
demais ectotérmicos tém uma boa habilidade em relagdo a mecanismos para suportar
mudancas de temperaturas. Entretanto os mecanismos moleculares envolvidos na

adaptacao a variagdes de temperatura ainda sao escassos e poucos conhecidos para
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peixes. Adicionalmente, os mecanismos para lidarcom as alteragdes de temperatura
representam um assunto de crescente interesse no cenario atual e futuro com as
emergentes alteragdes climaticas globais (LIU et al., 2013).

As enzimas possuem atividade o6tima a uma determinada faixa de
temperatura, que se ultrapassada compromete a fungao a nivel fisiolégico (EDDY;
HANDY, 2012). Portanto, a temperatura da agua esta associada com alteragdes no
metabolismo dos peixes (SUN et al., 2019), visto que pode gerar estresse e
desencadearrespostas que afetam o metabolismo (HARPER; WOLF, 2009; COLLIER
et al.,, 2017). A alta temperatura pode gerar alteragbes promovendo aumento da
demanda energética (DILLON et al., 2010; JOHANSEN et al., 2015) e varias
mudancas fisioldgicas nos peixes (NAKANO et al., 2014).

Como resposta ao frio, peixes podem reduzir ou cessar sua atividade
fisiolégica durante o inverno, condi¢ao préxima a hibernagao, chamada para peixes
de dorméncia para baixa temperatura ou dorméncia de inverno (SOYANO;
MUSHIROBIRA, 2018). Pode ser ativada a expressdo de genes envolvidos com o
metabolismo de carboidratos (LONG et al., 2012), ou a supressao da taxa metabdlica,
relatada no peixe Sebastes schlegelii. Esta ultima, observada como uma estratégia
para promover a sobrevivéncia durante o inverno (SONG et al, 2019). Os
metabolismos da sucrose, dos glicerolipideos, dos esfingolipideos, da arginina e
prolina, da glutationa e das pentoses fosfato, demonstram serem bons indicadores do
estresse térmico de baixa temperatura (WEN et al., 2018). A baixa temperatura
também pode gerar alteragbes nas capacidades oxidativas, aumento do conteudo

intracelular de lipidios e alteragdes lipidicas em membranas (GRIM et al., 2013).

3.2 METABOLISMO E MUSCULO ESQUELETICO

O musculo esquelético de peixes apresenta caracteristicas exclusivas como
o crescimento indeterminado e um papel importante como reserva de substratos
energeéticos. Esse tecido demonstra plasticidade para lidar com alteragcbes anabdlicas
e catabdlicas em resposta a variaveis ambientais como temperatura, fotoperiodo e
disponibilidade de alimento (NEMOVA et al., 2021). A adaptagdo muscular € muito
relevante para estes ectodérmicos, levando em consideragcdo que o musculo contribui
com cerca de 34-48% da massa total em peixes (MOHANTY et al., 2015). Além disso,

pesquisas tém sido executadas analisando o musculo e coracéo, tendo em vista que
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esses sistemas tém maior efeito na performance dos peixes em diferentes
temperaturas (EDDY; HANDY, 2012).

Os hormoénios liberados em resposta ao estresse (SCHRECK; TORT, 2016),
estdo envolvidos, dentre outros, no metabolismo de carboidratos (MOMMSEN et al.,
1999; SCHRECK; TORT, 2016). Neste metabolismo os horménios catecolaminas e
cortisol atuam redirecionando fontes de energia armazenadas nos o6rgaos para a
circulagdo sanguinea. A energia pode ser utilizada pelos tecidos, como, por exemplo,
na glicogendlise hepatica, que libera glicose para o musculo esquelético (SCHRECK;
TORT, 2016).

Metabolismo de carboidratos em peixes e estresse térmico

O consumo de carboidratos na dieta pode variar de acordo com a espécie,
sendo que peixes onivoros podem consumir grandes quantidades de glicogénio (WU,
2017). O uso de glicogénio no musculo esta relacionado com uma rapida
disponibilidade de unidades de glicose para prépria utilizagdo (SALWAY, 2017). Uma
reducéo no glicogénio indica uma rapida utilizagao para atingira demanda energética
durante o estresse térmico (CAPPON; NICHOLLS, 1975).

A temperatura foi o principal componente envolvido na assimilagédo de
alimento e sintese de glicogénio em C. carassius em virtude da chegada do invemo
(VARIS et al., 2016). Sob situacdes de estresse a via glicolitica pode ser estimulada
mobilizando a reserva de carboidratos para suprir futuras necessidades energéticas
(ROSSI et al., 2017). Rhamdia quelen € um peixe presente em agua doce subtropical
e temperada. Ao avaliar o glicogénio do musculo branco desta espécie ndo houve
alteragdo a exposigao aguda (12h) em baixa ou alta temperatura (15°C e 31°C),
entretanto houve umaumentode glicogénioemexposi¢ao crénica (21 dias) (LERMEN
etal., 2004). Isto demonstra que o glicogénio pode serumindicador de alteragées em
curto ou longo prazo para musculo de peixes.

O glicogénio pode ser utilizado como fonte de energia, sendo a enzima
glicogénio fosforilase (GP) um marcador deste fenédmeno. A GP realiza a fosforilagcdo
do glicogénio levando a formagao de glicose-1-fosfato, que entdo pode ser utilizada
nos processos geradores de energia (NELSON et al., 2014). Desta maneira, a GP é
considerada uma enzima chave envolvida no catabolismo do glicogénio, devido a sua
atuacadona primeira etapa da degradagao do glicogénio (ZHAOet al., 2014). A inibigao
inicial da GP é reportada para peixes, indicando a auséncia de necessidade elevada
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pelo glicogénio,como observado por Yamato (1968), avaliando o musculo esquelético
da truta Salmo gairdneri, que relatou que a glicose e a adenosina trifosfato (ATP) tém
efeitos inibitérios sobre a GP.

A baixa temperatura pode induzira dorméncia em peixes, onde temperaturas
baixas promovem uma baixa intensidade de ingestdo de alimentos. A atividade
espontanea nesses peixes diminui quando a temperatura reduz a niveis baixos em
relacédo a temperatura ideal para estes organismos. As respostas em relagdo ao
metabolismo podem variar dependendo da espécie (CRAWSHAW, 1984). Ao
examinar a resposta ao frio em relagdo a dorméncia no peixe Carassius carassius, a
atividade da GP mostrou reducao de sua atividade no musculo depois de 30 dias em
agua com temperatura baixa, seguido do aumento da atividade da GP depois de 60
dias em condi¢cao de encurtamento da duracédo do dia e diminuicdo da temperatura
(VARIS et al., 2016).

No metabolismo anaerébico da glicose, as enzimas hexoquinase (HK),
fosfofrutoquinase (PFK), piruvato quinase (PK) e lactato desidrogenase (LDH) séo
consideradas marcadores chaves (CARVALHO; FERNANDES, 2008). As enzimas
HK, PFK e PK catalisam reagdes irreversiveis in vivo, impedindo seu uso na
gliconeogénese, pois realizam reagdes com grande variagao de energia livre negativa
(NELSON etal., 2017).

A via glicoliticaé controlada para manter o fluxode glicose e os niveis de ATP
constantes. Alémdo ATP, outros intermediarios também necessitam de controle, para
executarem outros papéis biossintéticos. A relacdo entre consumo de ATP,
regeneracdo de NADH, regulagdes alostéricas em enzimas como a HK, a PFK-1, a
PK, e a concentragdo de outros metabdlitos, garante o ajuste na taxa de glicélise
(NELSON etal., 2017).

A LDH é uma enzima terminal da glicélise anaerdbia, e desta maneira é
utilizada como indicador da capacidade anaerébica (HOCHACHKA, 1969;
CHILDRESS; SOMERO, 1979). A LDH é ativada quando o organismo nao consegue
suprir a demanda de oxigénio para a oxidagdo do piruvato, e ocorre a falta de
nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (NAD™), que € entédo regenerado pelo
NADH, através da redugao do piruvato em lactato pela LDH (NELSON et al., 2014). A
LDH esta estritamente relacionada com os metabdlitos intermediarios lactato e
piruvato, pois catalisa a interconversaoentre eles. No musculoesqueléticoa LDH esta

principalmente associada com a converséo de piruvato em lactato, pois esse tecido
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possuibaixa presséo parcial de oxigénioe esta € uma maneira do tecido obter energia
a partir do lactato produzido (ALMEIDA-VAL et al., 2011).

Para exemplificar,a atividade da CS e citocromo-c oxidase (COX) e o nivelde
transcritos relacionados com genes aerobios (CS, citocromo-c oxidase Il - COXIll e
citocromo-c oxidase IV - COXIV) aumentaram em musculo do peixe Gasterosteus
aculeatus (esgana-gato) expostos a aclimatacdo ao frio (8°C em relagdo a alta
temperatura de 20°C) (ORCZEWSKA et al., 2010). Em outros organismos aquaticos
expostos a diferentes temperaturas, a HK e a PK demonstraram atividades mais
baixas quando expostos a temperatura baixa (LESSER; KRUSE, 2004; GUO et al.,
2010). Portanto, é relevante avaliar o comportamento destas enzimas em diferentes
momentos do tempo. Essas alteragdes podem ocorrer em horarios especificos e
serem revertidas, provavelmente visando a melhor adaptacdo do organismo ao

estresse.

2.2.2 Metabolismo de proteinas em peixes

O conhecimento do metabolismo proteico dos peixes tem grande relevancia,
visto que estes animais utilizam de forma preferencial proteinas e aminoacidos de
maneira nutritiva, para obtenc&o de energia (WAARDE, VAN, 1983; BOMBARDELLI
et al., 2004). O metabolismo de proteinas nos peixes tem diferengas em relacéo ao
dos mamiferos, isto €, no musculo de teledsteos o glutamato originado da glutamina
€ oxidado pela glutamato desidrogenase (GLDH). O glutamato exdégeno, por sua vez,
€ oxidado principalmente pela aspartato aminotransferase/transaminase glutamico
oxalacética (AST/TGO), sendo completada através da enzima malica, formando
piruvato (CHAMBERLIN et al., 1991).

O glutamato constitui grande parte dos aminoacidos nos peixes, sendo muito
importante para otimizar a saude destes animais, e representa um combustivel
metabolico essencial em tecidos como musculo esquelético, figado, rim e intestino (LI
et al., 2020). E reportado uma alta oxidagdo desse aminoacido no musculo de Danio
rerio (zebrafish) e Hybrid Striped Bas (HSB) (JIA et al., 2017). O glutamato, a
glutamina e a leucina, sé&o responsaveis por cerca de 80% da producéo de ATP no
figado, intestino proximal, rim e musculo esquelético de zebrafish (onivoro) e HSB
(carnivoro) (JIA et al., 2017). O efeito da oxidagao das proteinas é a produgao de uma

excrecao nitrogenadanaforma de aménia. A ureiaem menor quantidade, é produzida
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através da uricélise. A amobnia pode ser produzida é o figado, através da
transaminacdo e hidrolise de aminas (executadas pela AST/TGO e alanina
aminotransferase/transaminase glutamico piravica - ALT/TGP - por exemplo). Uma
quantidade menor é produzida no musculo esquelético pelo ciclo nucleotideo purina,
quando este esta ativado (WAARDE, VAN, 1983).

No musculo de animais em geral, € documentado que o ciclo de nucleotideo
purinas tem uma variagao de energia livre negativa, determinando que ele ocorra no
sentido da desaminacgéo oxidativa do glutamato. Enquanto que para a GLDH, a
variacdo da energia livre é positiva, ocorrendo no sentido de realizar a aminagao
redutiva do alfa-cetoglutarato (LOWENSTEIN, 1972). Em peixes, a GLDH tem sua
fungao reportada como um marcador e regulador do catabolismo de proteinas e a
geracao de aménia, entretanto, a informacao sobre a fungao biolégica da GLDH em
animais aquaticos é limitada (LIU et al., 2012).

Em goldfish (Carassius auratus), o glutamato mitocondrial do musculo
vermelho é oxidado via transaminases glutamato-oxaloacetato, gerando aspartato
(WAARDE et al., 1982). No figado de peixes, a GLDH atua na producéao de amdnia
somente em situagdo aerobica, ja no musculo essa produgédo ocorre em situagéo
aerdbica e anaerébica de forma predominante pelo ciclo de nucleotideos purinas
(LOWENSTEIN, 1972; WAARDE et al., 1982). Embora a expressado de GLDH seja
menor, € documentada a sua expressao e atividade em musculo de peixes,
associando-se ao metabolismo de proteinas (CHAMBERLIN et al., 1991; LIU et al.,
2012). Portanto, esta caracteristica pode ser variavel dependendo da espécie. E
reportado que a baixa temperatura pode induzir desnaturagdo em proteinas
(FEIDANTSIS et al., 2015; MADEIRA et al., 2016) e isso pode afetar o metabolismo
como um todo.

No musculo branco da truta Salmo gairdner houve alteragdes na atividade da
ALT em relacédo a temperatura, entretanto a AST nao foi afetada por esta condigao
(JURS, 1979). A longo prazo (24 dias) a resposta ao estresse térmico alterou a
protedlise de zebrafish, sendo regulada positivamente em estresse de baixa
temperatura (18°C) e negativamente em alta temperatura (34°C) comparadas com o
controle (26°C) (VERGAUWEN et al., 2010).

No musculo branco de tilapia (Oreochromis aureus) submetida a
aclimatizacdo térmica, os niveis de AST e ALT citosélica aumentaram em alta

temperatura, enquanto houve uma reducdo da AST e ALT mitocondrial em alta
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temperatura comparada com baixa temperatura (YOUNIS, 2015). Informacdes sobre
a GLDH em animais aquaticos é limitada (LIU et al., 2012). Esta enzima no musculo
realiza aminacao redutiva do alfa-cetoglutarato (LOWENSTEIN, 1972). Sua
expressao € documentada em musculo de peixes, associando-se ao metabolismo de
proteinas (CHAMBERLIN et al., 1991; LIU et al., 2012).

3.2.1 Defesa antioxidante e danos celulares

O oxigénio é essencial para os processos metabdlicos e vital para a vida
aerobica, entretanto, ele também é deletério e oferece riscos. O oxigénio molecular é
formado por dois atomos de oxigénio e possui dois elétrons nao pareados,
propriedade que permite que o oxigénio participe de reagdes de oxidacao e redugao.
A enzima citocromo oxidase da cadeia transportadora de elétrons na mitocéndria,
realiza a reducgao tetravalente do oxigénio formando agua. Entretanto, quando a
reducdo ocorre de maneira monovalente outros intermediarios reativos sao formados
como o radical superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila
(OH). Neste contexto, os peixes possuem defesas antioxidantes para lidar com o
efeito da reatividade do oxigénio (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005).

Varios fatores bidticos e abidticos podem influenciarna defesa antioxidante
de peixes como por exemplo a idade, comportamento alimentar, fatores ambientais,
oxigénio, temperatura e presenca de xenobidticos (MARTINEZ-ALVAREZ et al.,
2005). Um desbalanco entre a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)e a
defesa antioxidante resulta no estresse oxidativo. O estresse oxidativo influéncia as
respostas dos peixes a mudangas ambientais e moldam sua histéria de vida (BIRNIE-
GAUVIN et al,, 2017). O estresse oxidativo esta emergindo para a definicdo e
monitoramento do estado metabdlico de animais, para verificar em que medida o
fenodtipo e o ambiente fornecem condigbes para suprir o seu metabolismo (BLIER,
2014). Biomarcadores do estresse oxidativo s&o ferramentas interessantes para
acessar o status do metabolismo e saude destes animais, promovendo um
gerenciamento das populagdes que estdo sob cultura ou mesmo, as selvagens
(MADEIRA; VINAGRE; et al., 2016).

A neutralizagcdo de danos por EROs pode ser feita através de antioxidantes

enzimaticos e ndo enzimaticos, como moléculas como o acido ascérbico (vitamina C),
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alfa-tocoferol (vitamina E), glutationa, carotenoides, vitamina A, flavonoides, tidis,
coenzima Q e acido urico (VALKO et al., 2007; CHOWDHURY; SAIKIA, 2020).

Algumas enzimas da defesa antioxidante sao: a catalase (CAT), associada
com altos niveis de perdxido de hidrogénio; a superoxido dismutase (SOD),
relacionada com altos niveis de superéxido; a glutationa peroxidase (GPX), pode ser
associada a altos niveis de EROs; a glutationaredutase (GR) reduz glutationa oxidada
(GSSG) para glutationareduzida (GSH), e sua ativagao pode estar associada a niveis
elevados de GSSG (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017). Embora avaliadas principalmente
em relacéo a poluentes, os niveis desses marcadores (CAT, SOD e GPX) dependem
de outras variaveis ambientais além de poluentesnaagua. Isto torna relevante avaliar
os efeitos de outras variaveis em biomarcadores de estresse oxidativo (JOY et al.,
2017), como por exemplo neste caso a temperatura.

Geralmente é reportado uma associagao entre as atividades da SOD, GST e
CAT juntamente com a GR (LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006; ALMESELMANI et
al., 2006), entretanto, também é documentada a ocorréncia de ativagado de enzimas
individuais, como a SOD em situacbes de estresse nos peixes (LUSHCHAK;
BAGNYUKOVA, 2006). Para G. aculeatusi, por exemplo, a resposta foi transiente em
relagdo ao tempo e tecido especifico, com maiorimpacto do estresse pela temperatura
reportado para o figado em vez de musculo, com maiores atividades da SOD e
G6PDH (KAMMER et al., 2011).

Outra enzimaimportante é a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), chave
davia das pentosesfosfato (CARVALHO; FERNANDES,2008). A G6PDH ¢é a primeira
enzima davia e atua catalisando a transformacao oxidativa da glicose-6-fosfato em 6-
fosfoglicona-6-lactona, um ésterintramolecular (NELSON et al., 2014). A atividade da
G6PDH esta ligada a formacido de NADPH através da nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidada (NADP*) e em tecidos que se dividem rapidamente, a
pentose ribose-5-fosfato gerada pode ser utilizada para produzir DNA, RNA e
coenzimas como adenosina difosfato (ADP), NADH, dinucleotideo de flavina e
adeninareduzido (FADH2) e coenzima A. Em outros tecidos, o produto € o NADPH,
necessario para conter o efeito danosode radicais de oxigénio (NELSON et al., 2017).

O nivel de estresse oxidativo em peixes pode ser mensurado através da
formagao de proteinas carboniladas (PCO) (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017). APCO é
um marcador genérico de oxidacado proteica que € gerado por multiplos radicais,

espécies reativas em estado excitado e oxigénio singlete (forma reativa do oxigénio)
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(HAWKINS et al., 2009). A temperatura também pode ocasionar respostas fisiolégicas
que aumentam o risco de peroxidagao lipidica (LPO), visto que também aumenta a
taxa de EROs (GRIM et al., 2013). O dano em lipidios pela LPO foi analisado
indiretamente pelo método de deteccdo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS, do inglés: Thiobarbituric Acid Reactive Substances) (FEDERICI
et al., 2007). Monitorar o dano em lipideos também proporciona uma nogéao geral do
nivel de estresse oxidativo em peixes (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017).

Em musculo de zebrafish sob baixa temperatura foi encontrado um aumento
da transcricao de genes envolvidos com o oxigénio e o metabolismo de EROs e a
resposta ao estresse oxidativo (MALEK et al., 2004). Além disso, no musculode G.
aculeatus houve aumento da atividade da SOD em peixes aclimatados a baixa
temperatura (8°C) em relagdo a temperatura alta (20°C) no periodo de 9 semanas
(KAMMER et al., 2011).

Em Etroplus suratensis, submetido a choque térmico (16°C, 27 °C e 38°C) a
atividade ou niveis dos biomarcadores SOD, CAT, GPx e LPO tiveram diferentes
respostas indicando que o estresse pelo choque térmico pode ocasionar danos em
diversos 6rgaos (bréanquias, figado, musculo e encéfalo) (JOY et al., 2017). Em
Oreochromis niloticus submetido ao choque térmico em baixa temperatura (de 28°C
para 13°C), foi observado para figado umaumento da SOD, GPx, CAT e de GSH (HE
et al., 2015). Estes estudos indicam que as respostas dos biomarcadores de estresse
oxidativo e dano celular dependem do 6rgao analisado, da espécie, da temperatura
ou do modo de alteracao de temperatura.

Uma associagéo entre os biomarcadores citados neste trabalho pode ser feita

através do esquema que representa as vias metabdlicas aqui analisadas (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - VIAS METABOLICAS
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FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Esquema simplificado das vias metabdélicas do musculo de peixes com destaque para os
biomarcadores analisados neste trabalho e alguns elementos da via a qual eles
pertencem. As setas representam a diregdo em que as reagdes podem ocorrer, indicando
se estas sdo uni ou bidirecionais. As cores representam os agrupamentos que podem ser
atribuidos para cada classe de palavras, sendo estas representando biomarcadores em
vermelho (circulos para enzimas, quadrados para os demais), moléculas intermediarias
em roxo, a via metabdlica em amarelo e a regido da célula em que as reagdes estéo
ocorrendo em verde. GP - glicogénio fosforilase, HK — hexoquinase, PFK -
fosfofrutoquinase, PK — piruvato quinase, LDH —lactato desidrogenase, G6pase — Glicose-
6-fosfatase, CS — citrato sintase, MDH — malato desidrogenase, GLDH — glutamato
desidrogenase, AST/TGO - aspartato aminotransferase/transaminase glutamico
oxalacética, ALT/TGP - alanina aminotransferase/transaminase glutamico piravica, SOD
— superoxido dismutase, CAT — catalase, GPx - glutationa peroxidase, GSH — Glutationa
reduzida, GST — glutationa S-transferase, GR — glutationa redutase, G6PDH — glicose-6-
fosfato desidrogenase, LPO — peroxidagao lipidica e PCO — proteinas carboniladas. A
figura demonstra alguns locais em que os biomarcadores se encontram dentro da célula,
entretanto os biomarcadores podem estar em outros compartimentos celulares também.

3.3 BACIAHIDROGRAFICA E ESPECIE DO ESTUDO

A bacia hidrograficadorio Iguagu se estende por 70.800 km2, compreendendo
uma area total dentro do Estado do Paranade 58.820,4 km? (SEMA, 2013). Ao longo

de sua extensado recebe uma grande quantidade de afluentes, sendo 61 rios na
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margem direita e 42 rios na margem esquerda (GONCALVES, 2007). O rio Iguagu
pode ser considerado o maior rio totalmente paranaense, formado pelo encontro dos
rios Irai e Atuba na parte leste do municipio de Curitiba em divisa com o municipio de
Pinhais. Os rios citados sao originados na borda Ocidental da Serra do Mar e seguem
seu percurso de cerca de 1320 km cruzando os trés planaltos paranaenses até
desaguarem suafoz, no rio Parana (SEMA, 2013).

Embora seja mais frequente temperaturas quentes extremas em relagao as
frias, juntamente com ondas de alta temperatura, invernos extremos vao continuar
existindo (IPCC, 2014). Peixes tendem a procurar refugios em diferentes areas do seu
habitat que atendam as demandas de variagbes de temperatura (HOWELL et al.,
2010). Entretanto, para peixes que habitam lagos rasos ou cérregos esta néo € uma
alternativa eficiente (ROSSI et al., 2017).

O género Astyanax apresenta riqueza sob o ponto de vista sistematico,
contendo 164 espécies validas (FROESE; PAULY, 2021) e habitam cabeceiras de
agua, rios e corregos (GARCIA et al., 2003; MELLO et al., 2015). A espécie A. lacustris
esta presente em diferentes corregos (DELARIVA et al,, 2018; FROTA et al., 2020). A

distribuicao de A. lacustris pode ser visualizada na FIGURA 3.
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FIGURA 3 — MAPA DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE Astyanax lacustris

60 50 40

LEGENDA: Distribuigao geografica de Astyanax lacustris, dados de ocorréncia obtidos via GBIF.org (
2021). Pontos em roxo = ocorréncia, cinza = América do Sul, branco = Brasil e azul claro
= oceano Atlantico. GBIF = Global Biodiversity Information Facility.

A. lacustris (Lutken, 1875) (FIGURA 4) conhecido como tambiu ou lambari-
relogio é considerado herbivoro mas pode alimentar-se de insetos terrestres e
fragmentos de peixes (BAUMGARTNER et al., 2012). E uma espécie de pequeno
porte, que atinge de 10 a 15 cm de comprimento e até 40 g de peso. Apresenta rapido
crescimento com maturidade sexual em cerca de 4 meses de idade e um tamanho
aproximado de 7 a 9 cm para os machos e 9 a 12 cm para as fémeas (PORTO-
FORESTI et al., 2001). Possui dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho do corpo
que € maior para as fémeas (SATO et al., 2006). Além disso, adaptam-se bem a
alimentagdo com ragédo processada (HAYASHI et al., 2004). A. lacustris apresenta
dados promissores em relagao a sua utilizagdo na piscicultura principalmente com a
finalidade de ser utilizado como isca viva (SABBAG et al., 2011; SILVA; IGNACIO,
2017).



FONTE: O autor (2021).

FIGURA 4 — EXEMPLARES DE Astyanax lacustris

FONTE: O autor (2021).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM E ACLIMATACAO

A licenca ambiental de coleta de animais foi obtida através do Instituto Chico
Mendes de Conservagcao da Biodiversidade (SISBIO/ICMBio: numero 63551-1) e a
licenca de experimentagdo animal, na Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor
de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal do Parana (CEUA-BIO/UFPR:
numero 1228).

Espécimes de A. lacustris (n =240; comprimento padrdo: 6,17 + 0,87 cm; peso
médio: 9,15 + 3,4 g) foram submetidos a experimentos de choque térmico de alta e
baixa temperatura. Os exemplares foram coletados com auxilio de redes de pesca
(tecido de multifilamento, malha de 12 mm entre os nés) em lagos artificiais no Centro
de Pesquisas e Extensdo em Aquicultura lldo Zago, situado no municipio de Unido da
Vitéria-PR, Brasil (26°13'12.15"S; 51° 7'51.07"0), local de realizagao dos bioensaios.

Os espécimes de A. lacustris foram transferidos para tanques com capacidade
de 830 litros, com agua de nascente propria, em fluxo continuo (vaz&o de 4L/min), em
temperatura de 23°C (LERMEN et al., 2004; BUENO-KRAWCZYK et al., 2015). Foi
utilizado o fotoperiodo de aproximadamente 13:30 horas luz/10:30 horas escuro
(CHUNG, KYUNG, 2000; BAGNYUKOVA; DANYLIV et al., 2007; NAVARRO et al.,
2014; LIRA et al., 2018) e aeragao constante, durante 3 dias para aclimatagéo
(PEREIRA-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2017). As condi¢des fisico-quimicas da agua
apresentavam oxigénio dissolvido: 9,31 + 2,17 mg/L, aménia: 0,36 + 0,24 mg/L, pH:
7,4 + 0,31, nitrato: 0,00 mg/L, nitrito: 0,00 mg/L, dureza: 75 £ 9 mg/L de CaCOs3 e sem

presenca de cloro residual.

4.2 EXPERIMENTOS DE CHOQUE TERMICO

Depois de aclimatados os espécimes de A. lacustris, foram separados
randomicamente e transferidos diretamente para aquarios com agua nas
temperaturas de 15°C £1°C ou 31°C £1°C (LERMEN et al., 2004b). A densidade
maxima foi de dez peixes por cinquenta litros de agua ou 1,8 g de peixe/L de agua
(CHUNG; KYUNG, 2000; VIEIRA et al., 2013). Cada grupo experimental de estava

dividido em dois aquarios com cinco peixes, onde cada aquario é considerado uma
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réplica, ou seja o meio experimental, cada peixe € considerado a unidade
experimental e os biomarcadores sdo considerados as unidades observacionais
(TINCANI et al., 2017). Foram atribuidos diferentes regimes de tempo em que os
peixes continuaram sendo expostos a temperatura experimental (2, 6, 12, 24, 48 e 96
horas). Em cada regime de tempo existia um grupo experimental de peixes para alta
ou baixa temperatura com seu respectivo controle a 23°C + 1°C.

Os aquarios eram sistemas estaticos, limpos por succéo a cada 48h, com
cerca de 50% da agua renovada (LERMEN et al., 2004) com agua originaria de
nascente propria. Foram instalados previamente nos aquarios termostatos eletrénicos
submersos (Aqua One, VigoAr e Atman, com poténcia de 100W), para regulagao e
controle da temperatura. Para a temperatura de 15°C, os espécimes foram alocados
em aquarios no interior de um refrigerador horizontal (Consul/530 L), com controlador
digital de temperatura (TC-900E POWER/07).

Os espécimes foram alimentados diariamente com ragdo comercial para
peixes (veja APENDICE 1- INFORMACOES NUTRICIONAIS DA RACAOQ), em uma
proporgao de 1% do peso animal (CHUNG, 2000; LERMEN et al., 2004). Para todos
0s grupos, o primeiro dia de aclimatagado foi o primeiro dia do fornecimento de
alimentos e a ultima alimentacgao foi fornecida entre 22 e 24 horas antes da eutanasia
(ROSSl et al., 2017). Ao fim de cada experimento, os peixes foram anestesiados com
20 mg. L' de benzocaina e eutanasiados com secgdo medular, sendo imediatamente
dissecados e o musculo esquelético coletado e congelado em nitrogénio liquido.

As amostras foram direcionadas para processamento das analises dos
biomarcadores do metabolismo energético e estresse oxidativo no Laboratério de
Biologia Adaptativa — Departamento de Biologia celular— Setor de Ciéncias Bioldgicas
- UFPR. A representacdo grafica do design experimental e do processamento
laboratorial de A. lacustris, podem ser observados na FIGURA 5.
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FIGURA 5 - REPRESENTAGAO GRAFICA DO DESIGN EXPERIMENTAL E DO
PROCESSAMENTO LABORATORIAL

@Choque térmico @Homogenizacéo
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2,6, 12, 24,48 e 96h.
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Musculo esquelético amostral

FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: 1. No experimento os peixes (Astyanax lacustris) foram submetidos a choque térmico de
alta (31°C) e baixa (15°C) temperatura. Cada grupo/temperatura com seu respectivo
controle (23°C) foram mantidos em diferentes regimes de tempo (2, 6, 12, 24, 48 e 96h).
2. Posteriormente, houve a coleta amostral (n = 10 individuos/por experimento) do
musculo e encaminhamento para as analises laboratoriais. 3. O material biolégico com
tampéao (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) passou pela homogeneizagdo para romper as
membranas celulares e expor as enzimas e moléculas alvo das analises. As amostras
homogeneizadas foram divididas e seguiram para dois processamentos distintos. Um
grupo foi direcionado para a sonicagéo (15 segundos, 18 J), responsavel por romper as
membranas de organelas intracelulares, expondo por exemplo, enzimas mitocondriais,
para as analises que envolvem o metabolismo energético. 5. Posteriormente, este grupo
de amostras seguiu para a centrifugagdo (10021 g por 10 min a 4°C). O outro grupo de
amostras foi destinado as andlises relacionadas ao estresse oxidativo e seguiram direto
da etapa de homogeneizagdo para a centrifugagdo (12.000 g a 4°C durante 20 min). 6.
Apds o preparo das amostras com os passos anteriores, os sobrenadantes foram
direcionados para as reagdes in vitro especificas dos diferentes biomarcadores
analisados. 7. Por fim, para obtengdo dos dados das andlises foi utilizada
espectrofotometria (com o espectrofotdometro EPOCH Microplate Spectrophotometer,
BioTek, Winooski, VT, USA) ajustando diferentes comprimentos de onda dependendo da
andlise efetuada.
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4.3 METODOS ANALITICOS

Durante a preparagao até a realizagcdo das analises as amostras foram
mantidas em banho de gelo moido. As amostras de musculo foram pesadas e, em
seguida, homogeneizadas com a utilizagdo do homogeneizador Potter-Elvehjem em
tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4). Para defesa antioxidante e danos oxidativos as
amostras foram centrifugadas em 12000 g por 20 min a 4°C. Para metabolismo
energético, apds homogeneizagédo asamostras foram sonicadas por cerca de 15s (até
atingirem 18J) e centrifugadas a 10021 g por 10 min a 4°C.

As analises em laboratério foram realizadas em ftriplicata, com condigcdes
6timas de pH e concentracio de respectivos substratos, em temperatura ambiente de
22°C (ROBINSON, 2008). A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro de
microplaca (Epoch Microplate Sprectrophotometer, BioTek, Winooski, VT, USA). A
concentracao de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford (1976),
utilizando Coomassie Brilliant Blue G-250 e albumina de soro bovina (BSA) como
padrao, medindo a absorbanciaem 595nm.

As atividades enzimaticas sdo expressas em nmol ou pmol de substrato
convertido em produto por minuto (nmol.min -', mU e pmol.min -'). A atividade
enzimatica esta expressa em unidades internacionais (U) por miligramas de proteina

(U.mg " ou respectivas notagdes adequadas ex: mU.mg-!, yp.mg").

4.3.1 Metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs

A TABELA 1 apresenta as metodologias usadas para avaliar as enzimas do

metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs
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TABELA 1 - METODOS UTILIZADOS NAS ANALISES DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E
CICLO DE KREBS

Enzima EC Método de | Abs Componentes do sistema de Referéncia
observagao | (nm) reacao
GP 2.4.1.1 | Formacéo 340 K2HPO4 (pH 7,0) 45 mM, AMP 1,6 | Chang et al.,
de NADPH mM, glicogénio 0,2 mg/mL, NADP* | (2007)
0,34 mM, G-1,6-P2 4 um, EDTA 0,1
mM, MgClz215 mM, fosfoglicomutase
1,6 U/ml e GBPDH 12 U/ml.
HK 2.7.1.1 | Formacgéo 340 Imidazol (pH 7,4) 50 mM, glicose2 | Baldwin et al.
de NADPH mM, ATP 2 mM, MgCl210 mM, (2007)
NADP* 0,4 Mm, DTT 1,0 mM, KCI
2,0 mM e G6PDH 0,3 U/mL.
PFK 2.7.1.11 | Oxidac&o do | 340 Tris (pH 8,2) 50 mM, MgCl210 mM, | (Baldwin et al.,
NADH ATP 1 mM, NADH 0,15 mM, AMP 2 | 2007)
mM, KCI 250 mM, GPDH 1 U/mL,
ALD 1 U/mL, TPI 10 U/mL e F6P
5,0 mM.
PK 2.7.1.40 | Oxidag&o do | 340 Imidazol (pH 7,4) 50 mM, MgCl2 10 | Levesque et al.,
NADH mM, KCI 25 mM, NADH 150 uM, (2002)
ADP 5 mM, PEP 5mM e LDH 9
U/ml.
LDH 1.1.1.27 | Oxidagéo do | 340 Tris (pH 7,4) 50mM, piruvato de Thuesen et al.,
NADH sédio 1 mM, KCl 100mM e NADH (2005)
0,25 mM.
CS 4.1.3.7 | Formagéo 410 Tris (pH 7,4) 50mM, KCI 100mM, Saborowski;
do complexo EDTA 1 mM, DTNB 0,2 mM, acetil- | Buchholz, (2002)
DNTB + CoA 0,2 mM e oxaloacetato 0,5 mM
CoA-SH
MDH 1.1.1.37 | Oxidagao do | 340 Tris (pH 7,4) 50 mM, oxaloacetato | Childress;
NADH 0,4 mM, MgCl2 20 mM e NADH Somero (1979)
0,150 mM.

FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Para cada enzima é apresentado o EC (do inglés Enzyme Commission Numbers), o método

de observagéao referente ao que é detectado durante espectrofotometria, realizada em um
determinado comprimento de onda definido pela absorbancia (abs). Também s&o
apresentados os componentes do sistema de reagao e a referéncia utilizada como base
para a metodologia. GP — glicogénio fosforilase, HK — hexoquinase, PFK -
fosfofrutoquinase, PK — piruvato quinase, LDH — lactato desidrogenase, CS — citrato sintase
e MDH — malato desidrogenase.

4.3.2 Metabdlitos intermediarios e glicogénio

biomarc

A TABELA 2 apresenta as metodologias usadas para avaliar os

adores piruvato, lactato e glicogénio.
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TABELA 2 — METODOS UTILIZADOS NAS ANALISES DE METABOLITOS INTERMEDIARIOS E

GLICOGENIO
Biomar Método de observacao Abs Padrao Referéncia
cador (nm)
Glicogé | Glicose liberada apds hidrolise | 480 Glicose Dubois et al. (1956) e
nio acida modificado por Bidinoto et al.,
(BIDINOTO et al., 1997)

Lactato | Formagdo de um complexo entre | 570 Acido latico | Harrower & Brown (1972)

o lactato e o sulfato de cobre
Piruvato | Reagao entre hidroxido de sédio, | 440 Piruvato de | Lu (1939)

carbonato de s6dio e DNPH sodio

FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Para cada biomarcador é apresentado o método de observagdo referente ao que é
detectado durante espectrofotometria, realizada em um determinado comprimento de onda
definido pela absorbancia (abs), o padrao utilizado como referéncia, os componentes do

sistema de reagao e a referéncia utilizada como base para a metodologia do biomarcador.

4.3.3 Metabolismo de proteinas

A TABELA 3 apresenta as metodologias usadas para avaliar as enzimas do

metabolismo de proteinas.

TABELA 3 — METODOS UTILIZADOS NAS ANALISES DO METABOLISMO DE PROTEINAS

Enzima| EC Método de Abs Componentes do sistema de Referéncia
observagao (nm) reacao

GLDH |1.4.1.3| Formagéo de 340 | Tris (pH 7,4) 100 mM, NADP* 2 mM, | Ciardiello et al.
NADPH ADP 0,8 mM e L-glutamato 40 mM. | (2000)

AST 2.6.1.1| Formagéao de 505 | Kit da Gold Analisa Diagnéstica Ltda | Reitman; Frankel
hidrazona (ref. 353, MS 80022230150) (1957)

ALT 2.6.1.2| Formagao de 505 | Kit da Gold Analisa Diagnéstica Ltda | Reitman; Frankel
hidrazona (ref. 352, MS 80022230149) (1957)

FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Para cada enzima é apresentado o EC (do inglés Enzyme Commission Numbers), o método
de observagéao referente ao que é detectado durante espectrofotometria, realizada em um
determinado comprimento de onda definido pela absorbancia (abs). Também s&o
apresentados os componentes do sistema de reagdo e a referéncia utilizada como base
para a metodologiada enzima. GLDH — glutamato desidrogenase, TGO - transaminase
glutdmico oxalacética, TGP — transaminase glutamico piravica.
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A TABELA 4 apresenta as metodologias usadas para avaliar as enzimas da

defesa antioxidante.

TABELA 4 — METODOS UTILIZADOS NAS ANALISES DEFESA ANTIOXIDANTE

Enzima EC Método de Abs | Componentes do sistema de reagao Referéncia
observacgao
SOD 1.15.1.1 | Redugdo do NBT | 560 | Carbonato de sédio (pH 10,2) 91 mM, | Crouch et al.,
EDTA 17.5 uM, NBT 0,1 mM e cloreto | (1981)
de hidroxilamina 37 mM.
CAT 1.11.1.6 | Degradacdo do | 240 | Tris (pH 8,0) 50 mM e H202 30 mM Aebi (1984)
H202
GST 2.5.1.18 | Formacéo do 340 | Fosfato de potassio (pH 6,5) 85,5 mM, | Keen; Habig;
tioéster GS-DNB GSH 1,36 mM e CDNB 2,7 Mm. Jakoby (1976)
GR 1.8.1.7 | Oxidagéo do 340 | Fosfato de potassio (pH7,6) 100 mM | Sies et al.,
NADPH em EDTA 5mM, NADPH 0,5 mM e (1979)
GSSG mM.
G6PDH | 1.1.1.49 | Formagéao de 340 | Tris (pH 7,4) 97 mM, NADP* 0,2 mM e | Ciardiello et al.,

NADPH

G6P 1 mM.

(1995)

glicose-6-fosfato desidrogenase.

4.3.5 Danos celulares e GSH

FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Para cada enzima é apresentado o EC (do inglés Enzyme Commission Numbers), o método
de observacgao referente ao que é detectado durante espectrofotometria, realizada em um
determinado comprimento de onda definido pela absorbancia (abs). Também s&o
apresentados os componentes do sistema de reagao e a referéncia utilizada como base
para a metodologia da enzima. SOD - superoxido dismutase, CAT — catalase, GST —
glutationa S-transferase, GPx, glutationa peroxidase, GR — glutationa redutase e G6PDH —

A TABELA 5 apresenta as metodologias usadas para avaliar os danos

celulares e os niveis de GSH.
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TABELA 5 - METODOS UTILIZADOS NAS ANALISES DE DANOS CELULARES E GSH

Biomarcador Método de observagao Abs Padréao Referéncia
(nm)
PCO Dinitrofenil hidrazonas formadas 360 - Levine et al., (1994)

partir da reagao entre DNPH e
proteinas carboniladas

LPO MDA reativo ao TBARS 535 MDA Federici et al., (2007)
GSH Tidis ndo protéicos reativo ao 415 | GSH Sedlak; Lindsay (1968)
DTNB

FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Para cada biomarcador é apresentado o método de observagado referente ao que é
detectado durante espectrofotometria, realizada em um determinado comprimento de onda
definido pela absorbancia (abs), o padrao utilizado como referéncia (trago - indica ausente),
os componentes do sistema de reagdao e a referéncia utilizada como base para a
metodologia do biomarcador. PCO — proteinas carboniladas, LPO - lipoperoxidagao e GSH
— glutationa reduzida.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS E REPRESENTACAO GRAFICA

Os dados dos biomarcadores avaliados foram previamente transformados
utilizando o sistema box-cox (BOX; COX, 1964), para atender os pressupostos da
analise de varidncia (ANOVA), com a utilizagdo do pacote MASS (RIPLEY et al.,,
2021).

Para comparagao estatistica do efeito de duas variaveis independentes:
temperatura (controle e tratamento) e tempo (2, 6, 12, 24,48 e 96 horas), ou a possivel
interagao entre elas (controle versus tratamento dentro de determinado tempo), os
dados foram submetidos a ANOVA bifatorial, para cada biomarcador. Desta maneira,
as diferencas e comparacgdes realizadas neste trabalho serdo apresentadas com as
denominacodes: temperatura, tempo e interacao, respectivo as comparacdes citadas
anteriormente. Para contraste a posteriori foi realizado o teste post hoc pelo pacote
emmeans (LENTH et al., 2021) usando o método de Tukey.

Os valores estao apresentados como a média e o erro padrao da média nos
graficos montados através do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2021).

E comum utilizar uma bateria de biomarcadores para avaliar efeitos da
exposicdo a alguma condigdo nociva na resposta ao estresse. Considerando a
dificuldade de unir os dados em uma unica analise, Beliaeff e Burgeot (2002)
propuseram o indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR do inglés -

Integrated Biomarker Response).
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O IBR (Integrated Biomarker Response) € um método que sumariza as
respostas dos biomarcadores e simplifica a sua intepretacdo em programas de
biomonitoramento. Este método pode ser considerado um indicador de estresse
ambiental, uma ferramenta importante ao avaliar riscos ecoldgicos (BELIAEFF;
BURGEOT, 2002). O IBR utilizado neste trabalho foi a otimizacao realizada por Devin
et. al (2014), baseado em uma formula mais simples e com um processo de
permutacéao, evita um mal uso e melhora a performance do calculo do IBR de Beliaeff
e Burgeot (2002).

O calculo do IBR proposto por Beliaeff e Burgeot (2002) modificado por Devin
et. al (2014), apresenta as seguintes etapas:

1. A média para um local (X), que nosso caso corresponde a cada temperatura,
€ estandardizada usando o valor médio para todos os locais (m) e o desvio

padrao para todos os locais (s), para obter o valorchamado Y: Y = (X —m)/s

2. Para cada biomarcador, foi calculadoo valor de Z =Y ou Z = —Y de acordo
como efeito bioldgico esperado (se inibe ou ativa respectivamente).

3. O valor de S foi calculado através de S =Z + [Min|, onde o Min é o valor
minimo observado em todos os locais para cada biomarcador.

4. Os valores de Si sdo plotados em um diagrama de radar. O IBR é calculado

como a area total mostrada pelo diagrama de radar. A area do triangulo é

definida por dois sucessivos biomarcadores em um numero de k

biomarcadores do estudo, onde pelo menos quatro biomarcadores séao

n (%)
Sin k
2
Desta maneira o IBR ¢é calculado pela equacao:

k
IBR = Z A
i=1

Esta formula pode ser aplicada somente quando quatro ou mais

considerados.

Ai =Si XSi+1 X

biomarcadores sdo mensurados. Além disso, foi utilizado uma matriz de valores de
IBR (k—1)!, com todas as possiveis permutag¢des circulares de k biomarcadores,
com a média e o desvio padrao de cada local calculado para cada valor de IBR. O
indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e os graficos de radar foram
obtidos através do pacote IBRtools (RESENDE; PEREIRA, 2020).
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Todas as analises estatisticas, os graficos de barra e os graficos de radar (star
plots ou radar plots) foram obtidos no software R (R TEAM, 2021). Os demais
esquemas deste trabalho foram produzidos no software Adobe Photoshop® versao
21.0.2 (CC 2020).



44

5 RESULTADOS

Foram observadas 11 mortes (3,9 %) nos peixes durante os ensaios,
ocorridas nos grupos controles (8 peixes) e tratamento a 15 °C (3 peixes). Foram
encontradas variagdes significativas entre as temperaturas, entre os tempos e a

interacado entre tempo e temperatura.

51 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO PARA INTERAGCAO ENTRE AS
TEMPERATURAS E TEMPOS

Embora analisadas as diferencas ao longo do tempo e temperaturas, as
proximas secdes avaliam a interacdo entre a temperatura controle e de choque
térmico e cada tempo para musculode A. lacustris. Isto é, foi comparado 15°C com
seu respectivo controle (23°C) e 31°C com seu respectivo controle (23°C) para cada
um dos seis tempos em que os peixes permaneceram (2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas).

Este € o objetivo deste trabalho, para qual o design experimental foi planejado.
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5.1.1 Efeitos do choque térmico de baixa e alta temperatura no metabolismo de

carboidratos e ciclo de Krebs

5.1.1.1 Baixatemperatura (15 °C)

O choque térmico de baixa temperatura no musculo de A. lacustris (FIGURA
6), provocou alteragdes para os biomarcadores do metabolismo de carboidratos.
Influenciou na reducgao da atividade da GP em 2h (FIGURA 6. a), com aumento na
atividade em 12h, enquanto a HK teve aumento de atividade em 96h (FIGURA 6. b).
N&o houve alteracdes da atividade da PFK (FIGURA 6. c), PK (FIGURA 6. d), LDH
(FIGURA 6. e). Nao houve alteragdes nas atividades das enzimas envolvidas com o
ciclode Krebs (CS e MDH) (FIGURA 6. e-g).
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FIGURA 6 — ATIVIDADES DAS ENZIMAS DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E CICLO DE
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FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs

do musculo de Astyanax lacustris apos 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposicao a
temperatura de 15 °C e seu controle a 23°C. a. GP — glicogénio fosforilase, b. HK —
hexoquinase; c. PFK — fosfofrutoquinase, d. PK — piruvato quinase, e. LDH — lactato
desidrogenase, f. CS — citrato sintase e g. MDH — malato desidrogenase. Os dados estfo
apresentados com os valores da média e erro padrdo da média. Os asteriscos acima das
barras indicam diferengas significativas para interagcdo (experimental versus controle
dentro do tempo), as letras acima das barras representam diferengas significativas ao
longo do tempo, demonstradas para cada tratamento (temperatura) separadamente
quando houve diferencas significativas para interacéo (significativo quando p < 0,05).
Unidades de medida: U —unidade, dU —deciunidade e mU —miliunidade. Os valores est&o
representados em unidades por miligrama (mg) de proteina.
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5.1.1.2 Alta temperatura (31 °C)

O choque térmico de alta temperatura no musculo de A. lacustris, nao
provocou alteragdes significativas para os biomarcadores do metabolismo de
carboidratos e ciclo de Krebs (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — ATIVIDADES DAS ENZIMAS DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E CICLO DE
KREBS EM CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs
do musculo de Astyanax lacustris apos 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposi¢céo a
temperatura de 31 °C e seu controle a 23°C. a. GP — glicogénio fosforilase, b. HK —
hexoquinase; c. PFK — fosfofrutoquinase, d. PK — piruvato quinase, e. LDH - lactato
desidrogenase, f. CS — citrato sintase e g. MDH — malato desidrogenase. Os dados estao
apresentados com os valores da média e erro padrdao da média. Os asteriscos acima das
barras indicam diferengas significativas para interagao (experimental versus controle dentro
do tempo), as letras acima das barras representam diferengas significativas ao longo do
tempo (significativo quando p < 0,05). Unidades de medida: U — unidade, dU — deciunidade
e mU — miliunidade. Os valores estdo representados em unidades por miligrama (mg) de
proteina.
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5.1.2 Efeitos do choque térmico de baixa e alta temperatura nos metabdlitos

intermediarios e glicogénio

5.1.2.1 Baixatemperatura (15 °C)

O choque térmico de baixa temperatura no musculo de A. lacustris (FIGURA
8), provocou alteragbes para os biomarcadores dos metabdlitos intermediarios e
glicogénio.Houve variagao nos niveis de piruvato (FIGURA 8. c) que diminuemem 2h
e aumentam em 48 horas. Houve uma reducao da quantidade de lactato (FIGURA 8.
b) em 6h. Nao houve alteragbes significativas nos niveis do substrato energético
glicogénio (FIGURA 8. c¢)
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FIGURA 8 — NIVEIS DE METABOLITOS INTERMEDIARIOS E GLICOGENIO EM CHOQUE
TERMICO DE BAIXA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Niveis de a. glicogénio e metabolitos intermediarios b. lactato e c. piruvato do musculo de
Astyanax lacustris ap6s 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposigcado a temperatura de 15 °C e
seu controle a 23°C. Os dados estao apresentados com os valores da média e erro padrao
da média. Os asteriscos acima das barras indicam diferengas significativas para interagéo
(experimental versus controle dentro do tempo), as letras acima das barras representam
diferencas significativas ao longo do tempo (significativo quando p < 0,05). Unidades de
medida: mM - milimolar, mmol — milimol e ymol - micromol. Os valores estdo representados
porgrama (g) de tecido.

5.1.2.2 Alta temperatura (31 °C)

O choquetérmico de alta temperatura no musculode A. lacustris (FIGURA 9),
ndo provocou alteragdes significativas para os biomarcadores dos metabdlitos

intermediarios e glicogénio.
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FIGURA 9 - NIVEIS DE METABOLITOS INTERMEDIARIOS E GLICOGENIO EM CHOQUE TERMICO
DE ALTA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Niveis de a. glicogénio e metabdlitos intermediarios b. lactato e c. piruvato do musculo de
Astyanax lacustris ap6s 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposigao a temperatura de 31 °C e
seu controle a 23°C. Os dados estao apresentados com os valores da média e erro padrao
da média. Os asteriscos acima das barras indicam diferengas significativas para interacéo
(experimental versus controle dentro do tempo), as letras acima das barras representam
diferengas significativas ao longo do tempo (significativo quando p < 0,05). Unidades de
medida: mM - milimolar, mmol — milimol e pmol - micromol. Os valores estédo representados
porgrama (g) de tecido.

5.1.3 Efeitos do choque térmico de baixa e alta temperatura no metabolismo de

proteinas
5.1.3.1 Baixatemperatura (15 °C)

O choque térmico de baixa temperatura no musculo de A. lacustris (FIGURA
10), ndo provocou alteragdes significativas para os biomarcadores do metabolismo de

proteinas.
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FIGURA 10 — ATIVIDADES DAS ENZIMAS DO METABOLISMO DE PROTEINAS EM CHOQUE
TERMICO DE BAIXA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: Atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo de proteinas do musculo de
Astyanax lacustris ap0s 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposi¢éo atemperatura de 15 °C
e seu controle a 23°C. a. GLDH - glutamato desidrogenase, b AST/TGO - aspartato
aminotransferase/transaminase glutdmico oxalacética e c¢. ALT/TGP - alanina
aminotransferase/transaminase glutamico pirdvica. Os dados estédo apresentados com os
valores da média e erro padrao da média. Os asteriscos acima das barras indicam
diferengas significativas para interagdo (experimental versus controle dentro do tempo), as
letras acima das barras representam diferengas significativas ao longo do tempo
(significativo quando p < 0,05). Unidades de medida: U — unidade, dU — deciunidade, mU
— miliunidade. Os valores estdo representados em unidades por miligrama (mg) de

proteina.

5.1.3.2 Alta temperatura (31 °C)

O choque térmico de alta temperatura no musculo de A. lacustris (FIGURA
11), provocou alteragbes para os biomarcadores do metabolismo de proteinas. A
GLDH (FIGURA 11. a) em musculo de A. lacustris permaneceu inalterada, entretanto
houve reducao da atividade da AST- (FIGURA 11.b) em 2h e em 96h. A atividade da

ALT (FIGURA 11. c) também apresentou redugdao em 2h, com posterior aumento em

48h.
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FIGURA 11 — ATIVIDADES DAS ENZIMAS DO METABOLISMO DE PROTEINAS EM CHOQUE
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FONTE: O autor (2021)

LEGENDA: Atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo de proteinas do musculo de

Astyanax lacustris ap6s 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposi¢cédo atemperatura de 31 °C
e seu controle & 23°C. a. GLDH - glutamato desidrogenase, b AST/TGO - aspartato
aminotransferase/transaminase glutdmico oxalacética e c¢. ALT/TGP - alanina
aminotransferase/transaminase glutamico pirdvica. Os dados estdo apresentados com os
valores da média e erro padrdo da média. Os asteriscos acima das barras indicam
diferengas significativas para interagao (experimental versus controle dentro do tempo), as
letras acima das barras representam diferengas significativas ao longo do tempo,
demonstradas para cada tratamento (temperatura) separadamente quando houve
diferengas significativas para interagdo (significativo quando p < 0,05). Unidades de
medida: U —unidade, dU —deciunidade, mU — miliunidade. Os valores estao representados
em unidades por miligrama (mg) de proteina.

5.1.4 Efeitos do choque térmico de baixa e alta temperatura na defesa antioxidante e

danos celulares

Em relagdo aos danos pela LPO (dados n&o mostrados), néo foi possivel

realizar analise, provavelmente devido aos niveis de LPO estarem abaixo da

sensibilidade da técnica utilizada.
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5.1.4.1 Baixatemperatura (15 °C)

O choque térmico de baixa temperatura no musculo de A. lacustris (FIGURA
12), provocou alteragdes para os biomarcadores da defesa antioxidante e danos
celulares. A enzima GR (FIGURA 12. e) teve um aumento na atividade em 2h e 6h, e
posterior diminuicao da atividade em 24h e 48h. Houve aumento dos niveis de PCO
em 6h para baixa temperatura (FIGURA 12. h). Nao houve alteragdes significativas

para os demais biomarcadores SOD, CAT, GST, GPX, G6PDH e GSH (FIGURA 12.
a-d, f-g).
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12 — ATIVIDADES DAS ENZIMAS DA DEFESA ANTIOXIDANTE, PCO E GSH EM CHOQUE
TERMICO DE BAIXA TEMPERATURA
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LEGENDA: Atividades das enzimas relacionadas com a defesa antioxidante e niveis de glutationa

reduzida e proteinas carboniladas do musculo de Astyanax lacustris apos 2, 6, 12, 24, 48
e 96 horas de exposigao atemperatura de 15 °C e seu controle a 23°C. Enzimas de defesa
antioxidante: a. SOD — superéxido dismutase, b. CAT — catalase, c. GST — glutationa S-
transferase, d. GPx, glutationa peroxidase, e. GR — glutationa redutase e f. GBPDH —
glicose-6-fosfato desidrogenase. Antioxidante ndo enzimatico: g. GSH - glutationa
reduzida. Marcador de dano em proteinas: h. PCO — proteinas carboniladas. Os dados
estao apresentados comos valores da média e erro padrdo da média. Os asteriscos acima
das barras indicam diferengas significativas para interagao (experimental versus controle
dentro do tempo), as letras acima das barras representam diferengas significativas ao
longo do tempo, demonstradas para cada tratamento (temperatura) separadamente
quando houve diferengas significativas para interagéo (significativo quando p < 0,05).
Unidades de medida: U —unidade, mU — miliunidade, pU —microunidade e nmol - nanomol.
Os valores estéo representados em unidades, nmol de tidis ou nmol de carbonila por
miligrama (mg) de proteina.
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5.1.4.2 Alta temperatura (31 °C)

O choque térmico de alta temperatura no musculo de A. lacustris (FIGURA
13), ndo provocou alteragdes para as enzimas da defesa antioxidante e danos

celulares. Houve aumento dos niveis de GSH (FIGURA 13. g). em 24h.
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FIGURA 13— ATIVIDADES DAS ENZIMAS DA DEFESA ANTIOXIDANTE, PCO E GSH EM CHOQUE
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FONTE: O autor (2021)

LEGENDA: Atividades das enzimas relacionadas com a defesa antioxidante e niveis de glutationa

reduzida e proteinas carboniladas do musculo de Astyanax lacustris apos 2, 6, 12, 24, 48
e 96 horas de exposigcao atemperatura de 31 °C e seu controle a 23°C. Enzimas de defesa
antioxidante: a. SOD - superdxido dismutase, b. CAT — catalase, c. GST — glutationa S-
transferase, d. GPx, glutationa peroxidase, e. GR — glutationa redutase e f. GGPDH —
glicose-6-fosfato desidrogenase. Antioxidante ndo enzimatico: g. GSH - glutationa
reduzida. Marcador de dano em proteinas: h. PCO — proteinas carboniladas. Os dados
estdo apresentados com os valores da média e erro padrdo da média. Os asteriscos acima
das barras indicam diferengas significativas para interagao (experimental versus controle
dentro do tempo), as letras acima das barras representam diferengas significativas ao
longo do tempo, demonstradas para cada tratamento (temperatura) separadamente
quando houve diferengas significativas para interacao (significativo quando p < 0,05).
Unidades de medida: U —unidade, mU — miliunidade, yU — microunidade e nmol - nanomol.
Os valores estao representados em unidades, nmol de tidis ou nmol de carbonila por
miligrama (mg) de proteina.
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5.2 INDICE INTEGRADO DE RESPOSTAS DE BIOMARCADORES

Neste trabalho também foi analisado o indice Integrado de Respostas de
Biomarcadores (IBR do inglés - Integrated Biomarker Response) proposto por Beliaeff
e Burgeot (2002), o método de calculo utilizado foi a adaptagao proposta por Devin et.
al (2014). Complementarmente € demonstrado uma representacdo com graficos de
radar para o metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs para temperatura baixa e
alta, metabolismo de proteinas e ciclo de Krebs para temperatura e alta e defesa
antioxidante e danos celulares para temperatura baixa e alta.

A area do grafico de radar corresponde ao valor de IBR. Graficos de radar
usando os valores do IBR em vez de dados dos biomarcadores tornam possivel
visualizar diferengas entre as temperaturas para varios biomarcadores
simultaneamente, melhorando a comparagao entre as situagdes experimentais.
Devido ao limite minimo de biomarcadores para a analise e o sentido fisiologico das
vias, as enzimas relacionadas ao ciclo de Krebs foram alocadas juntamente com as
enzimas do metabolismo de proteinas e metabolismo de carboidratos. A seguirseréo
demonstradas as analises de IBR, considerando que foram feitas as associagdes e
inferéncias com base nas diferengas observadas na estatistica. As demais variagdes

nao foram elencadas.

5.2.1 IBR para baixa e alta temperatura no metabolismo de carboidratos e ciclo de
Krebs

O IBR para metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs de baixa
temperatura (FIGURA 14), contemplou em um ambito geral as diferengas observadas
individualmente nas enzimas GP e HK. Houve reducdo da GP em 2h o indice
acompanhou com um indice mais baixo neste horario para o grupo experimental (de
7,61 para 4,92). Posteriormente a GP teve um aumento em 12h, observado também
no indice IBR (de 2,3 para 8,9). Por fim, o piruvato um aumento em 48h e HK
demonstrou um aumento em 96h respectivamente, acompanhados também pelo
indice como segue: em 48h variou de 3,87 para 13,9 e em 96h variou de 5,31 para
9,56. Para alta temperatura (FIGURA 15)
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FIGURA 14 - IBR DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E CICLO DE KREBS PARA BAIXA
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LEGENDA: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivo grafico de
radar em relagdo ao metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs para cada regime de
tempo (2, 6, 12, 24, 48 e 96h) comparando baixa temperatura (15 °C) e seu respectivo
controle (23 °C). GP — glicogénio fosforilase, HK — hexoquinase, PFK — fosfofrutoquinase,
PK — piruvato quinase, LDH — lactato desidrogenase, CS — citrato sintase e MDH — malato
desidrogenase.
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FIGURA 15 - IBR DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E CICLO DE KREBS PARA ALTA
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LEGENDA: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivo grafico de
radar em relagédo ao metabolismo de carboidratos e ciclo de Krebs para cada regime de
tempo (2, 6, 12, 24, 48 e 96h) comparando alta temperatura (31 °C) e seu respectivo
controle (23 °C). GP — glicogénio fosforilase, HK — hexoquinase, PFK — fosfofrutoquinase,
PK — piruvato quinase, LDH — lactato desidrogenase, CS — citrato sintase e MDH — malato
desidrogenase.
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5.2.2 IBR para baixa e alta temperatura no metabolismo de proteinas e ciclo de Krebs

Em baixa temperatura ndohouve alteragdes significativas para o metabolismo
de proteinas e ciclo de Krebs. A FIGURA 16 demonstra os valores de IBR para esta
via metabdlica em baixa temperatura. Em alta temperatura (FIGURA 17), o IBR
contemplou as diferengas observadas individualmente nas enzimas TGO e TGP que
apresentaram em 2h, o indice acompanhou com um indice mais baixo neste horario
para o grupo experimental (de 4,52 para 0,41). Posteriormente ouve um aumento da
TGP em 48h, observado também no indice IBR (de 0,42 para 3,52). Por fim, a TGO

teve uma reducao em 96h, que também refletiu no indice (de 22,40 para 16,52).
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FIGURA 16 - IBR DO METABOLISMO DE PROTEINAS E CICLO DE KREBS PARA BAIXA
TEMPERATURA
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LEGENDA: Valores do Indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivo gréafico de
radar em relagdo ao metabolismo de proteinas e ciclo de Krebs para cada regime de tempo
(2, 6, 12, 24, 48 e 96h) comparando baixa temperatura (15 °C) e seu respectivo controle
(23 °C). GLDH — glutamato desidrogenase, TGO - transaminase glutdmico oxalacética,
TGP - transaminase glutdmico pirdvica, CS - citrato sintase e MDH — malato

desidrogenase.
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FIGURA 17 - IBR DO METABOLISMO DE PROTEINAS E CICLO DE KREBS PARA ALTA
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LEGENDA: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivo grafico de
radar em relagdo ao metabolismo de proteinas e ciclo de Krebs para cada regime de tempo
(2, 6,12, 24, 48 e 96h) comparando alta temperatura (31 °C) e seu respectivo controle (23
°C). GLDH - glutamato desidrogenase, TGO - transaminase glutamico oxalacética, TGP
— transaminase glutamico piravica, CS — citrato sintase e MDH — malato desidrogenase.
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5.2.3 IBR para baixa e alta temperatura na defesa antioxidante e danos celulares
Em baixa temperatura (FIGURA 18), o IBR contemplou as diferencgas
observadas individualmente na GR, que apresentou um aumento em 2h, o indice
também teve um aumento (de 4,50 para 6,85). Os biomarcadores GR e PCO
apresentaram um aumento em 6h, o indice acompanhou com um valor maior neste
horario para o grupo experimental (de 3,68 para 4,11). Posteriormente ouve uma
reducdo da GR em 24 e 48h, entretanto valor do indice seguiu apresentou uma
variacao de 5,72 para 5,76 e de 17,36 para 15,89, respectivamente. Em alta
temperatura ndo houve alteragdes significativas para o metabolismo de proteinas e
ciclo de Krebs. A FIGURA 19 demonstra os valores de IBR para esta via metabdlica

em alta temperatura.

FIGURA 18 - IBR DA DEFESA ANTIOXIDANTE E DANOS CELULARES PARA BAIXA
TEMPERATURA
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LEGENDA: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivo grafico de
radar em relagdo a defesa antioxidante e danos celulares para cada regime de tempo (2,
6, 12, 24, 48 e 96h) comparando baixa temperatura (15 °C) e seu respectivo controle (23
°C). SOD — superoxido dismutase, CAT — catalase, GST — glutationa S-transferase, GPXx,
glutationa peroxidase,
desidrogenase, PCO — proteinas carboniladas e GSH — glutationa reduzida.
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FIGURA 19 - IBR DA DEFESA ANTIOXIDANTE E DANOS CELULARES PARA ALTA TEMPERATURA
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LEGENDA: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivo grafico de

radar em relagdo a defesa antioxidante e danos celulares para cada regime de tempo (2,
6, 12, 24, 48 e 96h) comparando alta temperatura (31 °C) e seu respectivo controle (23
°C). SOD - superoxido dismutase, CAT — catalase, GST — glutationa S-transferase, GPx,
glutationa peroxidase, GR - glutationa redutase, GE6PDH - glicose-6-fosfato
desidrogenase, PCO — proteinas carboniladas e GSH — glutationa reduzida.

Um resumo destas alteragdes significativas pode ser observado na FIGURA

20.

FIGURA 20 - ALTERAGCOES PARA INTERACAO ENTRE TEMPERATURA E TEMPO
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LEGENDA: Representagdo da espécie Astyanax lacustris com destaque para o 6rgado analisado
(musculo), incluindo um resumo das alteragbes significantes para interagdo da
temperatura e tempo (2, 6, 12, 24, 48 ou 96h) nos biomarcadores analisados. A parte
superior representa as alteragbes da alta temperatura (31 °C) em relagédo ao seu controle
(23°C), a seta central (degradé) indica os respectivos tempos em que houve as alteragdes.
e aparte inferior representa as alteragdes da baixa temperatura (15 °C) em relagéo ao seu
controle (23°C). A seta ao lado de cada enzima indica se a alteragdo foi no sentido de
aumentar (seta amarela) ou diminuir (seta roxa) a atividade ou nivel do biomarcador.
AST/TGO - aspartato aminotransferase/transaminase glutdmico oxalacética, ALT/TGP —
alanina aminotransferase/transaminase glutadmico pirdvica, GSH — glutationa reduzida, GP
— glicogénio fosforilase, GR — glutationa redutase, PCO — proteinas carboniladas, HK —
hexoquinase.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi analisado os efeitos do choque térmico agudo de alta e baixa
temperatura no metabolismo de A. lacustris. Para esta avaliagdo foram utilizados
biomarcadores do metabolismo energético de carboidratos, proteinas, da defesa
antioxidante e alguns marcadores de dano frente ao estresse oxidativo.

A mortalidade de A. lacustris durante o bioensaio (3,9%) corresponde ao
esperado em condigdes experimentais que sao valores menores que 10% (ALMEIDA
et al., 2015). As diferengas observadas ao longo do tempo estdo demonstradas em
baixa e alta temperatura. Estas variabilidades podem ser atribuidas ao ritmo
circadiano e a prépria alimentagdo dos peixes que pode variar ao longo dos
dias/horas. Isso interfere diretamente no metabolismo, que é altamente regulado pela
disponibilidade de substratos obtidos através da ingestao de alimentos (GUILLEN et
al., 2019). Outro possivel fator que pode ter influenciado € o proprio estresse resultado
da remocao do peixe do tanque de aclimatagao e acomodagao no aquario do ensaio.
Essas diferencgas sao niveladas em relacédo ao foco do estudo (a interagdo entre
temperatura e tempo) gracas aos controles que acompanharam conjuntamente cada
grupo experimental. As préximas sec¢des discutem o alvo deste estudo, a diferenca
para interagao entre temperatura em cada regime de tempo testado.

Nas sec¢des abaixo sdo discutidos os principais resultados obtidos deste
trabalho, que podem prover inferéncias sobre o status energético e respostas

fisiolégicos de A. lacustris frente ao choque térmico.

6.1 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE BAIXA E ALTA TEMPERATURA NO
METABOLISMO DE CARBOIDRATOS, CICLO DE KREBS, METABOLITOS
INTERMEDIARIOS E GLICOGENIO

Inicialmente, a temperatura ndo gerou muitos efeitos no metabolismo de
carboidratos (até 24h). Entretanto, apds 48h, esta via demonstrou mais respostas ao
choque térmico. A reducgao na atividade da GP em 2h em musculo de A. lacustris sob
baixa temperatura (15°C), o que indica uma necessidade de inibigao da glicogendlise.
No choque térmico de baixa temperatura pode ser esperado uma inibicdo da GP

(neste trabalho pode ser associado a reducao do piruvato, também em 2h), visto que
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a temperatura baixa pode induzir depressao metabdlica nos peixes, (IBARZ et al.,
2010), reduzindo as necessidades energéticas destes animais, o que pode explicar
essa inibicao inicialda GP. Essa reducéo inicial da glicogendlise é corroborada com o
IBR (FIGURA 14), que possuium indice menor em 2h para baixa temperatura.

Lermen e colaboradores (2004) ao avaliarem o glicogénio do musculo branco
de R. quelem nao observaram alteragdo a exposi¢céo aguda (12h) em baixa ou alta
temperatura (15°C e 31°C), entretanto houve umaumentode glicogénio em exposigcéao
cronica (21 dias). A suajustificativa, € a utilizagdo do glicogénio a partir do figado em
vez do musculocomo fontede energiaprincipal (LERMEN et al., 2004; CHATZIFOTIS
et al., 2010; ROSSl et al., 2017).

O figado do peixe Chanos chanos, de agua salgada, submetido a baixa
temperatura (18 °C em relacédo ao controle 28 °C) teve comportamento semelhante
em relagado ao encontrado no musculo do presente estudo, com uma reducéo inicial
da GP nas primeiras horas (6 € 12h), com posterior aumento ao longo do tempo. Esta
situacdo pode ser explicada por horménios do estresse que devem induzir a
degradacao de glicogénio para atingir a demanda de glicose em choque térmico a
baixa temperatura (CHANG et al., 2018), mas que é inibida no inicio e aumenta ao
longo do tempo.

No musculo de A. lacustris em baixa temperatura, a possivel reducao da
glicélise nos horarios iniciais do choque térmico também €& suportada por outros
marcadores, como o piruvato, cujos niveis diminuiram em 2h e 24h. Em sequéncia
também houve reducdo da quantidade de lactato em 6h. O piruvato pode ser
convertido em lactato e exportado para o0 sangue para posteriormente ser
metabolizado no figado através da gliconeogénese, e este fenébmeno é chamado de
ciclode Cori (SALWAY, 2017). Um indicio da ativagao deste ciclo no presente estudo
€ que houve um possivel aumento da gliconeogénese na baixa temperatura (15°C)
em 72h no figado, em uma abordagem paralela nestes mesmos individuos (Schleger
et al. ndo publicado).

O aumento da atividade da glicogenodlise pode ser inferido a posteriori, com a
inducgéo da atividade da GP, que aumentou em 12h, com os aumentos dos niveis de
piruvato em 48h e da atividade da HK em 96h. De maneira complementar, é possivel
ver indices mais altos do IBR em relagdo a demanda energética de carboidratos para
12, 48 e 96h (FIGURA 14).
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A diminuicdo do metabolismo aerdbico para musculo em peixes € reportada
para exposicoes a temperaturas baixas, mas temperaturas altas também tem esse
efeito a medida que ultrapassam o limiar de temperatura o6tima (PORTNER,;
FARRELL, 2008; KYPRIANOQOU et al., 2010). Em contrapartida, no rim a sua ativagao
pode ocorrer de modo inverso, como uma estratégia importante para combater o
estresse térmico (YANG et al., 2020). No musculo de A. lacustris as variagdes de
temperatura nao influenciaram as atividades das enzimas relacionadas com o
metabolismo aerdbico, a CS e a MDH. Também n&o houve alteragdes da LDH,
sugerindo que o choque térmico ndo promoveu a ativagdo da via anaerdbica.
Adicionalmente, para 31 °C ndo houve alteragdes nas enzimas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos analisadas. Essa auséncia do aumento do metabolismo
anaerobico ou aerobico pode sugerirque os tratamentos testados n&o provocaram um
aumentonademanda de ATP para a manutengéo da temperatura (SONG etal., 2019).
Outras hipoteses sdao de que o peixe pode estar utilizando outro mecanismo de
fornecimentode ATP (BORCHEL etal. 2019), como por exemplo a via da fosfocreatina

quinase, ou mesmo que a temperatura baixa nao afetou a homeostase do animal.

6.2 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE BAIXA E ALTA TEMPERATURA NO
METABOLISMO DE PROTEINAS

Nao existem muitos dados sobre o efeito da temperatura e a eficiéncia da
utilizacdo das proteinas por peixes e os dados disponiveis nao sdo concisos
(GUERREIRO et al., 2012). Peixes sao capazes de hidrolisar proteinas musculares
para prover energia presente nos aminodacidos, através do ciclo de Krebs e
gliconeogénese (NEMOVA et al., 2021).

A expressao da GLDH é documentada em musculo de peixes, associando-se
ao metabolismo de proteinas (CHAMBERLIN; GLEMET; BALLANTYNE, 1991; LIU et
al., 2012). Entretanto no presente trabalho, a temperatura ndo gerou alteragdes na
atividade da GLDH muscularem ambas as temperaturas testadas, indicando que ela
nédo é afetada pelas temperaturas testadas. O aumento da atividade da GDH é
documentado como uma forma de utilizar aminoacidos como fonte de energia em
virtude de variagbes da temperatura (OYARZUN et al., 2018). Entretanto, no presente

trabalho esse néo foi um recurso utilizado para o musculo de A. lacustris, podendo
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indicar, que o nivel basal de atividades das enzimas ja é suficiente para suprir as
necessidades metabdlicas e ndo houve uma demanda maior deste metabolismo.

A TGO e TGP visam lidar com um aumento na demanda energia (PANASE et
al., 2019). A baixa temperatura também n&o gerou alteracdo das demais enzimas
relacionadas com o metabolismo de proteinas (TGO e TGP) em musculo de A.
lacustris. Essa auséncia de modificacbes em baixa temperatura pode estar
relacionada com uma compensacao realizada pelo metabolismo de carboidratos, que
passou por modificacbes neste trabalho. Outra alternativa seriam modificagées no
metabolismo lipidico, que pode ser mobilizado em baixa temperatura (VERGAUWEN
et al., 2010).

Songet al.(2019) obtiveram resultados semelhante aos nossos,com auséncia
de perturbagc&o no metabolismo de aminoacidos, entretanto houve aumento da via de
biossintese de acidos graxos e metabolismo do acido araquidénico. Isso pode indicar
que para o choque térmico de baixa temperatura outras vias s&o ativadas de acordo
com a necessidade do organismo. Entretanto, é dificil concluirum padrao metabdlico
geral em resposta a baixa temperatura, visto que outros trabalhos demonstram varias
respostas metabdlicas dependendo da espécie em questdo (WEN et al., 2017).

Em 31 °C, as atividades das enzimas TGO e TGP diminuiram em 2h.
Posteriormente houve alteragdes pontuais com aumento da TGP em 48h e reducéo
da TGO em 96h. O aumento da atividade destes biomarcadores € associado a um
recrutamento de aminoacidos para producado de energia de forma a compensar o
estresse provocado pelatemperatura (DALVI et al., 2017; WEN et al., 2017; YANG et
al., 2020). Portanto, as redu¢des de TGO e TGP indicam houve uma menordemanda
de proteinas naalta temperatura para 2 e 96h. O IBR para o metabolismo de proteinas
e ciclo de Krebs (FIGURA 17) corrobora com esses resultados, onde foi possivel
visualizar diminuigdo do indice em 2 e 96h e aumento do indice em 48h, em conjunto
com o aumento pontual observado para TGP.

A atividade das enzimas TGO e TGP pode ser associada ao ciclo de
nucleotideo purinas no musculo esquelético de peixes, diretamente vinculada a
excrecdo de aménia (WAARDE, VAN, 1983; ALAM et al., 2020). A excregdo de
amonia pode ser associada ao comportamento alimentar dos peixes em relagao a
temperatura (LYYTIKAINEN; JOBLING, 1998; BUCKING, 2017). Os peixes
apresentam correlacio positivaentre consumode alimento e aumento da temperatura

da agua, entretanto, ao ultrapassar um limite de tolerancia, ocorre um progressivo
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declinio na alimentacdo (ERIEGHA; EKOKOTU, 2017). Desta maneira, a alta
temperatura desencadeou uma resposta inesperada do metabolismo de proteinas
com a reducao de TGO e TGP (GUERREIRO et al., 2012). Futuros estudos podem
lancar a luz a esta questao, analisando por exemplo, se alimentacao varia devido a
este tipo de choque térmico, para explicar esse tipo de resposta pelo metabolismo de

proteinas.

6.3 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE BAIXA E ALTA TEMPERATURA NA
DEFESA ANTIOXIDANTE E DANOS CELULARES

A enzima GR esta relacionada com a reciclagem de GSSG em GSH, com a
tendéncia de manter o nivel de GSH adequado para a necessidade da defesa
antioxidante. Em baixa temperatura, o musculo de A. lacustris teve alteracdes
significativas na atividade da GR, apresentando aumento de sua atividade em 2h e
6h, concomitante com aumento na PCO em 6h. Tais resultados demonstram um
estresse inicial induzido pela temperatura e podem sugerir que estas variagées foram
determinantes nas alteragdes que ocorreram no metabolismo de carboidratos no
musculo de A. lacustris.

A baixa temperatura pode gerar um aumento das EROs e consequente
aumento dos niveis de danos e alteragbes compensatérias antioxidantes em
diferentes tecidos para lidar com o estresse causado pela baixa temperatura
(KAMMER et al., 2011; SAHOO; KARA, 2014), explicando as alteragdes em relagao
ao estresse oxidativo observadas em baixa temperatura. O IBR corrobora com tais
preposi¢des, demonstrando um indice mais alto em 2h e 6h, quando a GR e as PCOs
aumentam (FIGURA 18), e demonstrando um indice mais baixo ou muito préximo do
controle, em 24 e 48h, coincidindo com a reducao da atividade da GR em 15 °C.
Portando é possivel inferir um estresse oxidativo nas primeiras horas de choque
térmico, entretanto o peixe parece lidar bem nos demais horarios, sem muitas
alteracdes na defesa antioxidante ou evidéncia de danos através dos biomarcadores
analisados.

Em alta temperatura de 31 °C, o metabolismo de ectodérmicos tende a
aumentar, mantendo alto os niveis de EROs e da atividade de enzimas envolvidas na

defesa contra o estresse oxidativo gerado narespiragao mitocondrial (BAGNYUKOVA
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etal., 2007; MEHDI et al., 2019). No presente trabalho, umaindicagcaodo estresse em
alta temperatura foi indicado pela GSH.

A GSH é o maior regulador nao proteico das propriedades intracelulares do
estado redox (NAKANO et al., 2014). Para 31°C, a unica alteragdo nos marcadores
da defesa antioxidante foi com um aumento da GSH em 48h, indicando uma
mobilizagao da defesa antioxidante (SAHOO; KARA, 2014), entretanto, essa alteragao
foi pontual. Nakano et al. (2014) também relataram um aumento de GSH muscular
relacionado a choque térmico de alta temperatura, relacionando com a neutralizagao
de EROS. O IBR demonstra um aumentoem seu indice em 48h para alta temperatura,
demonstrando essa mobilizagdo nadefesa antioxidante neste momento (FIGURA 19).

No presente trabalho, o choque térmico ndo ocasionou a ativacdo das demais
enzimas da defesa antioxidante analisadas em 31°C. Entretanto, isto pode ser um
fendmeno que pode ser restrito a este érgao para esta espécie, visto que diferentes
orgaos se comportam ativando enzimas e a defesa antioxidante de diferentes formas
frente ao estresse (NAKANO et al., 2014; JOY et al., 2017).Tecidos mais aerdbicos
(como branquias) parecem ser mais sensiveis a estresse térmico do que tecidos
menos aerdbicos como musculo esquelético,que consegue energiaanaerobicamente
pela conversao de piruvato em lactato (MADEIRA et al., 2016; CAMPOS et al., 2018).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a temperatura influenciou no metabolismo
do musculo de A. lacustris. Os resultados indicam uma oscilagdo na demanda
energéticaem 15 °C, onde houve umareducéaoinicial (em 2h) com posterior ativagao
(a partir de 12h) da glicogendlise como possivel alternativa para lidar com o estresse.
Nas primeiras horas (até 24h), ndo é possivel ver modificagdes do metabolismo de
carboidratos em relagdo a um aumento da demanda energética para combater um
estresse, portanto a demanda de ATP pode estar sendo suprida por outra via
metabdlica, como por exemplo a fosfocreatina quinase, ndo analisada neste trabalho.
Futuros estudos podem lancar luz a esta questdo. Além disso, em 15 °C também
houveindicagdo de estresse oxidativo, comindicios de danosem proteinas, revelando
que esta temperatura foi mais impactante para o musculo de A. lacustris.

Em 31 °C, nao houve variagbes para o metabolismo de carboidratos, o que
pode indicaruma plasticidade do peixe para esse range de temperatura. Um indicio
de estresse nesse tratamento € indicado somente pelo aumento da GSH (em 24h).
Emrelacado aos efeitos desse estresse nasvias analisadas, foi observado apenas uma
variagao relevante no metabolismo de proteinas, em geral suprimindo a atividade de
enzimas. Isso pode indicarque esta via ndofoi a chave para o aporte energético nesta
situacao. Desta forma, é possivel concluirque o choque térmico altera o metabolismo
de A. lacustris, entretanto o animal nao sofre grandes consequéncias nessa faixa de
tempo e temperatura, visto que nao apresenta muitos danos ou grandes alteragdes

em relacéo a defesa antioxidante e consegue sobreviver aos regimes testados.
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APENDICE 1- INFORMAGOES NUTRICIONAIS DA RAGAO

Tabela - Composigao geral daragao utilizada durante o experimento com Astyanax lacustris.

Composto Concentragdo (g/kg) Teor (%)
Proteina 420 42
Extrato Etéreo 80 8
Matéria Fibrosa 30 3
Matéria Mineral 140 14

FONTE: O autor (2021).
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