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RESUMO

Como ectotérmicos a temperatura da agua influéncia diretamente na ecologia, biologia
e histdria de vida dos peixes. Quando a temperatura da agua aumenta além dos niveis
que os peixes sao rotineiramente expostos, alteragcdes na taxa respiratéria pode ser
perceptivel e consequentemente aumento a formagdo de espécies reativas de
oxigénio. Desta forma, respostas da defesa antioxidante enzimatico podem ser
alteradas a fim de evitar estresse a nivel celular. Rhamdia voulezi, uma espécie
endémica do Rio Iguacgu, € uma espécie que € utilizada na piscicultura por seu rapido
crescimento corpéreo e habito alimentar. Por essas caracteristicas podem ser
utilizados como bioindicadores das implicagbes das variacbes ambientais de
temperatura da agua em tanques de cultivo em produgao local. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade dos biomarcadores da defesa antioxidante enzimatico
(superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase,
glutationa redutase, glicose-6-fosfato desidrogenase, glutationa reduzida) e
marcadores de danos oxidativo (lipoperoxidacao lipidica e carbonilagao proteica) em
R. voulezi sob o efeito da exposigdo aguda a alta temperatura (31 °C) no figado,
branquias e rins durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas de exposi¢cdo. O numero de peixes
por experimento foi de 7 individuos com excec¢ao de 8 em 96 horas e as coletas foram
realizadas no rio Iguagcu (Unido da Vitéria/PR). A exposi¢cao a alta temperatura
aumentou a resposta da defesa antioxidante em todos os tecidos estudados. No
figado de R. voulezi foi perceptivel o aumento da superdxido dismutase até 12 h de
exposicao a alta temperatura, bem como o aumento da glutationa S-transferase em
12 h e 96 h também no grupo experimental. Nas branquias o aumento da superdxido
dismutase foi evidenciado até 24 h de exposigao a alta temperatura e os marcadores
de danos como a lipoperoxidacgao lipidica foi identificado em 2, 6, 12 e 96 h de
exposig¢ao neste mesmo grupo. Nos rins em 12 h também houve inducéo de resposta
ao estresse térmico, com uma resposta da superéxido dismutase/catalase no grupo
exposto a alta temperatura. Também foi evidenciado marcadores de danos como
lipoperoxidacao lipidica em 2 e 6 h de exposi¢ao a 31 °C. Os trés tecidos avaliados
responderam diferentemente ao estresse térmico, sendo que o figado apresentou
maior capacidade de aclimatacdo. Os padroes de expressdo de multiplos
biomarcadores relacionados a defesa antioxidante e danos oxidativo em resposta a
exposicao a alta temperatura sugere que R. voulezi apresentou estresse oxidativo, o
que pode prejudicar o bem-estar do animal.

Palavras-chave: Espécie reativa de oxigénio, peixes subtropicais, estresse ambiental, jundia.



ABSTRACT

As ectotherms, water temperature directly influences the ecology, biology, and life
history of fish. When water temperature increases beyond the levels that fish are
routinely exposed to, changes in respiration rate may be noticeable and consequently
the formation of reactive oxygen species increases. Thus, enzymatic antioxidant
defense responses can be altered to avoid stress at the cellular level. Rhamdia voulezi,
an endemic species of the Iguagu River, is a species that is used in fish farming for its
fast body growth and feeding habit. For these characteristics they can be used as
bioindicators of the implications of environmental water temperature variations in
culture ponds in local production. The objective of this work was to evaluate the activity
of enzymatic antioxidant defense biomarkers (superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, glutathione reductase, glucose-6-
phosphate dehydrogenase, reduced glutathione) and oxidative damage markers
(lipoperoxidation and protein carbonylation) in R. voulezi under the effect of acute
exposure to high temperature (31 °C) in liver, gills and kidneys during 2, 6, 12, 24 and
96 hours of exposure. The number of fish per experiment was 7 individuals except for
8 at 96 hours and the collections were made in Iguagu River (Unido da Vitoria/PR).
High temperature exposure increased the antioxidant defense response in all tissues
studied. In the liver of R. voulezi an increase of superoxide dismutase was observed
up to 12 h of high temperature exposure, as well as an increase of glutathione S-
transferase at 12 h and 96 h also in the experimental group. In the gills the increase of
superoxide dismutase was evidenced up to 24 h of high temperature exposure and
damage markers such as lipid lipoperoxidation was identified at 2, 6, 12 and 96 h of
exposure in this same group. In the kidneys at 12 h there was also an induction of a
heat stress response, with a superoxide dismutase/catalase response in the group
exposed to high temperature. It was also evidenced damage markers such as
lipoperoxidation lipid at 2 and 6 h of exposure at 31 °C. The three tissues evaluated
responded differently to heat stress, with the liver showing greater capacity to
acclimatize. The expression patterns of multiple biomarkers related to antioxidant
defense and oxidative damage in response to high temperature exposure suggests
that R. voulezi exhibited oxidative stress, which may impair animal welfare.

Keywords: Reactive oxygen species, subtropical fish, environmental stress, silver catfish.
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1 INTRODUGAO

A temperatura € um fator abidtico que tem influéncia na biologia, ecologia e
fisiologia dos peixes (BRETT, 1956). E como ectotérmicos a temperatura € um
regulador das fungdes metabdlicos dos peixes, sendo importante para a maioria das
reacoes bioquimicas e processos fisioldgicos (ISLAM et al., 2021). Rotineiramente os
peixes sdo expostos a variagdes de temperatura que ocorrem no ambiente natural,
desta forma existe uma faixa de temperatura que conseguem suportar e que varia
conforme a espécie e localidade destes animais (WHITNEY et al., 2016). De modo
geral, peixes que habitam locais que possuem maior sazonalidade de temperatura,
suportam uma maior faixa de temperatura, mas sdo menos tolerantes ao calor se
comparado com espécies tropicais (PORTNER; PECK, 2010; SPICER et al., 2019).

Para manter a homeostase em diferentes temperaturas os peixes ativam
respostas internas envolvendo reagdes bioquimicas e fisiologicas (SOMERO 1995;
WILLMER; STONE; JOHNSTON, 2005). Desta forma existe uma temperatura critica
maxima ou minima (Critical Thermal — CTMax ou CTMin) que animais ectotérmicos
suportam, sendo letal quando as atividades locomotoras se tornam desorganizadas e
o animal perde a habilidade de escapar de condigdes determinantes a sua
sobrevivéncia (BEITINGER; BENNETT; MCCAULEY, 2000; CARVETH; WIDMER,;
BONAR, 2006; BEITINGER E LUTTERSCHMIDT, 2011). Os peixes quando expostos
a alta temperatura com efeito prolongado, temperaturas acima do CTMax (Critical
Thermal Maximum), tem uma diminuigdo do oxigénio e um aumento do pH no sangue
(BOECK et al. 2015; SHRIVASTAVA et al. 2017), e desta forma modifica o custo
energético do equilibrio fisiolégico para se adequar a esta situacéo estressante (VAN
DER VYVER et al., 2013; ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2015; SILVEIRA et
al., 2018).

Diversos fatores estao envolvidos nas respostas fisioldgicas a um estressor,
como resposta especifica do tecido, o tipo de estressor e a especificidade de cada
organismo (BAERENDS; BRAUWER; WALTERBOLK, 1955; BATESON;
GLUCKMAN, 2012; FLOHR et al., 2017). Todas as respostas ao estresse sao
chamadas de respostas integradas e atuam em niveis organizacionais no animal
(JOELS e BARAM, 2009; KOAKOSKI et al., 2012). Estas respostas s&o caracterizadas
pela Sindrome da Adaptacao Geral (SAG) (FIGURA 1) (SELYE, 1936).

A SAG é composta por trés fases, sendo elas primaria (alarme), secundaria
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(estagio de resisténcia) e terciaria (estagio de exaustdo) (BARTON, 2002; SILVA;
GOULART, 2018). A resposta primaria, também chamada de alarme, consiste na
percepcao do animal ao estressor. Nesta fase ocorre a ativagdo de dois eixos
neuroenddcrinos: eixo Hipotalamo-Sistema Nervoso Simpatico-Células Cromafins
(HSC) e o eixo Hipotalamo-Hipdfise-Interrenal (HHI) (CASTRO; FERNANDES, 2009;
KOAKOSKI et al., 2012). Nesta fase ocorre a liberacdo de catecolaminas (adrenalina
e noradrenalina) e corticosteroides (cortisol e a cortisona) (SCHRECK; TORT, 2016).

Posteriormente o estresse estimula a fase secundaria, também chamada de
fase de resisténcia. Nesta fase € perceptivel a mudanga na frequéncia respiratéria
(RODNICK; PLANAS, 2016) ocorrendo o aumento da absorg¢ao de oxigénio (AFONSO
et al., 2008). Neste estagio o animal tenta se adaptar ao estresse por meio de
mecanismos de protecao fisioloégicos (SCHRECK; OLLA; DAVIS, 1997). Se a
adaptagao ocorre com sucesso, novos niveis homeostaticos sao estabelecidos, caso
contrario, o animal acaba iniciando processos que ocasionam a morte (GONCALVES
et al., 2008).

A ultima fase da SAG ¢ a terciaria, também chamada de estagio de exaustao.
Esta fase compreende as alteragbes patolégicas que podem ocorrer no animal, o que
acarreta perda de valor adaptativo e funcional (BALDISSEROTTO, 2002,
KOEYPUDSA; JONGJAREANJAI, 2011). E perceptivel nesta fase alteracdes no
sistema imunolégico (CONTE, 2004; YADA; TORTO, 2016), baixa no crescimento
corpéreo (SADOUL; VIJAYAN, 2016), taxas de reproducao alterada (PANKHURST,
2016) e casos mais graves leva a morte do animal (BARTON; DWYER, 1997).
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FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SINDROME DA ADAPTACAO
GERAL (SAG).
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Nota: CRH, horménio liberador de corticotropina; ACTH, horménio adrenocorticotréfico; FFA, acidos
graxos livres; Pr, proteinas; AB, anticorpos. Fonte: Adaptado de Schreck; Tort (2016).

Em organismos aerobicos as mitocdndrias tém um papel fundamental na
formagdo de ATP, molécula esta utilizada pelas células como fonte energética
(DOENST; NGUYEN; ABEL, 2013; ZHOU; RONG, 2018; PEOPLES; SARAF;
GHAZAL, 2019). Para a formacédo de ATP ocorre a oxidacdo de moléculas como
carboidratos, lipidios e proteinas. Como aceptor final de elétrons temos o oxigénio
molecular, que s&o acoplados ao bombeamento de prétons através da membrana
interna mitocondrial, gerando uma forga motriz para a produg¢ao de ATP (NICHOLLS;
FERGUSON, 2013; LIPPE et al., 2019). No entanto, quando a redugao incompleta do
oxigénio molecular ocorre devido ao vazamento de elétrons, tem inicio a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (BRAND, 2016; MAILLOUX et al., 2018;
TREBERG et al., 2018). Todavia, EROs existem naturalmente na célula e participam
de vias sinalizadoras como a sinalizagéo redox (SIES, 2015; MAILLOUX, 2020),
porém o excesso de EROs se torna prejudicial e processos de estresse oxidativo pode
ser identificado, causando danos em macromoléculas principalmente. O equilibrio de
EROs nas mitocdndrias pode ocorrer devido a mecanismos de produ¢ao e consumo
de EROs (ZOCCARATO; CAVALLINI; ALEXANDRE, 2004; ANDREYEV et al., 2015;
MUNRO; TREBERG, 2017; KAMUNDE; SHARAF; MACDONALD, 2018; COLLIN,



20

2019; PEOPLES; SARAF; GHAZAL, 2019).

As EROs podem ser separadas em grupos de composto radicalares, e alguns
exemplos sao: OH’ (ion hidroxila), HOH* (ion peroxil), Oz (anion superoéxido). Estes
compostos tendem a ser mais reativos devido a sua instabilidade e possibilidade de
reagdo com moléculas proximas. E os n&o radicalares, dentre eles, o O2(oxigénio
molecular) e H202 (perdxido de hidrogénio), que tendem a ser mais estaveis devido a
auséncia de elétrons livres (MAGDER, 2006) (FIGURA 2).

FIGURA 2 — ESQUEMA REPRESENTANDO A REDUGAO DE O2NA MITOCONDRIA.
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Nota: Reducdo do oxigénio molecular (02) na mitocdndria até a formagcéo de agua (H20). Neste
processo sao formadas espécies reativas de oxigénio. Fonte: Ferreira e Matsubara; 1997

Com o aumento da temperatura e a diminui¢ao do oxigénio disponivel na agua
0s peixes aumentam seu consumo de oxigénio, e desta forma inicia o processo de
estresse oxidativo (ROSSO; BOLNER; BALDISSEROTTO, 2006). O estresse
oxidativo ocorre com o desbalango entre a producao de EROs e a sua neutralizagao
pelas defesas celulares antioxidantes, podendo ocorrer danos teciduais (LOWE, 2000;
CHENG et al., 2015; LUO et al., 2015a; COSTA; STREIT, 2019).

Nos organismos, o mecanismo de defesa antioxidantes enzimaticos, incluindo
superoéxido dismutase (SOD) (FIGURA 3), catalase (CAT) (FIGURA 4), glutationa
peroxidase (GPx) (FIGURA 5), glutationa redutase (GR) (FIGURA 5), glutationa
reduzida (GSH) (FIGURA 5) e glutationa S-transferase (GST) (FIGURA 7) induzem



21

respostas antioxidantes e fornecem proteg¢ao contra o estresse oxidativo induzido por
EROs. Ja a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (FIGURA 6) fornece NADPH
para o sistema das glutationas. Estas enzimas sao importantes biomarcadores de
estresse ambiental (BAGNYUKOVA; CHAHRAK; LUSHCHAK, 2006; DALZOCHIO,
2016; LU et al. 2016).

FIGURA 3 — ESQUEMA DA REACAO CATALISADA PELA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE
(SOD).

2H* SOD
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Nota: Reagao enzimatica de formacao de perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular catalisada pela
enzima superoxido dismutase (SOD). Fonte: SHISHKINA; GOLOSHCHAPOV; WEISFELD, 2019.

FIGURA 4 — ESQUEMA DA REACAO CATALISADA PELA ENZIMA CATALASE (CAT).

cat

Nota: Reagado enzimatica de decomposi¢ao de perdxido de hidrogénio (H202) em oxigénio molecular e
agua catalisada pela enzima catalase (CAT). Fonte: SHISHKINA; GOLOSHCHAPOV; WEISFELD,
2019.

FIGURA 5 - ESQUEMA DA REAGCAO CATALISADA PELAS ENZIMAS GLUTATIONA PEROXIDASE
(GPX), GLUTATIONA REDUTASE (GR) E MARCADOR GLUTATIONA REDUZIDA (GSH).
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Nota: Reagéo enzimatica de decomposicdo de peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio molecular
catalisada pela enzima Glutationa Peroxidase (GPx). Conversao da Glutationa Oxidada (GSSG) em
Glutationa Reduzida (GSH) pela agéo catalitica da Glutationa Redutase (GR). Fonte: SHISHKINA;
GOLOSHCHAPOV; WEISFELD, 2019.
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FIGURA 6 — ESQUEMA DA REAGCAO CATALISADA PELA ENZIMA GLICOSE 6-FOSFATO
DESIDROGENASE (G6PDH).
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Nota: Reagédo enzimatica de reducao de NADP* em NADPH pela Glicose 6-fofato desidrogenase. O
NADPH é um aporte necessario para a atuagao da GR e formagdo de GSH. Fonte: SHISHKINA,;
GOLOSHCHAPOV; WEISFELD, 2019.

FIGURA 7 — ESQUEMA DO MECANISMO DE ACAO DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST).
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Nota: Reacao enzimatica da atuagao de detoxificagdo de xenobidticos catalisado pela Glutationa S-
Transferase. Neste processo ocorre a formagao de compostos mais faceis de serem excretados pela
célula. Fonte: SHISHKINA; GOLOSHCHAPOV; WEISFELD, 2019.

O aumento de EROs pode levar ao estresse oxidativo e consequentes lesdes
celulares, causando danos como peroxidacao lipidica (LPO), inativagcao de enzimas,
carbonilagao de proteinas (PCO), reducéo de teldmeros, alteragdes teciduais e morte
celular (FIGURA 8) (STADTMAN; LEVINE, 2000; STOLIAR; LUSHCHAK, 2012;
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VINAGRE, et al., 2012; SOPINKA et al., 2016). LPO e PCO sao bons indicadores de
estresse oxidativo (AURICH, 2005; MARTINEZ-PARAMO et al., 2012; VERGAUWEN
et al. 2013; BILYK; VARGAS-CHACOFF; CHENG, 2018).

FIGURA 8 — ESQUEMA DO MECANISMO DE AGAO ENZIMATICO DO SISTEMA DE DEFESA
ANTIOXIDANTE E MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS.
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Nota: Enzimas chave do sistema de defesa antioxidante em laranja e medidores de dano em vermelho.
SOD - superoxido dismutase; CAT - catalase; GPx - glutationa peroxidase. Tidis ndo proteicos: GSH —
glutationa reduzida; GR - glutationa redutase; GST — glutationa-s-transferase. Medidores de dano: LPO
— lipoperoxidagao; PCO — carbonilagao de proteinas. FONTE: adaptado de Nelson & Cox, 2017.

Os efeitos da exposigdo aguda a altas temperaturas em peixes tropicais e
subtropicais tém sido relatados (ALI; NICIEZA; WOOTTON, 2003; RODNICK et al.,
2004; SCHAEFER; RYAN, 2006; MARTELL et al., 2005; RYAN, 2006; GASTON et al.
2009; COOKE et al. 2013; NEWTON; SANTIS; JERRY, 2012; MADEIRA et al. 2017;
SCHLEGER et al. 2022; RESENDE et al. 2022) e uma compreensao maior sobre o
tema elucida respostas de como populacdes de peixes responderam a este estressor,
bem como auxilia em tanques de pisciculturas para uma melhor producao. Analisar as
respostas fisioldégicas sobre um disturbio abidtico, principalmente em relagéo a
temperatura, fornece uma importante compreensao sobre adaptacgdes fisiologicas

enfrentadas pelos peixes e a conquista pelo territoério natural, bem como auxilia na
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compreensao das respostas futuras a mudancas ambientais, dentre elas as
climaticas, e os impactos que o aumento da temperatura tera na adaptacao e
sobrevivéncia das espécies de peixes (BRETT, 1956; HUTCHISON, 1976; SOMERO
2005; CARVETH; WIDMER; BONAR, 2006; SCHULTE, 2011; REZENDE;
CASTANEDA; SANTOS, 2014; HOFMANN; TODGHAM 2010; SCHULTE 2011).

Dentre as espécies de peixes tropicais podemos destacar peixes do género
Rhamdia que foi originalmente descrito em 1858 por Bleeker (BALDISSEROTTO &
RADUNZ-NETO, 2005). Sao peixes muito apreciados pelo sabor da carne, desta
forma muito importante para o comercio e para a piscicultura (GOMES et al., 2000).
As espécies do género Rhamdia estao distribuidas na regiao neotropical, tendo como
limite norte o México central e como limite sul a cidade de Buenos Aires, Argentina
(SILFVERGRIP, 1996). Uma espécie destacada do género Rhamdia € a Rhamdia
voulezi descrita por Haseman em 1911 (FIGURA 9).

Rhamdia voulezi, popularmente conhecido como jundia, € uma espécie
endémica e nativa do rio Iguagu pertencente a classe dos Osteichtyes, ordem dos
Siluriformes e a familia Heptapteridae (BOOCKMANN et al. 2003). O alto grau de
endemismo do R. voulezi e de outras espécies de peixes ocorre pelo fato da bacia
hidrografica do rio Iguagu ser caracterizada por um isolamento geografico
(CARVALHO, 2009; BAUMGARTNER et al. 2012). Por ser uma espécie endémica R.
voulezi pode ser utilizada como bioindicador das implicagdes de variacbes da
temperatura no rio lguacu.

R. voulezi possui habito alimentar onivoro sendo de grande eficiéncia
alimentar, além de possuir um crescimento corpéreo muito alto (REIS, et al. 2012;
DIEMER et al., 2012; DIEMER et al. 2013; PESSINI et al. 2014). Desta forma esta
espécie possui grande potencial para aquicultura, além do fato da carne ter um sabor
com grande aceite no mercado de consumo local (DIEMER et al. 2013; PESSINI et al.
2014).
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FIGURA 9 — EXEMPLAR DE Rhamdia voulezi

Fonte: Josiane Ribolli et al., 2017.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades da defesa antioxidante
enzimaticos e marcadores de danos oxidativos em Rhamdia voulezi em relagao a
exposi¢cao aguda a alta temperatura (31 °C) no figado, branquias e rins durante 2, 6,
12, 24 e 96 horas de exposicado. A hipotese principal consiste em peixes submetidos
a alta temperatura (31 °C) apresentardo aumento das enzimas da defesa antioxidante
e consequentemente uma diminuicao dos marcadores de danos oxidativo em relacéo
aos peixes mantidos em temperatura controle (21 °C), bem como as branquias
apresentardo maiores alteragdo dos biomarcadores de defesa antioxidante em

comparacgao a outros tecidos.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento levou em consideracgao a literatura existente para a escolha da
temperatura e o procedimento experimental. A habilidade de tolerar um estressor
como o aquecimento depende ndo somente da intensidade do estressor, mas também
da duracgao da exposigédo. Os tempos de coleta utilizados neste estudo (2 a 96 horas)
simulam situagdes de estresse agudo e geram uma mudanga transiente das
atividades metabdlicas, que ocorrem a fim de reestabelecer a homeostase (FORGATI
et al., 2017; SOUZA et al., 2018; PRZEPIURA, 2019).

2.1 COLETA E ACLIMATACAO DE Rhamdia voulezi

A licenca ambiental de coleta de animais foi obtida via Instituto Chico Mendes
de Conservagdo da Biodiversidade (SISBIO/ICMBio: n° 63551-1, emitida em
27/06/2018) e as licengas de experimentagao animal n°® 1228 e 1228 C foram obtidas
na Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA-BIO/UFPR).

Exemplares de R. voulezi foram coletados na regido do médio Iguacu (Sul
26°14°58.50” e Oeste 51°6°33.07”), no municipio de Unido da Vitéria-PR (FIGURA
11), com o auxilio de linhas de pesca. Os individuos foram acondicionados em sacos
plasticos com aeracio constante até serem transportados ao local dos experimentos
que foi o Centro de Pesquisas e Extensdo em Aquicultura lldo Zago, da Universidade
Estadual do Parana (UNESPAR), no municipio de Unido da Vitéria — PR (FIGURA 10)
(26°13'12.15"S; 51° 7'51.07"0).

FIGURA 10 — CENTRO DE PESQUISAS E EXTENSAO EM AQUICULTURA ILDO ZAGO, DA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PARANA (UNESPAR)

Nota: Imagem dos tanques de piscicultura. Fonte: leda Scheleger, 2019.



27

FIGURA 11 - MAPA DA AREA DE COLETA DE Rhamdia voulezi
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Nota: Mapa da area de coleta dos individuos de Rhamdia voulezi. Unido da Vitéria e Porto Vitéria no
estado do Parana (em marrom), Brasil (verde). Circulo em preto indica o local da coleta no afluente do
médio Iguagu. Fonte: IBGE.

No local dos experimentos os peixes foram transferidos para tanques de 1000
litros, com o objetivo de aclimatagéo as condigbes de laboratérios. Os tanques foram
limpos por sucgéao diaria, com cerca de 10% da agua renovada diariamente (LERMEN
et al., 2004), a agua utilizada foi originaria de nascente propria. Nestes tanques, o
controle de temperatura foi regulado por termostatos (Aquaterm 08 Full Cauge), que
foram instalados previamente. Os tanques foram configurados como sistemas
estaticos, a fim de diminuir variaveis experimentais.

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

Exemplares de Rhamdia voulezi (n = 73; comprimento total = 25,06 + 4,47 cm;
comprimento padrdao = 20,71 = 3,94 cm; peso = 142,94 + 85,77 g) foram
aleatoriamente selecionados e transferidos diretamente, simulando exposigdo aguda
a alta temperatura, para tanques de 460 litros contendo agua com temperatura a 31 £
1,0°C (experimental) ou a 21 + 1,0°C (controle) por 2, 6, 12, 24 ou 96 horas. O numero
de animais por experimento/controle (n amostral) foi de 7 peixes, com excegéo de 96
horas, controle e experimental, com n amostral de 8 individuos (FIGURA 12).

FIGURA 12 — DESENHO ESQUEMATICO DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS DE EXPOSICAO
AGUDA A ALTA TEMPERATURA EM Rhamdia voulezi

Controle (21°C) E Estresse térmico de alta temperatura (31°C}JE\
- -

2 horas de exposicio 6 horas de exposigio 2 horas de exposigic 6 horas de exposicdo

tanques de 460 litros tanques de 460 litros

12 horas de exposigio 12 horas de exposicdo

24 horas de exposiciio 96 horas de exposigio 24 horas de exposicio 96 horas de exposigio

Nota: Esquema grafico representando o delineamento experimental. Os tanques utilizados foram de
460 litros e para cada situagao experimental foi utilizado um controle. Fonte: O autor, 2022.

A escolha de temperatura utilizada no experimento foi baseada em respostas
ja descritas para uma espécie préxima a R. voulezi o Rhamdia quelen, espécie que €
encontrada na América do Sul, em faixas de temperatura ambientais, bem como
situagdes experimentais semelhantes ao utilizado no experimento (CHIPPARI-
GOMES et al., 1999; TAVARES-DIAS et al, 2002; LERMEN et al., 2004). Espécimes
de R. quelen, aclimatados a 21°C, apresentaram faixa de sobrevivéncia a rapidas
mudangas de temperatura da agua entre 11 e 31 °C e em 100% dos animais
(CHIPPARI-GOMES et al., 1999). Valores encontrados por Tavares-Dias et al. (2002)

em R. quelen a 25 °C, relatam que esta espécie possui boa tolerancia para a variagcao
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de temperatura testada.

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

Ao fim de cada experimento os peixes foram anestesiados com benzocaina
1% (p.v-1), eutanasiados com secgdo medular e imediatamente dissecados (FIGURA
13). As amostras (figado, branquias e rins médio-posterior) foram congeladas e
mantidas em nitrogénio liquido e foram processadas no Laboratério de Biologia

Adaptativa — Departamento de Biologia Celular — Setor de Ciéncias Bioldgicas, UFPR.

FIGURA 13- FOTO DOS PROCEDIMENTOS DE DISSECACAO DE Rhamdia voulezi

Nota: Equipe do laboratério de Biologia Adaptativa realizando procedimentos de anestesia e
dissecacéo dos animais apés o periodo do experimento. FONTE: leda Scheleger, 2019.

2.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS
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As amostras foram pesadas e homogeneizadas com o auxilio do
homogeneizador motorizado (Potter-Elvehjem) e posteriormente centrifugadas a
12.000 g a 4 °C por 20 min para se obter o sobrenadante. Posteriormente as amostras
foram separadas em diferentes aliquotas (fazendo-se uso microtubos de 1,5 ml) e
mantidas congeladas a -80 °C até o momento do uso para as analises laboratoriais.

A concentracao de proteinas totais foi determinada com Coomassie Brilliant
Blue G-250 (Sigma) e albumina de soro bovina (BSA) como padréao, com leitura de
absorbancia a 595 nm (BRADFORD, 1976). As analises foram realizadas em triplicata,
com condi¢cdes otimas de pH, concentracdo de substrato saturante e temperatura
ambiente aproximada de 22 °C (ROBINSON, 2008), sendo mensuradas por
espectrofotometria na leitora de microplacas (EPOCH Microplate Spectrophotometer,
Biotek, Winooski, VT, EUA).

2.3.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS DO SISTEMA DE
DEFESA ANTIOXIDANTE, NIVEIS DE GSH E MARCADORES DE DANOS
OXIDATIVOS

Os niveis de atividade da superéxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) foram
avaliados segundo CROUCH; GANDY; KIMSEY (1981), utilizando sistema de reagao
com tampao carbonato de sédio pH 10,2 mM e cloreto de hidroxilamina e solugao de
NBT, a leitura de absorbancia foi a 560 nm. As amostras foram previamente tratadas
com etanol 25% e centrifugadas por 10 min a 12000 g (4 ° C). O tempo de leitura
utilizado foi de 4 h com intervalo de leitura de 20 min.

A atividade da catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) foram avaliados segundo
BEUTLER (1975), com sistema de reacao contendo tampéao Tris-HCI 1,0 M, EDTA 5,0
mM, pH 8,0 e perdxido de hidrogénio (H202), a leitura de absorbancia foi a 240 nm. A
cinética enzimatica foi lida por 5 min com intervalo de 8 segundos.

Os niveis de atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx, E.C. 1.11.1.9)
foram medidos segundo o método descrito por WENDEL (1981), com sistema de
reacao contendo solucéo de tampao fosfato de sédio pH 7,0 100 mM, NADPH 0,2 mM,
GSH 2 uM, Azida sédica 2 mM, GR 1 U/mL e perdxido de hidrogénio (H2032), a leitura
de absorbancia foi a 340 nm. O tempo de leitura da atividade enzimatica utilizado foi
de 10 min com intervalo de 43 segundos.

Os niveis de atividade da glutationa redutase (GR, E.C. 1.6.4.2) foram
avaliados segundo os autores CARLBERG; MANNERVIK (1985), com sistema de
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reacao contendo tampao fosfato de potassio pH 7,6 100 mM, NADPH 0,5 mM e GSSG
5 mM, a leitura de absorbancia foi a 340 nm. A leitura da cinética enzimatica utilizado
foi de 15 min com intervalo de 43 segundos.

A atividade de glicose-6-fosfato-desidrogenase (G-6-PDH, E.C. 1.1.1.49) foi
determinada pelo método descrito por GLOCK; MCCLEAN (1953), por meio de
sistema de reagao contendo tampao Tris-HCI pH 7,4 200 mM, NADP* 0,2 mM e G6P
1 mM e leitura de absorbancia a 340 nm. A leitura da cinética enzimatica utilizado foi
de 15 min com intervalo de 43 segundos.

Os niveis de atividade da glutationa-S-tranferase (GST, E.C. 2.5.1.18) foram
determinados de acordo com a metodologia de KEEN; HABIG; JAKOBY (1976),
sistema de reacdo contendo solucédo de tampao fosfato de potassio pH 6,5 mM, GSH
1,5 mM, CDNB 2 mM, a leitura de absorbancia foi a 340 nm. O tempo de leitura
utilizado foi de 5 min com intervalo de 30 segundos.

Em relacdo aos marcadores de danos oxidativos e concentragao de tidis ndo
proteicos, foram utilizados os seguintes métodos: os niveis de glutationa (GSH) foram
determinados por meio da metodologia de SEDILAK; LINDSAY, (1968), onde foi
utilizado sistema de reacdo contendo DTNB dissolvido em metanol PA somado a
tampao Tris-base a 0,4 M, pH 8,9 e leitura de absorbancia a 415 nm. As amostras
homogeneizadas foram tradas previamente com solugdo de acido tricloroacético a
50% (TCA 50%) e centrifugadas a 5000 g por 10 min a 4 °C.

Analises de marcadores de dano celular: lipoperoxidagao lipidica (LPO) foram
estimadas pelo método de TBARS (FEDERICI; SHAW; HANDY, 2007 com
modificagdes), sistema de reagao contendo BHT diluido em etanol, tampéao PBS pH
7,4, acido tricloroacético a 50% e TBA 1,3% (dissolvido em NaOH 0,3%), a leitura de
absorbancia utilizada foi de 535 nm. As amostras homogeneizadas foram tratadas
previamente com solugao de TCA 10% e centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min a 4
°C. As placas foram encubadas em Thermo shaker por 1 h em temperatura de 60 °C
com rotagao de 250 rpm.

Em relagdo aos danos oxidativos em proteinas (carbonilagéo proteica - PCO)
foram mensurados medindo grupos carbonil conforme previamente descrito por
LEVINE et al. (1994), utilizando sistema de reacao contendo 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH), solugao de etanol — acetato de etila e solugdo de hidrocloreto de guanidina.
As amostras homogeneizadas foram tratadas previamente com solugéo de acido

tricloroacético a 28% e centrifugadas a 9000 g em 4 °C por 10 min, leitura de
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absorbancia foi realizada a 360 nm.

2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram primeiramente transformados pelo método de box-
cox (BOX; COX, 1964) para atender aos pressupostos da analise de variancia
(ANOVA) em relagdo a homocedasticidade e normalidade dos residuos (KIM;
CRIBBIE, 2018). Para cumprir com esse objetivo fez-se uso do pacote MASS (RIPLEY
et al., 2021). Cada biomarcador foi submetido a ANOVA bifatorial. Foram
estatisticamente comparadas as variaveis independentes temperatura (controle e
tratamento) e tempo (2, 6, 12, 24 e 96 horas), bem como a interacdo entre elas
(controle e tratamento para cada periodo de exposigao). Para identificacdo das
diferencas especificas realizou-se o teste post hoc de Tukey pelo pacote emmeans
(LENTH et al., 2021). Os valores estao apresentados como a média e o erro padrao
da média nos graficos montados através do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016).

A analise MANOVA foi utilizada para testar a diferenca de resposta enzimatica
entre os trés orgaos avaliados. Uma analise multivariada, principal components
analysis (PCA), foi realizada com os pacotes factoextra (KASSAMBARA; MUNDT,
2019) e FactoMineR (LE; JOSSE; HUSSON, 2008) para investigar quais
biomarcadores do estresse oxidativo foram importantes descritores dos trés 6rgaos
analisados. Uma analise de correlagdo de Pearson foi utilizada com o pacote metan
(OLIVOTO; LUCIO, 2020), para testar a relagéo entre os biomarcadores da defesa
antioxidante enzimatico, bem como marcadores de danos oxidativos. Correlagcbes
com p < 0,05 foram consideradas significativas e demonstradas utilizando o pacote
corrplot (WEI; SIMKO, 2021). Uma anadlise do indice de resposta do biomarcador
integrado (IBR) foi realizado para verificar a capacidade de aclimatacdo com base em
seu desempenho fisiologico geral (CAMPOS et al., 2019). Neste estudo, os
marcadores bioquimicos SOD, CAT, GPx, GR, GST, GSH, LPO e PCO foram
integrados para analisar a resposta dos tecidos analisados. O calculo foi realizado
utilizando a Interface IBR CALculate, desenvolvida pelo Laboratdrio Interdisciplinar
para Ambientes Continentais da Universidade de Lorena, Franca (CALIBRI, 2022). A
plataforma considera o calculo proposto por Beliaeff e Burgeot (2002) e revisitado por

Devin et al. (2014). Os graficos do radar foram construidos com o pacote ggradar
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(BION, 2022). As analises estatisticas e os graficos foram produzidos integralmente
no software R (R Core Team, 2021).
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3 RESULTADOS

Os animais sobreviveram ao longo dos tempos experimentais (2, 6, 12, 24 e
96 horas) e nas temperaturas testadas (21°C e 31°C), com exceg¢ao de morte de 1
peixe em 2 h (31°C), 3 peixesem 2 h (21°C) e 1 peixe em 6 h (21°C), totalizando 6,8%
de morte. Consequentemente, este bioensaio é considerado valido (mortalidade < 10
%) (ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2015).

3.1 RESPOSTA DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO SISTEMA DE DEFESA
ANTIOXIDANTE E BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS NO FIGADO DE
Rhamdia voulezi EXPOSTO A ALTA TEMPERATURA

No figado de R. voulezi, a atividade da SOD aumentouem 2 h (F =42,9, p =
0,0006), 6 h (F = 38,83, p =0,0001), 12 h (F = 56,05, p = 2,09e-05) e 96 h (F = 28,41,
p = 0,0001) (FIGURA 14a), sendo esses aumentos em 31 °C quando comparado ao
controle de 21 °C. A atividade da GPx aumentou em 6 h (F = 6,716, p = 0,029)
(FIGURA 14c) no grupo exposto a 31 °C. Em relagdo a GST houve um aumento da
atividadeem 12 h (F=20,7,p=0,001)e 96 h (F = 10,31, p =0,006) em 31 °C (FIGURA
14f). Na GR n&o houve diferenga significativa na interacdo entre as variaveis
independentes (tempo e temperatura), e em relagéo a variavel tempo houve uma
diferenca significativa (TABELA 1). Nos biomarcadores enzimaticos nao houve
diferencga significativa na interagdo entre as variaveis independentes na atividade da
CAT e G6PDH (TABELA 1).

Os niveis de GSH apresentaram diferencas na variavel tempo e tratamento,
mas nao difereu na interagdo entre as variaveis (TABELA 1). Em relagdo aos
biomarcadores de danos oxidativos, LPO apresentou diferenca na variavel tempo e
PCO também na variavel tempo (TABELA 1). Em relagdo a interagdo entre as
variaveis independentes nao houve diferenca significativa entre os biomarcadores
citados.

A diferenga entre os tempos de exposi¢ao (2, 6, 12, 24 e 96 h) do grupo
controle e do tratamento dos biomarcadores de defesa antioxidante e marcadores de

danos oxidativos no figado de R. voulezi podem ser melhor observados na figura 14.
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3.2 CORRELAQZ\O DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO SISTEMA DE
DEFESA ANTIOXIDANTE E BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS NO
FIGADO DE Rhamdia voulezi

No figado de R. voulezi houve uma correlagdo positiva entre todos os
biomarcadores testados. Os biomarcadores que apresentaram correlagao significativa
(p<0,05) foram a SOD, com a GST (p = 2.43e-06), LPO (p = 0,04) e PCO (p = 0,007).
A CAT apresentou uma correlagdo com LPO (p = 0,03). A GPx apresentou correlagéo
coma GSH (p =0,04), GR (p = 0,02) e PCO (p = 0,02). A GR apresentou correlagéo
com a GSH (0,01) e G6PDH (p = 0,006). A GST apresentou uma relagao com a PCO
(p = 0,0006).

Em relagdo aos marcadores nao enzimaticos e danos oxidativos uma
correlagao significativa foi encontrada na GSH em relagao a G6PDH (p = 0,002). LPO
teve correlagdo com a PCO (p = 1.311e-05). Todas as interagdes significativas e nao

significativas sdo observadas na figura 15.

FIGURA 15: CORRELACAO DE PEARSON DOS BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE
ENZIMATICO E DANOS OXIDATIVOS NO FIGADO DE R. voulezi.

Ve

A o A X0 O
F S FF L C 1
SOD 0.58 oo
CAT 06
GPx 0.4
GR 0-2
- 0

G6PDH

0.2
GST o4
GSH 0.6
0.8

LPO |0.54
-1

Nota: Espagos em branco representam correlagdo ndo significativa (p>0,05) entre os biomarcadores
testados. Coloracéo azul indica uma relacao positiva e coloragao vermelha indica uma relagao negativa.
Enzimas: SOD - superdxido dismutase; CAT - catalase; GPx - glutationa peroxidase; GR - glutationa
redutase; G6PDH - Glicose 6-fosfato desidrogenase; GST — glutationa-s-transferase. Tidis nao-
proteicos: GSH — glutationa reduzida. Medidores de dano: LPO — lipoperoxidagdo. FONTE: O autor,
2022.
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3.3 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E BIOMARCADORES DE
DANOS OXIDATIVOS NAS BRANQUIAS DE Rhamdia voulezi EXPOSTO A ALTA
TEMPERATURA

Nas branquias de R. voulezi, a atividade da SOD aumentou em 31°C quando
comparadoa21°Cem2h (F=20,36,p=0,01),6 h(F=17,61,p=0,001), 12 h (F =
29,66, p =0,0002) e 24 h (F = 95,92, p = 1,92e-06) (FIGURA 16a). A atividade da GPx
aumentouem 2 h (F=10,68, p=0,030) em 31 °C quando comparado a 21 °C (FIGURA
16¢). Na GST nado houve diferenga significativa na interagdo entre as variaveis
independentes, porém a variavel tempo teve diferenga significativa (TABELA 2). Em
relacdo a GR, a variavel tempo houve uma diferenga significativa (TABELA 2), mas
ndo foi observado diferenca significativa entre a interacdo das variaveis
independentes. Na G6PDH também nao houve diferenga significativa entre as
variaveis independentes, somente a variavel tempo apresentou diferencga significativa
(TABELA 2). Em relagdo a CAT a variavel temperatura apresentou diferenga
significativa, porém nao houve diferenga significativa entre a interacdo das variaveis
independentes (TABELA 2).

Os niveis de GSH aumentaram em 24 h (F = 13,18, p = 0,004) no grupo
exposto a 31 °C em comparagao a 21 °C,eem 96 h (F = 10,5, p =0,005) foi observado
uma diminui¢ao no grupo exposto a 31 °C quando comparado a 21 °C (FIGURA 16g).
Em relagdo aos danos oxidativos, a LPO aumentou em 2 h (F = 93,59, p = 0,0006), 6
h (F=41,13,p =7,7e-05), 12 h (F = 15,25, p = 0,002) e 96 h (F = 15,85, p = 0,001),
todos em 31 °C (FIGURA 16h). Nos marcadores de PCO foi registrado um aumento
em 12 h (F = 58,45, p = 1e-05) no grupo exposto a 31 °C quando comparado ao grupo
exposto a 21 °C (FIGURA 16i).

A diferenga entre os tempos de exposicéo (2, 6, 12, 24 e 96 h) do grupo
controle e do tratamento dos biomarcadores de defesa antioxidante e marcadores de
danos oxidativos nas branquias de R. voulezi podem ser melhor observados na figura
16.
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3.4 CORRELAGCAO DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO SISTEMA DE
DEFESA ANTIOXIDANTE E BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS NAS
BRANQUIAS DE Rhamdia voulezi

Nas branquias de R. voulezi todos os biomarcadores da defesa antioxidante
enzimatico apresentaram uma correlagao positiva. Em relagdo aos biomarcadores que
apresentaram correlagao significativa (p<0,005) temos a SOD, com a GSH (p = 4.48e-
05), GST (p =0,002) e LPO (p = 0,0002). A GR teve correlagdo com a PCO (p = 0,001)
e G6PDH (0,002). A GST teve correlagdo com a GSH (p = 1.561e-08) e LPO (p =
0,01). Emrelacao aos biomarcadores de danos oxidativos a LPO e PCO apresentaram
correlagao significativa entre os préprios marcadores (p = 0,04). Todas as interagdes

significativas e nao significativas sdo observadas na figura 17.

FIGURA 17: CORRELAGAO DE PEARSON DOS BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE
ENZIMATICO E DANOS OXIDATIVOS NAS BRANQUIAS DE R. voulezi.
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Nota: Espagos em branco representam correlacdo néo significativa (p>0,05) entre os biomarcadores
testados. Coloracao azul indica uma relagao positiva e coloragdo vermelha indica uma relagao negativa.
Enzimas: SOD - superdxido dismutase; CAT - catalase; GPx - glutationa peroxidase; GR - glutationa
redutase; G6PDH - Glicose 6-fosfato desidrogenase; GST — glutationa-s-transferase. Tidis nao-
proteicos: GSH — glutationa reduzida. Medidores de dano: LPO — lipoperoxidagdo. FONTE: O autor,
2022.

3.5 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E BIOMARCADORES DE
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DANOS OXIDATIVOS NOS RINS DE Rhamdia voulezi EXPOSTO A ALTA
TEMPERATURA

Nos rins de R. voulezi a SOD em 12 h (F = 9,373, p = 0,0108) € 96 h (F =
80,84, p = 0,000106) aumentou de atividade em 31°C quando comparado ao grupo
de 21 °C (FIGURA 18a). Em relagdo a CATem 2 h (F =71,47, p =0,00107) e 12 h (F
= 71,47 0,00107) um aumento da atividade foi observado no grupo exposto a 31 °C
qguando comparado ao grupo de 21 °C (FIGURA 18b). A GR aumentou de atividade
em6h (F=12,36,p=0,0079)e 12 h (F =6,52, p = 0,0268) no grupo exposto a 31 °C
em comparagao a 21 °C (FIGURA 18d). Na GPx nao houve diferenga significativa
entre as variaveis independentes, mas foi registrado um valor significativo na variavel
tempo e tratamento (TABELA 5). A G6PDH nao houve diferenga significativa na
interacdo entre as variaveis independentes, por outro lado, a variavel tempo
apresentou diferenca significativa, bem como a variavel tratamento (TABELA 5). Em
relacdo a GST nao foi registrado valor significativo entre as variaveis independentes
(TABELA 5).

Os niveis de GSH nao apresentaram diferencga significativa na interagao entre
as variaveis independentes, por outro lado a variavel tempo e tratamento
apresentaram diferengca significativa (TABELA 5). Nos marcadores de danos
oxidativos, a LPO aumentou no grupo exposto a 31 °C em comparacao a 21 °C em 2
h (F=654,4,p=1,39e-05)e 6 h (F=23,75, p=0,00123) (FIGURA 18h). Na PCO nao
teve diferenga significativa entre as variaveis independentes, por outro lado uma
diferenca significativa foi observada na variavel tempo (TABELA 5).

A diferenga entre os tempos de exposigéo (2, 6, 12, 24 e 96 h) do grupo
controle e do tratamento dos biomarcadores de defesa antioxidante e marcadores de

danos oxidativos nos rins de R. voulezi podem ser melhor observados na figura 18.
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3.6 CORRELACAO DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO SISTEMA DE
DEFESA ANTIOXIDANTE E BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS NOS
RINS DE Rhamdia voulezi

Nos rins de R. voulezi todos os biomarcadores da defesa antioxidante
enzimatico apresentaram uma correlagao positiva. Em relagdo aos biomarcadores
enzimaticos com relagao significativa (p<0,05), temos a SOD com a GPx (p = 0,003),
GR (p = 0,004), G6PDH (p = 0,002), GSH (p = 0,006) e LPO (p = 5.088e-05). A CAT
teve correlagdo com a GPx (p = 0,0001). A GR teve correlagdo com a G6PDH (p =
0,007) e LPO (p = 0,02). A G6PDH apresentou correlagédo com a LPO (p = 0,0002).
Em relacdo aos marcadores ndo enzimaticos a GSH apresentou correlacdo com a
G6PDH (p = 0,004) e LPO (p = 0,0005). Todas as interacdes significativas e nao

significativas sdo observadas na figura 19.

FIGURA 19: CORRELAQ,AO DE PEARSON DOS BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE
ENZIMATICO E DANOS OXIDATIVOS NOS RINS DE R. voulezi.

o
A ot A R 0 O
F S EFF L
SOD 0.54 oo

CAT 052 0.6

GPx 0.4

GR 0-2
- 0
G6PDH
0.2

GST L0 4

GSH 0.6

LPO

Nota: Espagos em branco representam correlagéo nao significativa (p>0,05) entre os biomarcadores
testados. Coloracdo azul indica uma relagao positiva e coloragdo vermelha indica uma relagao
negativa. Enzimas: SOD - superoxido dismutase; CAT - catalase; GPx - glutationa peroxidase; GR -
glutationa redutase; G6PDH - Glicose 6-fosfato desidrogenase; GST — glutationa-s-transferase. Tiois
ndo-proteicos: GSH — glutationa reduzida. Medidores de dano: LPO — lipoperoxidagdo. FONTE: O
autor, 2022.
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3.7 EFEITOS DA EXPOSICAO AGUDA A ALTA TEMPERATURA EM
Rhamdia voulezi: VARIACAO ENTRE ORGAOS

Em relacdo as enzimas da defesa antioxidantes e marcadores de danos
oxidativos foram observadas diferengas significativas em todos os biomarcadores
avaliados entre os trés 6rgaos (figado, branquias e rins) de R. voulezi estudados (p <
0,05) e sdo mostradas na Figura 20. O primeiro eixo da PCA explicou 36,2% da
variagao dos orgaos, e foi representado pela GST, CAT, GPx e SOD. O segundo eixo
explicou 17,8% de variacdo de orgéos, e foi representado pela concentracdo de
G6PDH, GSH e GR. O terceiro eixo explicou 15,6% da variagdo dos 6rgaos, e foi
representado pela PCO. Em conjunto, os trés primeiros eixos explicaram 69,6% das
respostas diferenciais observadas para o sistema antioxidante entre os trés 6rgaos.

Na figura 21 é possivel visualizar a variagdo da resposta da defesa
antioxidante e marcadores de danos oxidativos entre os 6rgaos. O figado de R. voulezi
apresentou 6,37 de valor de IBR, os biomarcadores responsaveis por esse valor foram
SOD, CAT, GPx, GST, GSH e LPO. Nas branquias o valor de IBR foi de 0,60, com o
biomarcador mais responsivo por esse valor sendo PCO. Nos rins o valor de IBR foi
de 0,40 com GR sendo o biomarcador mais responsivos (FIGURA 21).

FIGURA 20 - BIPLOT DE PCA DE ENZIMAS E CONCENTRACAO DE GSH DO SISTEMA
ANTIOXIDANTE NOS TRES ORGAOS AVALIADOS

PCA - Biplot

Tecidos

[ Branquias
Figado

Rins

PC1 (36,2%)

Nota: Os valores das enzimas foram normalizados para essa analise multivariada devido a sua alta
variagao. As elipses foram demarcadas no intervalo de confianga de 95%. FONTE: O Autor, 2022.
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FIGURA 21: IBR DO SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E MARCADORES DANOS
OXIDATIVOS EM FIGADO, BRANQUIAS E RINS DE R. voulezi EXPOSTO A ALTA TEMPERATURA

SOD
25

PCO CAT

LPO GPx

GSH GR

GST

—&— Branquias (IBR: 0,60) —@®— Figado (IBR:6,37) —®— Rins (IBR: 0,43)

Nota: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivo grafico de radar
em relacdo a defesa antioxidante e danos oxidativos dos tecidos avaliados (figado, branquias e rins).
SOD - superodxido dismutase, CAT — catalase, GPx, glutationa peroxidase, GR — glutationa redutase,
GST - glutationa S-transferase, GSH — glutationa reduzida, LPO — lipoperoxidacéo lipidica e PCO —
proteinas carboniladas.



4 DISCUSSAO

No presente estudo os biomarcadores testados foram as atividades de
enzimas antioxidantes e biomarcadores de danos oxidativos nos o6rgaos figado,
branquias e rins de R. voulezi. Foi testado o efeito da exposicdo aguda a alta
temperatura (31°C) com os tempos de exposigdo de 2, 6, 12, 24 e 96 h em
comparagao aos seus respectivos controles.

O figado dos peixes tem fungao ativa no metabolismo basico e tem papel
importante nas fungdes vitais sendo o maior érgéo de excregao, biotransformacgéo e
acumulacgao (FIGUEIREDO-FERNANDES et al. 2006). Consequentemente o figado é
um érgao no qual pode ser observado os efeitos do estresse oxidativo (FAHEEM,;
LONE, 2017; RESENDE et al. 2022; SCHLEGER et al. 2022). As branquias e os rins
dos peixes atuam diretamente na osmorregulacao e excregao, e sofrem diretamente
com uma alteracéo drastica da mudanca de temperatura na agua (FORGATI et al.,
2017; JAVED et al., 2017). Desta forma os padrbes de respostas antioxidantes a
producdo de EROs podem ser observadas nestes tecidos, pois suas funcgdes
requerem a acgao de diversas enzimas e transportadores, demandando grande
quantidade de energia (TSENG et al. 2008).

Mudangas na temperatura da dgua afetam aspectos metabdlicos e fisiologicos
de peixes e os efeitos geralmente dependem de fatores como o tempo de exposi¢ao
e a temperatura em que os peixes sdo expostos (BOWDEN 2008; LEE et al. 2014).
Em sistemas bioldgicos as enzimas antioxidantes, s&o uma importante linha de defesa
contra danos oxidativos, e podem ser usadas como biomarcadores para estresse
oxidativo (PARIHAR; DUBEY, 1995). O comportamento destes biomarcadores elucida
como os 6rgaos respondem ao estresse oxidativo provocado pelo estresse térmico
visto que as respostas dos biomarcadores sao associadas para uma melhor defesa
ao estresse (FADHLAOUI; COUTURE, 2016). Os 6rgaos tendem a ter uma resposta
fisiologica diferente ao estresse térmico e isto esta relacionado as atividades e funcdes
que cada orgéo desempenha no organismo (NAKANO et al., 2014).

Em R. voulezi, as variagdes em alguns biomarcadores ao longo do tempo sem
o efeito da temperatura foram consideradas variacdes individuais, pois estudos
indicam que diferentes tempos de confinamento podem afetar a regulacéo de genes
relacionados a respostas fisioldgicas do organismo (MADARO et al., 2015; KIILERICH

et al., 2018); outro fator que pode ocasionar variagdes nos tempos de exposi¢ao é o
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estresse por manejo, quando um peixe é deslocado de um aquario para outro
(KLEINHAPPEL; PIKE; BURMAN, 2019). Neste trabalho foi incluido um grupo controle
para cada tempo de exposi¢cdo, a fim de comparar impactos causados por essas

variagoes.

4.1 BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE E DANOS
OXIDATIVOS NO FIGADO, BRANQUIAS E RINS DE Rhamdia voulezi EXPOSTOS A
ALTA TEMPERATURA

A SOD é descrita como uma enzima que participa da primeira etapa da
eliminacao de EROs, sendo bem conhecida sua atividade de converter os radicais
livres de oxigénio em compostos menos reativos para evitar danos celulares
(CHANDRA et al.,, 2000; RAMA; MANJABHAT, 2014; CHENG ET AL. 2018;
IGHODARO & AKINLOYE, 2018; CHEN et al. 2021). Em R. voulezi o aumento da
atividade da SOD no figado até 12 h e posteriormente em 96 h, nos rinsem 12 e 96 h
e nas branquias até 24 h aponta que a temperatura de 31 °C induziu uma resposta ao
estresse oxidativo (FIGURA 22). O aumento da atividade da SOD nos tempos iniciais
(12 h) como aconteceu nos trés tecidos, pode indicar a importancia da SOD na defesa
inicial contra o estresse térmico de alta temperatura (JIA et al. 2020; CHEN et al.
2021). Ja o aumento nos tempos finais (96 h) de exposigdo como ocorreu no figado e
rins indica a importancia da SOD na aclimatacdo de peixes a alta temperatura.
Comportamento semelhante da SOD foi observado por CHENG et al. (2015) em
baiacu (Takifugu obscurus) exposto a 34 graus durante 72 horas, sendo que neste
individuo a SOD foi importante na redugao de danos oxidativos.

Em conjunto com a atividade da SOD, a CAT tem como fungdo quebrar o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (CHENG et al. 2018). Estudos
realizados com o peixe subtropical (Onychostoma macrolepis) demostraram um
aumento da SOD e CAT renal até 12 h de exposicao, indicando a atuagao em conjunto
destas duas enzimas para eliminar EROs os tornando menos reativo (YU et al. 2017).
Nos rins de R. voulezi foi perceptivel inducédo da resposta de defesa antioxidante em
12 h de exposicao a alta temperatura, tempo este que aumentou a atividade da SOD
e CAT (FIGURA 22).

Por outro lado, a temperatura n&o foi capaz de alterar a atividade da CAT no
figado e branquias de R. voulezi. Porém ocorreu um aumento da atividade da GPx em

alguns horarios nestes tecidos, enzima esta que possui fungao analoga a CAT (RAMA,;
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MANJABHAT, 2014; CUI et al. 2020). No figado em 6 h e nas branquias em 2 h houve
uma acao conjunta da SOD e GPx sob exposi¢gdo aguda a temperatura de 31 °C, o
gue indica uma acao de neutralizar danos causados por EROs (FIGURA 22) (BIRNIE-
GAUVIN et al., 2017). A ndo alteracao da CAT e GPx nos outros tempos de exposi¢ao
no figado e branquias de R. voulezi, pode ser justificado também pelos niveis basais
destas enzimas serem suficientes para neutralizar os peréxidos formados. Além disso
em peixes € descrita a presenga de peroxidases ligadas a tiorredoxina
(peroxirredoxinas — Prx) que possui atuacdo na decomposi¢cao de H202 para evitar
danos oxidativos. Um estudo de expressao de tioredoxina redutase (Trx) em truta-
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) estressada por aumento da temperatura indicou um
aumento da expressao de Trx, demonstrando a importancia desta enzima na protecao
contra estresse oxidativo (LI et al. 2022), desta forma a auséncia de alteragao da CAT
e GPx em R. voulezi poderia ser explicada por uma atuagao das Prx e Trx, porém nao
foi avaliado estes biomarcadores neste estudo.

Nas branquias a auséncia da ativagado em conjunto da atividade da SOD/GPx
ou auséncia da atividade da CAT pode ser explicada por indicios de que peixes
utilizam as branquias para excretar peroxidos de hidrogénio diretamente na agua
(KLEIN et al. 2017). Outro ponto é a utilizagdo do perdxido de hidrogénio pelos
fagécitos do organismo na producéo de acidos hipoalogenosos, que sdo oxidantes
muito efetivos no combate a virus, bactérias e outros corpos estranhos (BILLER;
TAKAHASHI, 2018). Como as branquias estdo em contato direto com a agua, uma
resposta mais ativa do sistema imunologico € requerida (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; BILLER; TAKAHASHI, 2018).

Como linha de defesa contra danos oxidativos temos a atuagao do ciclo das
glutationas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A atividade da GR aumentou,
somente nos rins, em 6 e 12 h a 31°C, enquanto a G6PDH nao variou em nenhum
dos tecidos analisados (FIGURA 22). No figado e branquias, a baixa variagao da GPx
pode explicar a ndo alteracao da atividade da GR frente ao aumento de temperatura.
Desta forma ndo houve alta demanda pelo substrato utilizado (GSH), e
consequentemente nao foi gerado GSH oxidado (GSSG), ndo sendo necessaria a
atuacao da GR para conversao do substrato (KHARE et al., 2019). Em contrapartida,
nos rins pode ser observado um aumento de GR em 6 e 12 h, principalmente por
aumento de danos oxidativos em até 6 h, indicando uma maior necessidade de

producdo de GSH para protecdo contra estresse térmico (KHARE; CHHAWANI;



KUMARI, 2019).

A GST é um dos principais componentes de defesa antioxidantes enzimaticos
da célula (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Embora a GST seja normalmente
descrita como uma excelente defesa contra espécies reativas provenientes de
xenobiontes (MAHIM et al. 2021), alguns estudos tém relatado o aumento da enzima
em peixes antarticos (KLEIN et al. 2017), tropicais (MADEIRA et al. 2016) e
subtropicais (SCHLEGER et al. 2022; RESENDE et al., 2022) submetidos a alta
temperatura. Esta relacdo pode ser explicada pela atuacado de enzimas isoformas de
GST na reducgédo de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) a alcool enquanto oxidam GSH
em GSSG (ROSSI etal. 2017; REGOLI et al. 2011). No figado de R. voulezi o aumento
da atividade da GST em 12 e 96 h sugere o aumento da defesa contra possiveis danos
oxidativos neste tecido (FIGURA 22). Outra caracteristica importante da GST é sua
relacdo a aclimatagdo do organismo quando exposto de forma prolongada a alta
temperatura, pois a sobrevivéncia a longo prazo sob estresse térmico cronico esta
associada a uma maior atuacdo da GST (MAHANTY et al. 2016), o que entra em
concordancia com nossos dados, principalmente a ativagdo em 96 h de exposicéo.

Além das atividades enzimaticas do sistema de defesa antioxidante, existe um
sistema nao proteico de protecéo, o sistema da GSH (NAKANO et al., 2014). Nao
houve variagdo nos niveis da GSH no figado e rins, mesmo com o aumento da
atividade da GPx em 6 h no figado de R. voulezi no grupo exposto a 31 °C. Porém nas
branquias os niveis de GSH aumentaram em 24 h e diminuiram em 96 h de exposigao
a alta temperatura (FIGURA 22). Respostas do organismo a situagdes de estresse
podem alterar os niveis da GSH. Por exemplo, nas branquias de uma espécie de peixe
tropical, Mudskippers (Boleophthalmus boddarti) em exposigdo a amdnia, houve uma
reducao dos niveis de GSH (CHING et al. 2009). Em contrapartida, estudos realizados
com exposicao a alta temperatura em carpa (Cyprinus carpio var koi) apontaram para
um aumento da concentracdo de GSH no musculo (ZUTSHI; SINGH; DASGUPTA,
2020). O tipo de estressor e o tempo de exposigdo ao estresse vao impactar na
resposta da GSH, além da resposta especifica do tecido que pode diferenciar os niveis
deste biomarcador (MADARO et al., 2015; KIILERICH et al., 2018).

Situagdes de estresse térmico de alta temperatura induzem danos oxidativos
em espécies de peixes tropicais e subtropicais, e isto acontece pela falha de
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo (DORNELLES ZEBRAL et al. 2019;
ROYCHOWDHURY; AFTABUDDIN; PATI, 2021; VINAGRE et al. 2021). Todavia, a
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exposicao a alta temperatura demonstrou eficacia da resposta da defesa antioxidante
no figado de R. voulezi, com ativagao da SOD, GPx e GST e sem alteragbes de PCO
e LPO em todos os tempos de exposi¢ao. A auséncia de danos oxidativos no figado
pode ser relacionado também com a expressao de ubiquitina e ativagdo do sistema
ubiquitina-proteassoma, que tem como fungao a degradagcéo de moléculas oxidadas
(BUCKLEY & SOMERO, 2009; TODGHAM et al., 2007; SHIN et al., 2012). Porém
neste trabalho nao foi avaliado a ativagao deste sistema. Um conhecimento futuro
sobre a expressado de ubiquitinas relacionando com o efeito da exposigdo a alta
temperatura elucidaria respostas de auséncia de danos oxidativos em peixes
subtropicais.

Foi observado a presenca de danos oxidativos nos rins de R. vouleziem 2 e
6 h de exposi¢cdo e nas branquias em todos os horarios, com excegao de 24 h de
exposicao a alta temperatura (FIGURA 22). A presencga de danos ocorreu em tempos
qgue nao foram ativados mecanismos de defesa antioxidante suficientes, ou quando
ativos, no caso de SOD/CAT e SOD/GPx, nao atuaram em conjunto. O aumento de
LPO nos tempos iniciais sdo evidéncias de que a exposi¢ao aguda a alta temperatura
pode afetar as células, até os mecanismos de defesa antioxidante serem ativos, e
consequentemente apds a ativacado, uma recuperacao dos produtos da LPO pode ser
percebida, retornando aos niveis de controle (RESENDE et al. 2022). Este retorno a
niveis de controle foi perceptivel nos rins, porém nas branquias nao foi evidenciado.

Estudos realizados em peixes tropicais, por exemplo, Castanheta-das-rochas
(Abudefduf saxatilis) e Molly Miller (Scartella cristata) (MADEIRA et al. 2017) e em
Cromo Verde (Etroplus suratensis) (JOY et al. 2017) apontaram um aumento da
concentracdo de LPO nas branquias mesmo com uma resposta ativa da defesa
antioxidante (MADEIRA et al. 2017). Outro marcador de danos, a PCO, em 12 h
aumentou no grupo exposto a 31 °C. O aumento de EROs e o desequilibrio das
defesas antioxidantes levaram ao aumento da PCO nas branquias de S. haraldi e S.
aequifasciatus (duas espécies de peixes tropicais) expostos a baixa temperatura (14
°C) por 12 h de exposicao (JIN et al., 2021), desta forma, tanto a baixa quanto a alta
temperatura pode acarretar danos celulares em peixes. Os resultados aqui descritos
apontaram uma reducao dos niveis de PCO em 24 e 96 h para niveis normais o que
pode indicar uma resposta de reparo de moléculas degradadas por estresse térmico,
sendo essencial esse reparo para aclimatacdo do peixe a uma exposicdao a alta

temperatura.
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Em relagcdo a defesa antioxidante enzimatica nos trés tecidos estudados,
houve uma relagcdo positiva destes biomarcadores com os marcadores de danos
oxidativos. Desta forma o aumento de LPO e PCO provocou um aumento da SOD,
CAT, GPx, GR, GST e GSH no figado, branquias e rins. Uma relagao positiva entre
defesa antioxidante e danos oxidativos foi evidenciado por Johannsson et al. (2018)
em uma espeécie de peixe tropical de agua doce (Cyphocharax abramoides) em trés
orgaos (cérebro, figado e branquias) em situag¢des de hipdxia. Assim como foi relatado
em Cyphocharax abramoides em R. voulezi o aumento de danos ocasionados pelo
estresse oxidativo ativa a resposta da defesa antioxidante, a fim de diminuir danos em

biomoléculas e consequentemente evitar maiores danos celular.

Figura 22 — ESQUEMA DA DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO E MARCADORES DE DANOS
OXIDATIVO NO FIGADO, BRANQUIAS E RINS DE R. voulezi SOB ESTRESSE TERMICO DE ALTA

TEMPERATURA.
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Nota: Setas laranja indicam aumento dos biomarcadores em comparagdo com o controle (21 °C). Seta
azul escura indica diminuigdo do biomarcador em comparagédo com o controle (21 °C). Letras verdes
correspondem ao figado, letras rosas correspondem as branquias e letras azuis correspondem aos rins.
SOD - superoxido dismutase, CAT — catalase, GPx, glutationa peroxidase, GR — glutationa redutase,
GST - glutationa S-transferase, GSH — glutationa reduzida, LPO — lipoperoxidagéo lipidica e PCO —
proteinas carboniladas.

4.2 COMPARACAO DOS BIOMARCADORES DO SISTEMA DE DEFESA
ANTIOXIDANTE E DANOS OXIDATIVOS NO FIGADO, BRANQUIAS E RINS DE
Rhamdia voulezi EXPOSTOS A ALTA TEMPERATURA



A resposta dos sistemas antioxidantes pode ser diferenciada dependendo do
tecido, visto que existem diferengas de disponibilidade e entrega de oxigénio, bem
como fungcdo metabdlica, na localizacdo corpérea € na maquinaria de expressao
génica que pode variar @ medida que o estresse térmico progride (PAVLOVIC et al.,
2010; FALFUSHYNSKA et al., 2014; NAKANO et al. 2014). Essa diferenga foi
evidenciada nos tecidos de R. voulezi, sendo que os biomarcadores avaliados
apresentaram especificidade conforme o tecido, sendo o figado o tecido com maiores
atividades da defesa antioxidante enzimaticos conforme apresentado pela PCA
(KAMMER et al., 2011; VINAGRE et al., 2014, MADEIRA et al., 2016b, ROSSI et al.,
2017). Estudos de efeitos térmicos em peixes feito em diferentes tecidos nas espécies
de peixes tropicais Abudefduf saxatilis e Scartella cristata realizado por Madeira et al.
(2017) também demonstraram respostas enzimaticas tecido-especificas. Os autores
sugerem que O estresse térmico e oxidativo observado para cada tecido esta
diretamente relacionado a taxa de difusdo de oxigénio e consequente producao de
EROs, gerando diferentes sensibilidades e respostas dos biomarcadores enzimaticos.

Em R. voulezi os efeitos do estresse térmico de alta temperatura apresentou
maiores variagdes da resposta de defesa antioxidante enzimatico no figado, seguido
de branquias e rins segundo valores de IBR. A maior resposta no figado da defesa
antioxidante pode estar relacionada com a importancia deste tecido nas atividades
metabdlicas, pois danos neste tecido pode afetar diretamente o fornecimento de
suprimento energético para os outros tecidos (MADEIRA et al., 2016a). Apesar do
figado ser o 6rgdo mais responsivo ao estresse térmico em R. voulezi, foi o tecido que
nao apresentou variagao de danos oxidativos em comparagédo ao grupo controle. O
que reforga ainda mais a hipotese da eficacia do sistema antioxidante neste tecido.

O segundo 6rgao que mais respondeu ao estresse térmico de alta temperatura
em R. voulezi foi as branquias. Por outro lado, foi o tecido que mais apresentou
variagao dos marcadores de danos oxidativos. Este aumento de danos nas branquias
pode estar diretamente relacionado com a posigado corporea no peixe, ja que em
contato direto com a agua estes tecidos sofre diretamente com as variagcées de
temperatura (MADEIRA et al., 2016a; RESENDE et al. 2022).

Em relacdo ao aumento de marcadores de danos, os rins de R. voulezi
também apresentaram danos oxidativo, mas foi o tecido que menos respondeu ao
estresse térmico de alta temperatura. Os rins dos peixes tém um papel fundamental

na excregao e osmorregulacéo, além disso € um tecido importante para a resposta ao
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estresse, visto que faz parte do eixo hipotalamo-pituitaria-intrarrenal (HPI) que possui
um papel importante na manutencdo das respostas fisiolégicas em situagdes
estressantes (YANG et al., 2020). Consequentemente a integridade dos rins é
importante para a manutengao de respostas contra estresse térmico, motivo este que

justifica menores impactos da exposigao a alta temperatura.

5 CONCLUSOES

A exposicao aguda a alta temperatura pode determinar a ativagdo das defesas
antioxidantes no figado, branquias e rins de R. voulezi, bem como ocasionar danos
oxidativos. Isto ocorre conforme o tecido apresentar maior contato com a agua ou
guando nao ha uma ativacdo em conjunto do sistema de defesa para evitar danos
oxidativos.

A ativagao do sistema antioxidante de R. voulezi frente a exposi¢ao aguda a
alta temperatura foi fundamental para uma protecao inicial contra danos oxidativos no
figado, evidenciado pela atividade da SOD, GPx e GST. Os grupos controles e
experimentais nao diferiram em relagdo aos marcadores de danos como LPO e PCO,
o0 que demostra que as vias de protecao da defesa antioxidante foram eficazes no
figado.

A ativacdo da defesa antioxidante nas branquias foi evidenciada pela
atividade da SOD e GPx, bem como aumento dos niveis de GSH no grupo exposto a
alta temperatura. Porém, danos oxidativos foi evidenciado pelos niveis de LPO e
PCO, todos em grupos expostos ao estresse térmico de alta temperatura. Estes
resultados indicam que, nas branquias, houve ativacdo de defesa contra danos
ocasionados por EROs, mas nao foi eficaz para a protecéo deste tecido.

Ja nos rins também houve ativagao da defesa antioxidante, principalmente do
sistema SOD/CAT em exposigao aguda a alta temperatura. Foi evidenciado também
a presenca de danos oxidativos nos tempos iniciais de exposicao, por outro lado este
tecido apresentou uma capacidade de ajuste fisioldgico, pois nos tempos finais nao
foi observado a presenca de danos oxidativos.

O figado foi 0 6rgao mais responsivo a alta temperatura quando comparado
com branquias e rins. Consequentemente, foi o unico tecido com auséncia de danos
oxidativos. Esta auséncia de danos pode ser relacionada com a capacidade de

homeostase, além da importancia fisioldgica do figado, sendo o principal érgéo de
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metabolismo.
Evidenciamos que a alta temperatura foi capaz de provocar estresse térmico
em R. voulezi, o que pode prejudicar a longo prazo o desenvolvimento corporeo, além

de impactar o bem-estar do animal.
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