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RESUMO

Psalidodon bifasciatus € uma espécie de peixe que possui ampla
distribuicdo geografica apresentando boa adaptacao a diferentes habitats. Por ser
sensivel as alteragdes fisicas e quimicas da agua, torna-se um bom bioindicador das
diferencas de temperatura do ambiente aquatico, sendo utilizada em estudos
ecotoxicologicos. Assim, este estudo prop6s avaliar os biomarcadores relacionados
a defesa antioxidante do coragao, encéfalo e musculo de P. bifasciatus expostos a
variacao térmica de 10°C em relagdo ao controle. Exemplares de P. bifasciatus
(n=120) foram coletados na regido do médio Iguagu no municipio de Uni&o da
Vitéria-PR e Porto Vitéria-PR, e mantidos no Centro de Pesquisa e Extensao em
Aquicultura lldo Zago Uni&o da Vitoria-PR. Apds o periodo de aclimatagéo, os peixes
foram divididos em grupo (n= 12 individuos) controle (21°C) e submetidos ao choque
térmico de 31°C por 2, 6, 12, 24 e 48 horas, respectivamente. Os biomarcadores
relacionados a defesa antioxidante: catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD),
glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida
(GR), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e glutationa reduzida (GSH),
juntamente com os marcadores de dano celular: lipoperoxidagdao (LPO) e
carbonilacdo de proteinas (PCO), foram quantificados e submetidos ao teste
estatistico (ANOVA). Os resultados demostraram que o aumento de 10°C na
temperatura foi capaz de causar estresse oxidativo no coragao, encéfalo e musculo
de P. bifasciatus. Isso foi demonstrado pelos niveis alterados de LPO, PCO e GPx
no coragado, CAT e LPO no encéfalo e LPO no musculo. Além disso, as analises de
PCA e IBR indicaram que o encéfalo apresentou maior ativagdo das respostas
antioxidantes expostos ao choque térmico quando comparado com coragéo e
musculo. O que conclui que P. bifasciatus possui estratégias para lidar com o
choque térmico de 31°C por curtos periodos de tempo (até 48h), ajustando seu
sistema de defesa antioxidante.

Palavras-chave: peixes subtropicais, estresse térmico, defesa antioxidante, lambari
do-rabo-vermelho.
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ABSTRACT

Psalidodon bifasciatus is a species of fish that has a wide geographic
distribution showing good adaptation to different habitats. Because it is sensitive to
physical and chemical water changes, it is a good bioindicator of temperature
differences in the aquatic environment, being used in ecotoxicological studies. Thus,
this study proposed to evaluate the biomarkers related to antioxidant defense in the
heart, brain and muscle of P. bifasciatus exposed to 10°C thermal variation in relation
to the control. P. bifasciatus specimens (n=120) were collected from the middle
Iguacu region in Unido da Vitoria-PR and Porto Vitoria-PR, and keptin the lldo Zago
Aquaculture Research and Extension Center in Unido da Vitéria-PR. After the
acclimation period, the fishes were divided into groups (n=12 individuals) control
(21°C) and submitted to heat shock of 31°C for 2, 6, 12, 24 and 48 hours,
respectively. The biomarkers related to antioxidant defense: catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST), glutathione
peroxidase (GPx), reduced glutathione (GR), glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6PDH) and reduced glutathione (GSH), along with cell damage markers:
lipoperoxidation (LPO) and protein carbonylation (PCO), were quantified and
subjected to statistical test (ANOVA). The results showed that the 10°C increase in
temperature was able to cause oxidative stress in heart, brain and muscle of P.
bifasciatus. This was demonstrated by altered levels of LPO, PCO and GPx in heart,
CAT and LPO in brain and LPO in muscle. Furthermore, PCA and IBR analyses
indicated that the brain showed greater activation of antioxidant responses exposed
to heat shock when compared to heart and muscle. Which concludes that P.
bifasciatus has strategies to cope with the heat shock of 31°C for short periods of
time (up to 48h), adjusting its antioxidant defense system.

Keywords: subtropical fish, heat stress, antioxidantdefense, red-tailed lambari.
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1. INTRODUGAO

Os ecossistemas tem alterado a sua dinamica conforme a frequéncia em que
os gases de efeito estufa sdo langados na atmosfera(SOUZA, 2014). Causadas pelo
aquecimento global, as alteragdes climaticas impactam simultaneamente os fatores
bidticos e abidticos do ambiente segundo a World Wildlife Fund (WWW BRASIL,
2005; NOYES et al., 2009). Desta forma, as condi¢cbes estressantes em que os
organismos se encontram, tornam-se ameacga para a sobrevivéncia das espécies,
principalmente para aquelas aquaticas (MERINO et al., 2012; COX et al., 2018;
IPCC, 2019). Ja que a taxa anual média da temperatura da agua tem aumentado em
diversas regides (ALMEIDA et al., 2014).

O grupo dos peixes possuem aproximadamente 30.000 espécies descritas
das quais metade pertence ao ambiente de agua doce (BATILANI-FILHO et al.,
2015). Por sua ampla diversidade e distribuicdo apresentam alto valor ecossistémico
e econémico (CARDOSO et al., 2015). Desta forma, entender a fisiologia e como
estes organismos lidam com estressores do meio possibilita avaliar riscos frente a
mudanga do meio. Deste modo, o0s peixes por serem organismos
predominantemente ectotérmicos, regulando sua temperatura de acordo com o
ambiente externo. Diferencas de temperatura no ambiente aquatico os tornam
suscetiveis ao ajuste das taxas metabdlicas (IKEDA, 2009; PANG; CAO; FU, 2011)
uma vez que, estima-se que a cada 10°C de aumento da temperatura do meio, os
organismos aquaticos aumentam em até trés vezes suas taxas metabdlicas
(WELTZIEN; PLANAS; FYHN, 1999).

Embora o grau de tolerancia em relagéo as variagdes de temperatura seja
relativo, variando de acordo com a espécie e sua distribuicdo longitudinal, peixes de
habitats subtropicais e temperados tendem a suportar melhor as mudancas térmicas
comparados com aqueles de regides polares e tropicais por apresentarem uma
ampla faixa térmica, ao apresentarem maior plasticidade frente as mudancas de
temperatura da agua (OOMEN; HUTCHINGS, 2017; PECK; CONWAY, 2000;
PORTNER, 2002; PORTNER; FARRELL, 2008).

Além disso, as caracteristicas individuais de cada espécie também afetam a
capacidade de aclimatagédo diante das mudangas do meio (CAMPOS et al., 2019),

visto que o processo de aclimatagao ocorre através dos ajustes metabdlicos. Mas
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quando a demanda energética € muito alta e ndo atinge a homeostase, pode
acarretar em uma condicao de estresse (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

Ocasionado por uma resposta ndo especifica do organismo a qualquer
estimulo nocivo (KOOLHAAS et al.,, 2011), o estresse, surge quando o estimulo
excede a sua capacidade reguladora natural do organismo (BALASCH E TORT,
2019) em ajustar suas fungdes bioquimicas, fisiologicas e comportamentais para a
manutencao da homeostase (BARTON, 2002).

No entanto, pequenas exposi¢cdes aos estressores, onde a homeostase é
mantida, provoca um estimulo ou uma resposta compensatoria positiva (SCHRECK;
TORT, 2016). A medida que a gravidade do estressor aumenta, o cortisol torna-se
elevado, e essas altas concentragbes podem desencadear mecanismos negativos
de estresse que inibem, alteram ou diminuem os fatores imunoldgicos (SCHRECK;
TORT, 2016; BALASCH; TORT, 2019).

A Sindrome de Adaptacado Geral (SAG) (SELYE, 1946) é uma resposta do
sistema nervoso autbnomo simpatico, que tem como objetivo proteger o organismo
durante um estresse. Essa resposta é iniciada pelo sistema nervoso central e em
orgaos periféricos (CHROUSQOS, 2009) ao liberar hormdnios que operam através de
receptores especificos nas células (SCHRECK; TORT, 2016). Sendo caracterizada
por alteragbes enddcrinas, como o aumento dos niveis de hormdnios
corticosteroides e catecolaminas na corrente sanguinea (RIBEIRO et al., 2007;
SCHRECK; TORT, 2016).

A liberagdo desses horménios faz com que organismos em condi¢des de
estresse aumente a atividade de natagdo e batimento opercular, na busca do
aumento do fluxo sanguineo e transporte de oxigénio pelo sangue. Isto eleva a
captagao de oxigénio para os processos vitais, bem como, aumenta a oxigenagao e
nutricdo do encéfalo, coragdo e musculos esqueléticos. Orgdos importantes na
coordenagao da resposta ao estresse ou reacao de fuga (CHROUSOS, 2009;
PEREIRA, 2018).

As respostas ao estresse podem ter consequéncias negativas a longo prazo,
dependendo do nivel, duragdo e o numero de estressores (BALASCH; TORT, 2019).
Muitas vezes atribuido a condigdes externas ou internas do individuo, o estresse
gera respostas fisiolégicas que sao expressas de diversas formas, como estresse
oxidativo e metabdlico que pode afetar os processos fisioldgicos, biolégicos e até
causarimpactos nas populagées (CAMPOS et al., 2019; KRANNER etal., 2010).
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Além disso, estressores ambientais podem desencadear respostas distintas
de acordo com o tecido afetado (TREVISAN, 2008). O encéfalo, por exemplo, € o
orgao que apresenta maior sensibilidade ao estresse ocasionado pelas variagdes de
temperatura da agua (TSENG et al., 2011). Explicado pela ativagdo do sistema
nervoso central durante o ajuste homeostatico e de aclimatacao celular (BREER;
RAHMANN, 1974; PRZEPIURA et al., 2019a; TSENG et al., 2011), bem como a
necessidade da alta demanda de oxigénio, que chega a 20% de oxigénio respirado,
produzindo altos niveis de EROs durante o metabolismo oxidativo (PRZEPIURA et
al., 2019a; RALF, 2000).

Outro aspecto € a diminuicdo do oxigénio dissolvido na agua ocasionado pelo
aumento da temperatura, que gera alteragdes no metabolismo oxidativo dos peixes,
juntamente com a alta demanda energética necessaria para a homeostase. As
espécies reativas de oxigénio (EROs) que sédo geradas pelo metabolismo
normalmente, tem sua produgao aumentada com o estresse ambiental e gera
estresse oxidativo celular (SIQUEIRA et al., 2009; COPATTI et al., 2019), através do
acumulo de danos causados por EROs nas células (FOGACA; SANT ANA, 2009).

As EROs sao moléculas oxidantes derivadas do oxigénio molecular (SIES et
al., 2022), sendo que, as que apresentam maior reatividade sao as radicalares, ou
seja, que apresentam numero impar de elétrons, com um elétron desemparelhado
na ultima camada eletrébnica (DA COSTA; STREIT JR, 2019). Esta instabilidade faz
com que essas moléculas se tornem altamente reativas, com capacidade de se ligar
a outras moléculas, bem como provocar danos em proteinas, lipideos e DNA
(LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006). Um exemplo, € a peroxidagéao lipidica (LPO)
que ocorre nas membranas celulares (DA COSTA; STREIT JR, 2019) que sé&o
dependente da composicdo dos acidos graxos e da concentracdo de agentes
antioxidantes (FOGACA; SANT' ANA, 2009). Outro marcador de dano comumente
utilizado em estudos ecotoxicolégicos € a quantificagdo de proteinas carboniladas
(PCO). A carbonilagao proteica sdo modificagdes oxidativas que ocorrem através da
insercdo de carbonilas nas cadeias de aminoacidos (AKAGAWA, 2021), podendo
ocasionar na perda de funcgao proteica.

Dessa forma, o sistema de defesa antioxidante é dividido em nao-enzimatico
e enzimatico e tem a funcdo de neutralizar a acdo das EROs (BARBOSA et al.,
2010). Os antioxidantes nao-enzimaticos sdo vitaminas, minerais e compostos

fendlicos obtidos principalmente da dieta (BARBOSA et al., 2010), além da
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glutationa reduzida (GSH) presente em maior abundancia no ambiente celular. Ja o
sistema antioxidante enzimatico (figura 1) € composto por enzimas, tais como:
catalase (CAT), (SOD), (GPx),
glutationa s-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glutationa redutase (GR)
(BARBOSA et al., 2010; BOX et al., 2007; DA COSTA; STREIT JR, 2019;
MARIANO; OBA; ASSIS, 2009; MONTEIRO, 2018).

superdxido dismutase glutationa peroxidase

FIGURA 1. SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO E MARCADORES DE DANOS

OXIDATIVOS.
/ 0, Citoplasma \
Radical "o
superoxido  ’
2H €
SOD
Peréxido de GPx
hidrogénio H.0, / 0
H e
H,0 CAT 2GSH GSSG
Radiﬁ(ljlivr_e| ‘OH /j
i
S GST GR
o
Danos oxidativos NADP* NADPH + H™
Glicose-6- 6-Fosfo-

-fosfato

K LPO PCO

G6PDH

-glicono-3-lactona

/

FONTE: Adaptado de Nelson & Cox (2014).

NOTA: Esquema resumido exemplificando o sistema enzimatico de defesa antioxidante e marcadores
de danos oxidativo. As setas indicam o caminho da reagao. Os biomarcadores estdo destacados em
vermelho. SOD: superoxido dismutase, CAT: catalase, GPx: glutationa peroxidase, GR: glutationa
redutase, GST: glutationa S-transferase, G6PDH: glicose 6 fosfato desidrogenase, LPO:
lipoperoxidagao, PCO: proteinas carboniladas, GSH: glutationa reduzida.

A primeira enzima a neutralizar as EROs é a SOD, convertendo o anion
superoxido (O2*-) em peroxido de hidrogénio (H202), que apresenta menor
reatividade quando comparado com anion superéxido, porém, ainda prejudicial as
estruturas celulares (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Posteriormente, as
enzimas CAT e GPx fazem a converséo do peroxido de hidrogénio produzido pela
SOD, com liberagdo de agua e oxigénio como produto final da reagdo (CHANDRA,;
SAMALI; ORRENIUS, 2000; IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Além disso, a GPx
também catalisa hidroperoxidos para proteger, por exemplo, as membranas

celulares (BARLOW-WALDEN et al., 1995; IGHODARO; AKINLOYE, 2018).
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Diante disso, o uso de biomarcadores que avalie os parametros metabdlicos
e do sistema de defesa antioxidante dos peixes frente aos estressores aquaticos sao
importantes (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2016; CAMPOS et al., 2019).
Neste caso, a bacia do rio Iguagu possui a maior extensado dentro do estado do
Parana. Sua nascente se encontra em Curitiba e ao percorrer cerca de 1.060 km,
atravessa 113 municipios do estado do Parana, com desagua no Rio Parana
(DELARIVA, 2002; SEMA, 2014).

O rio Iguagu é considerado Ecorregiao Mundial devido ao grande numero de
endemismo de peixes de agua doce (DELARIVA et al., 2018; MEZZAROBA, 2020).
Ao longo do seu percurso, existem varios tipos de ocupacgdes do solo que incluem
atividades de importancia econdmica, rural, urbana, agropecuaria, Unidade de
Conservagao Foz do Iguacgu, barragens hidrelétricas, bem como o uso do seu curso
para o abastecimento de agua publica (MEZZAROBA, 2020; NIMET et al., 2020;
NIMET; GUIMARAES; DELARIVA, 2017).

Psalidodon bifasciatus (Teleostei: Characidae) € uma espécie de peixe
neotropical, com ampla distribuicdo, desde os Estados Unidos até a Argentina
(BUENO-KRAWCZYK et al., 2015; DA SILVA et al., 2010; DELARIVA et al., 2018),
com ocorréncia registrada em diversas bacias no Brasil (figura 2). Encontrada na
bacia do rio Iguacgu, essa espécie possui ampla capacidade de colonizagao, devido a
alimentagao onivora, oportunismo tréfico e grande potencial reprodutivo (BUENO-
KRAWCZYK et al., 2015; DELARIVA et al., 2018; WACHTEL et al., 2019).
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FIGURA 2. MAPA DE DISTRIBUICAO DE PSALIDODON BIFASCIATUS NO BRASIL
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FONTE: A autora (2022).
NOTA: Mapa de distribuicdo da espécie Psalidodon bifasciatus no Brasil. Pontos vermelhos indicam

locais de ocorréncia da espécie.

De acordo com DE OLIVEIRA et al., (2019), espécimes de P.bifasciatus que
vivem em trechos do rio Iguagu impactados, possuem como estratégia a aceleragao
da maturidade sexual, o que o torna um bom indicador ambiental (NIMET; AMORIM;
DELARIVA, 2018) para o monitoramento destas areas impactadas (FREIRE et al.,
2015).

Assim, caracterizar o efeito do estresse térmico gerado em organismos
aquaticos, principalmente aqueles que s&o oriundos de mudancas climaticas, ajuda
a compreender os aspectos ecoldgicos, fisiolégicos, comportamentais a até mesmo
de extincdo em massa que ocorre em cenarios mais extremos (FREIRE et al., 2015)
(QUADRA et al., 2019).

1.1 OBJETIVOS
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1.1.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do estresse térmico agudo durante 2, 6, 12, 24 e 48 horas
de exposicao no sistema de defesa antioxidantes do encéfalo, musculo e coragao no

peixe de agua doce Psalidodon bifasciatus.

1.1.2 Objetivos especificos

o Avaliar a atividade de enzimas envolvidas na defesa antioxidante: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-s-transferase (GST), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) e niveis de glutationa reduzida (GSH) no musculo, coragéo e
encéfalo de P. bifasciatus submetidos a choque térmico de alta temperatura
(31°C) expostos por 2, 6, 12, 24 e 48 horas.

o Avaliar os niveis dos marcadores de dano oxidativo: peroxidagéo lipidica (LPO)
e proteinas carboniladas (PCO), no musculo, coragcdo e encéfalo de P.
bifasciatus submetidos a choque térmico de alta temperatura (31°C) expostos
por 2,6, 12, 24 e 48 horas.

o Avaliar as diferentes respostas ao estresse oxidativo quando comparado
musculo, coragao e encéfalo de P. bifasciatus submetidos ao estresse térmico

agudo por 2,6, 12, 24 e 48 horas de exposicao.

2 MATERIAL E METODOS

As temperaturas utilizadas, 31°C e 21°C, levaram em consideracdo estudos ja
existentes com Psalidodon bifasciatus (BUENO-KRAWCZYK et al., 2015). Os
tempos de exposicéo 2, 6, 12, 24 e 48 horas, simulam situagdes de estresse térmico
e geram uma mudanc¢a gradual das atividades metabdlicas, que ocorrem a fim de
reestabelecer a homeostase (FORGATI et al, 2017; MORA; MAYA, 2006;
PRZEPIURA et al., 2019; SCHLEGER et al., 2022; SOUZA, et al., 2018).

A licenca ambiental para a coleta de animais foi obtida via Instituto Chico
Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (SISBIO/ICMBio), sob numero 63551-1.

Ja a licenca de experimentacdo animal foi obtida através da Comisséo de Etica no
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Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA-BIO/UFPR), sob numeros 1228 e 1228 C.

2.1 COLETA E ACLIMATACAO DE Psalidodon bifasciatus

Os individuos de P. bifasciatus foram coletados na regido do médio Iguagu
(figura 3), nos municipios de Uniao da Vitéria (26° 14'58.50" S; 51° 6’ 33.07" W) e
Porto Vitoria (26° 10'46.66" S; 51° 10’ 25.09" W), ambos localizados no estado do
Parana. Os mesmos foram coletados com o auxilio de redes de pesca (tecido de
multifilamento, malha de 12 mm entre os nés) e transferidos para o Centro de

Pesquisa e Extensdo em Aquicultura lldo Zago em Uni&o da Vitéria-PR.

FIGURA 3. MAPA DO LOCAL DE COLETA DE P. BIFASCIATUS.
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FONTE: A autora (2022).
NOTA: Mapa mostrando o local de coleta de P. bifasciatus. O local destacado em preto representa o

local do Rio Iguagu onde os individuos de P. bifasciatus foram coletados.

A aclimatacéo dos peixes ocorreu por um periodo de trés dias em tanques de
830L, com temperatura controlada de 21 + 0,5°C, com aeracdo constante e
fotoperiodo de 11 horas luz/13 horas escuro (BUENO-KRAWCZYK et al., 2015;
CHUNG, 2000; LERMEN et al., 2004; PEREIRA-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2017).
Medidas  abidticas como O2 dissolvido (7,5+0.58ppm/mg/L), ambnia
(1,75+0.29ppm/mg/L) e pH (7.53+0.05), nitrato (0,00mg/L), nitrito (0,00mg/L), dureza

(71,6 mg/L de CaCo3) foram controladas rigorosamente.
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Os tanques configuravam sistemas estaticos e foram limpos por succ¢éao diaria,
com aproximadamente 50% da agua renovada (LERMEN et al., 2004) com agua
originaria de nascente prépria em fluxo continuo de vazao de 4L/m. Os peixes foram
alimentados (média: 1% peso corporal) diariamente com ragdo comercial para
peixes, Supra® Aqua Line (tabela 1), com teor de proteina de 42% (CHUNG, 2000;
LERMEN et al., 2004). Para todos os grupos, o primeiro dia de aclimatagao foi o
primeiro dia do fornecimento de alimentos. A alimentacdo foi realizada

simultaneamente nos grupos controle e experimental.

TABELA 1. COMPOSICAO DA RAGAO UTILIZADA PARA A ALIMENTACAO DE P. BIFASCIATUS
DURANTE O BIOENSAIO

Matéria prima Concentracéo (g/kg) Proporgao (%)
Proteina 420 42
Extrato etéreo 80 8
Extrato Fibroso 30 3
Extrato Mineral 140 14

FONTE: Ratko (2022, nao publicado).

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DE CHOQUE TERMICO

Exemplares de P. bifasciatus (n=120 individuos, com comprimento padrao
de 875+0.75cm e peso de 15+450g) apdés aclimatacdo, foram
aleatoriamente selecionados e transferidos diretamente para os aquarios contendo
agua a 31 £ 0.5°C com tempo de exposi¢ao de 2, 6, 12, 24 e 48 horas nessa
condicdo, caracterizando choque térmico de alta temperatura. Para cada situacao
experimental houve um controle, em que os animais foram mantidos a 21 + 0.5°C. O
numero de animais por grupo experimento/controle (n amostral) foi de 12 peixes e a
densidade maxima de peixes por aquario foi de 3,6g/L de agua (CHUNG, 2000;
VIEIRA; CORREIA; MOREIRA, 2013). Os bioensaios foram realizados em duplicata.

A temperatura da agua dos aquarios foi rigorosamente controlada por
termostatos (Aqua One®, VigoAr® e Atman®, com poténcia de 100W). A troca de

agua nos experimentos acima de 24 horas foram idénticas as da aclimatagao.
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Teores de ambnia, oxigénio dissolvido e pH foram mensurados durante os
experimentos e sdo semelhantes aos encontrados durante aclimatagéo. A oferta de
alimento foi idéntica a aclimatagao e a ultima alimentacgao foi fornecida entre 22 e 24
horas antes da eutanasia dos peixes (MADEIRA, et al., 2016; VINAGRE et al.,
2014).

Ao fim de cada experimento os peixes foram anestesiados com benzocaina
1% (p v-1), eutanasiados com seccdo medular e imediatamente dissecados. As
amostras (musculo, encéfalo e coragao) foram conservadas em nitrogénio liquido e
processadas no Laboratorio de Biologia Adaptativa — Departamento de Biologia

Celular— Setor de Ciéncias Biologicas - UFPR.

2.3 METODOS ANALITICOS
2.3.1 Enzimas do sistema de defesa antioxidante

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi avaliada através do meio de
reacdo com tampao Tris-HCI e EDTA, H20 destilada e peréxido de hidrogénio
(H202), onde a enzima é responsavel pela degradacgao do perdxido de hidrogénio, e
dessa forma a reacdo é mensurada através do decréscimo da absorbancia em 240
nm em espectrofotdmetro (AEBI, 1984).

A superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) teve sua atividade determinada
pela reagao com tampéao carbonato de sddio mais cloreto de hidroxilamina e solugao
de cloreto de tetrazolio-nitroazul (NBT) foi mensurada através da inibigao da reducgao
de NBT para azul de formazan, e a leitura foi realizada através da absorbancia a 560
nm (CROUCH et al., 1981).

A atividade da glutationa S - transferase (GST, EC 2.5.1.18) foi mensurada
com base em sistema de reagao contendo tampao de fosfato de potassio, glutationa
reduzida (GSH) e acido 5'5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoéico) (CDNB), onde a GST
catalisou a reagdo do CDNB com a GSH formando um tioéter, € o mesmo foi
mensurado através do aumento da absorbancia a 340 nm em espectrofotdmetro
(KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976).

A glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) teve sua atividade avaliada
através da reducado de acidos graxos em sistema de reagdo de fosfato de sddio
acrescentado de azida sodica, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH), glutationa reduzida (GSH) e glutationa redutase (GR), promovendo a
reducao da glutationa oxidada (GSSG) que é catalisada pela GR na presenca de
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NDPH e teve sua atividade mensurada através do decréscimo da absorbancia a 340
nm em espectrofotometro (WENDEL, 1981).

A atividade enzimatica da glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7) foi
mensurada através da oxidacdo de NADPH para formacgao de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP) onde a atividade é avaliada com o decréscimo da
absorbancia a 340 nm em espectrofotometro (CALBERG; MANNERVIK, 1985).

A atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) foi
mensurada através da reducdo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidada (NADP+) em NADPH enquanto oxida glicose-6-fosfato, dessa forma
observamos o aumento da absorbancia a 340 nm em espectrofotbmetro
(CIARDIELLO; CAMARDELLA;PRISCO, 1995).

2.3.2 Danos celulares e niveis de glutationa reduzida

A lipoperoxidacdo (LPO) foi mensurada através da quantificagcdo de
malondialdeido (MDA) presente na amostra, onde o mesmo reage com o acido
tiobarbiturico (TBARS) gerando uma coloracdo avermelhada que foi lida em
absorbancia de 535 nm em espectrofotdmetro (FEDERICI; SHAW; HANDY, 2007).

A carbonilacédo proteica (PCO) foi mensurada através da reagédo do 2,4-
Dinitrofenil-hidrazina (DNPH) com as proteinas carboniladas presentes na amostra,
formando dinitrofenil hidrazonas que foram detectadas através da leituraem 360 nm
em espectrofotdmetro (LEVINE et al., 1994).

A concentragao de glutationa (GSH) foi mensurada através reacao de DTNB
com os tidis ndo proteicos presentes na amostra apds a precipitacdo de proteinas, e
o produto desta reagdo foi detectado através da leitura em 415 nm em
espectrofotdmetro (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

2.4 ANALISES ESTATISTICAS E REPRESENTACAO GRAFICA

Os dados obtidos foram transformados através da fung¢ao box-cox (BOX, G
E P; COX, 1964) utilizando o pacote MASS (RIPLEY et al., 2021) no software R (R
TEAM, 2022).

Buscando comparar a interagdo entre as variaveis independentes de tempo
(2, 6, 12, 24 e 48 horas) e tratamento (21°C e 31°C) foi realizado uma analise de

covariancia (ANOVA) bi-fatorial para cada biomarcador. Para os biomarcadores que
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mostraram interagao significativa entre as variaveis independentes foi realizado teste
a posteriori através do método Tukey disponivel no pacote emmeans (LENTH et al.,
2021). Os graficos foram gerados através do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2021) e os
valores foram representados como a média e o erro padrao da média. Por fim, foi
utilizado uma analise multivariada, principal componentes analysis (PCA) para
avaliar quais biomarcadores foram melhores descritores dentre os trés orgaos
analisados. Para realizar a PCA utilizamos os pacotes factoextra (KASSAMBARA,;
MUNDT, 2020) e FactoMineR (LE; JOSSE; HUSSON, 2008).

Para avaliar a capacidade de aclimatacdo de P. bifasciatus foi utilizado o
indice integrado de respostas de biomarcadores (IBR) (CAMPOS et al., 2019). Para
avaliar a capacidade de resposta de cada 6rgado analisado foram utilizados os
biomarcadores SOD, CAT, GST, GPx, GR, GSH, G6PDH, LPO e PCO. Os calculos
foram realizados no software R através do pacote ggradar (BION, 2022).

Foi aplicada uma analise de correlacdo para averiguar se os niveis dos
marcadores de danos (LPO e PCO) foi acompanhada pela atividade enzimatica dos
biomarcadores (SOD, CAT, GST, GPx, GR, GSH E G6PDH). Os dados néo
seguiram o pressuposto de normalidade bivariada dos dados, desse modo, a analise
de correlagao aplicada foi a de Spearman com nivel de significancia menorque 0,05
(MADEIRA et al., 2013).

3 RESULTADOS

Cincoindividuos morreram durante o experimento, todos quando submetidos
ao choque térmico de 31°C. Sendo que, trés mortes ocorreram em 2h, uma em 6h e
uma em 12h de exposicéo. Isto pode estar associado a condicao fisica dos animais,
umas vez que, todas ocorreram dentro das primeiras 24 horas de exposi¢ao.

Os resultados obtidos estdo apresentados por 6rgdo para as enzimas do
sistema de defesa antioxidante, concentracdo de GSH e marcadores de danos
oxidativos. Os resultados discutidos neste trabalho sao preferencialmente sobre a

interacao das duas variaveis independentes (tempo e temperatura) (tabela 1).
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Porém houve variacdo entre os tempos de exposicdo na atividade

enzimatica, marcadores de danos e niveis de GSH do encéfalo, coragdo e musculo

de P. bifasciatus. Estas variagbes ndo estao descritas nos resultados, porém, podem

ser observadas de acordo com as figuras4 a 9 e tabela 2, apresentadas no texto.

TABELA 3. VALORES DA ANOVA DAS VARIAGCOES ENTRE OS TEMPOS DE EXPOSICAO NO SISTEMA DE DEFESA

ANTIOXIDANTE DO ENCEFALO, MUSCULO E CORAGAO DE PSALIDODON BIFASCIATUS

Orgso T (2C) 2h 6h 12 24h 48h
B 21°C 3,5+£0,59 4,97 £0,59 4,13 £0,53 5,66 £0,59 5,07 +0,53
SOoD Coragdo 31°C 4,63 +0,62% 3,44 +0,62° 4,83 +0,53% 6,47 £0,56° 5,98 +0,51°
Misculo 21°C 2,4+0,332 3,73 +0,32b 3,39 +0,32% 3,26 +0,37% 3,35+0,33%
31°C 2,45+0,43 3,00 £0,40 3,70£0,33 3,33+0,32 3,15+0,32
) 21°C 9.16 £1,32 8,53+1,38 8,33+1,45 9,41 +1,65 5,56 +£1,38
Encefalo 31¢eC 9,97 £1,95 10,67+1,32 9,56 +1,38 10,13+1,38 7,61+1,45
Coracio 21°C 1,65 +0,006%° 1,62 £0,006°¢ 1,66 +0,0052 1,63 £0,0062 1,66 +0,0062
CAT 31¢C 1,65 +0,006%° 1,62 +0,006° 1,65 +0,006° 1,63 +0,006% 1,65 + 0,005
Miiscula 21°C 3,53 £0,05% 3,42 £0,04° 3,59 £ 0,042 3,59 +0,04% 3,61+0,04°
31¢C 3,49 +£0,05 3,45 +0,05 3,50+0,04 3,61+0,04 3,56 £0,04
Encéfalo 21°C 6,04 £0,17 5,96 £0,16 6,26 +0,16 5,98 £0,18 5,94 +0,18
31¢C 5,63 +0,2° 6,13 +0,172b 6,82 +0,18bc 6,28 +0,182b 7,12 £0,18¢
B 21°C 3,11 £0,06% 2,95 +0,06° 3,25 +0,05° 2,94 +0,06° 3,04 +£0,05%
Coragdo 31°C 3,35 +0,06° 2,94 +0,06° 3,14 +0,06%b¢ 3,26 £ 0,06 3,07 £0,05%¢
GPx Mtsculo 21°C 1,67 £0,006 1,67 +£0,005 1,67 £0,005 1,67 £0,006 1,66 +0,006
31°C 1,66 +0,0072° 1,65 £0,0072% 1,67 £0,0062 1,66 +0,005% 1,64 0,006
Encéfalo 21°C 1,39 +0,002° 1,39 +0,002° 1,39 +£0,002° 1,39 +0,002° 1,40 +£0,002°
31¢eC 1,39 +£ 0,002 1,39 +0,002% 1,39 +£0,002° 1,40 +0,002b¢ 1,40 +£0,002¢
. 21°C 4,3+0,12° 3,55+0,13b 4,39 +0,10° 4,07 £0,122 4,030,112
Coragdo 31¢eC 4,40 +0,13° 3,35+0,12° 4,24 +0,112 4,03 +0,11° 4,11 +0,10°
GST . 21°C 4,51 +0,08% 4,46 £0,072 4,75 £0,07° 4,58 +0,08% 4,44 +0,072
Musculo 319C 4,47 +0,08 4,48 +0,08 4,68 +0,07 4,47 +0,07 4,48 +0,08
Encéfalo 21°C 3,45+0,03 3,50+0,03 3,53+0,03 3,45 0,04 3,43+0,03
31°C 3,43 £0,04% 3,46 £0,03° 3,45 +0,03° 3,41 £0,03% 3,31+0,03b
. 21°C 1,72 +£0,002° 1,70 +0,003b¢ 1,71 £ 0,002 1,70 +£0,002¢ 1,70 +0,002b¢
Coragdo 31°C 1,71 +£0,0022 1,70 £0,002° 1,71 £0,0023%¢ 1,70 £ 0,002b¢ 1,71 £0,002%
G6PDH Muisculo 21°C 147+ 10,03 164 + 8,19 152+ 8,55 141+ 8,97 156+ 9,46
31°C 144+ 10,03 134+ 10,03 149+ 8,55 122+ 8,55 130+ 8,97
Encéfalo 21°C 0,58 +5,16-062 0,58 +4,94-062° 0,58 +4,94-06% 0,58 +5,41-06® 0,58 +5,41-06%
31¢eC 0,58 +6,05-062 0,58 +5,16-062° 0,58 +5,41-06" 0,58 +5,41-06® 0,58 +5,41-06%
21°C 22,1+1,27° 16 +1,27° 27,7 £1,15¢ 24,3 +1,27°¢ 26,3 £1,15%¢
GR Coragao
31¢eC 23,6 £1,27° 14,9 +1,21b 29,6 £1,15¢ 27,1 +£1,27°%¢ 26,4 £1,15%¢
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Mtsculo 21°C 8,87 +0,12° 8,98 +0,11° 9,32 +0,12% 9,62 0,13 9,65+0,11°
31¢eC 8,91+0,132 8,91+0,132 9,91+0,12° 9,30 +0,112¢ 9,52 +0,12b¢
) 21°C 2,55+0,01° 2,56 +0,01° 2,60+0,01° 2,58 £0,01%b 2,61+0,01°
Encéfalo 31¢eC 2,59 +0,01% 2,57 £0,012 2,59 +0,01% 2,60 £0,01% 2,61+0,01°
Coragio 21¢°C 1,7+0,12% 2,13+0,152 1,61 +0,10° 1,88 +0,12% 1,43 £0,12°
31eC 1,48 £0,122 2,27 £0,15° 1,54+0,122 1,55+0,122 1,59+0,11°
GSH Muisculo 21°C 1,48+0,41 1,35+0,39 1,69+0,41 2,08+0,43 1,57 +0,39
31eC 0,63 +0,49° 1,89 £0,52% 1,510,412 1,73 £0,39% 2,94 £0,39b
., 21°C 2,07 £0,22 2,0+£0,23 1,98 +0,22 2,38+0,23 1,85+0,24
Encéfalo 31°C 2,41+0,27 1,61+0,23 1,89+0,23 2,16 £0,23 1,54+0,24
Coracso 21°C 1,12 £0,17% 1,37 £0,25° 0,51+0,16° 1,22 £0,22% 0,63+0,18%
31¢eC 0,95 +0,19% 0,78 £0,25% 0,98 £0,15% 0,52 +£0,19° 1,32 +0,15
LPO Mtsculo 21°C 0,64 +0,11° 0,88 £0,10% 1,05 £0,10b° 0,97 £0,113¢ 1,31 +0,10°¢
31¢eC 0,97 +£0,12° 1,02 £0,12% 0,65 +0,10° 1,46 +0,11° 0,88 +0,11°
) 21°C 1,07 £0,182 0,14 0,17 0,21+0,17° 0,16 £0,18" 0,97 +0,21¢
Encéfalo 31eC 0,67 +£0,22 0,38+0,17 0,13+0,18 0,31+0,21 0,16 +0,19
. 21°C 1,04+0,14 1,14+0,15 0,81+0,14 0,93 +0,17 0,44 £0,27
Coragao 31eC 0,89+0,14 0,88 +0,15 0,46 +0,14 0,80+0,17 0,55+0,13
@ Misculo 21°C 1,73 +0,11°2 1,32 +0,10% 1,49 +0,10° 1,33 +0,11% 1,02 £0,11°
31eC 1,62 +0,12 1,31+0,12 1,31+0,10 1,25+0,10 1,24+0,11
. 21°C 1,83 +0,21°2 1,20 +0,18% 0,91+1,19° 1,16 +0,20% 1,58 +0,20%
Encéfalo 31¢eC 1,58 +£0,22 1,84 +0,21 1,49+0,20 1,07 £0,20 1,77 £0,20

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase

(GR), glutationa S-transferase (GST), glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), glutationa reduzida (GSH),

lipoperoxidagdo (LPO) e proteinas carboniladas (PCO). Letras representam variagdes ao longo do tempo.

Os valores sdo apresentados como média e erro padrao da média. As letras indicam a variagdo entre os

tempos de exposicéao.

3.1. EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA (31°C) NO
ENCEFALODE P. BIFASCIATUS
3.1.1 Enzimas do sistema de defesa antioxidante no encéfalo de P. bifasciatus

No encéfalo de P. bifasciatus a atividade da CAT (figura 4-B) variou em 12 e
48 horas entre os grupos controle (21°C) e experimental (31°C) (p = 0,00079).
Ambos os tempos de exposicado apresentaram maior atividade da CAT em 21°C.

As atividades das enzimas SOD (figura 4-A), GPx (figura 4-C), GR (figura 4-
D), GST (figura 4-E) e G6PDH (figura 4-F) no encéfalo de P. bifasciatus nao

apresentaram diferenca entre as variaveis tempo e tratamento.
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3.1.2 Marcadores de danos e concentracdo de GSH no encéfalo de P.
bifasciatus
No encéfalo de P. bifasciatus os niveis de LPO (figura 5-B) apresentaram
diferenca na interagao entre as variaveis tempo e temperatura (p = 0.0081)em 6 e
48 horas de exposicdo. Em ambos os tempos de exposi¢ao a concentragao de LPO
foi maior em 31°C.
Os niveis de GSH (figura 5-A) e de PCO (figura 5-C) ndo apresentaram

variagao significativa na interagédo entre as variaveis tempo e temperatura.
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3.2 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA (31°C) NO
MUSCULO DE P. bifasciatus

3.2.1 Enzimas do sistema de defesa antioxidante no musculo de P. bifasciatus

No musculo de P. bifasciatus a atividade da GR (figura 6-D) variou (p =
0.0031) em 12 horas de exposigao, sendo que, em 21°C a atividade foi maior do que
em 31°C.

As atividades das enzimas SOD (figura 6-A), CAT (figura 6-B), GPx (figura 6-
C), GST (figura6-E), e a G6PDH (figura 6-F) n&o apresentaram variagao significativa
na interagdo entre tempo e temperatura, entre os grupos controles (21°C) e
experimentais (31°C).
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3.4.2 Marcadores de danos e concentragcdo de GSH no musculo de P.
bifasciatus

As concentragdes da LPO (figura 7-B) variou na interagdo entre tempo e
temperatura (p = 0,000013). Essa variagdo ocorreu em 2, 12, 24 e 48 horas de
exposicdo. Em 12 e 48 horas os niveis de LPO foram maiores em 31°C eem 2 e 24

horas os niveis de LPO foram maiores em 21°C.

As concentragdes de GSH (figura7-A) e PCO (figura 7-D) n&do apresentaram
variacao nainteracao entre tempo e temperatura.
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3.3.EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA (31°C) NO
CORACAODE P. bifasciatus
3.4.2 Enzimas do sistema de defesa antioxidante no coragcdao de P.

bifasciatus

No coracdo de P. bifasciatus a atividade da GPx (figura 8-C) variou na
interacao entre tempo e temperatura em 2 e 24 horas (p = 0.0015), e em ambos os
tempos de exposicao a atividade foi maior em 21°C quando comparado com 31°C.

As enzimas SOD (figura 8-A), CAT (figura 8-B), GR (figura 8-D), GST (figura
8-E) e G6PDH (figura 8-F) ndo apresentaram variagcdo na interagdo tempo e

temperatura sob nenhum periodo de exposigéo.
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3.4.3 Marcadores de dano celular e niveis de GSH no coragao de P.

bifasciatus

No coragdo de P. bifasciatus as concentragdes de LPO (figura 9-B)
apresentou variagdo na interagcao tempo e temperatura (p = 0.0084) em 48 horas.
Em 21°C a concentracdo de LPO foi maior quando comparado a 31°C. A
concentracdo de PCO (figura 9-C) variou na interagdo tempo e temperatura (p=
0.029) em 48 horas, e apresentou maiores niveis em 31°C quando comparado com
21°C.

As concentragbes de GSH (figura 9-A) e PCO (figura 9-C) nao apresentaram

variagao nainteracao entre tempo e temperatura.
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3.4.CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA EM P. bifasciatus:

VARIACAO ENTRE ORGAOS
3.4.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

Os biomarcadores do encéfalo, musculo e coracdo de P. bifasciatus
submetidos ao choque térmico de 31°C foi sumarizado em 50,51% na PCA. A
variagcao dos dados foi explicada no primeiro eixo com 34,54% e no segundo eixo
com 15,97%. A distribuicdo dos dados do encéfalo associou-se aos biomarcadores
SOD, CAT, G6PDH, CAT e GST, enquanto a distribuicdo do coracao foi associada a
GSH, GPx, GR e PCO. Para o musculo, a distribuicdo dos dados nao apresentou

uma relacgao direta com os biomarcadores, com exce¢ao da PCO.
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3.4.2 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE BIOMARCADORES DE DANOS
E O SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE EM P. bifasciatus.

Na correlacdo de spearman, foi avaliado a correlacdo dos marcadores de
danos oxidativos com os biomarcadores do sistema de defesa antioxidante. Dessa
forma, foi observado que a PCO se correlacionou positivamente com a atividade da
CAT e GR e os niveis de GSH no coragao; GR no musculo e GST e SOD no
encéfalo. Da mesma forma, a LPO correlacionou apenas com G6PDH, SOD e GR

no encéfalo (figura 11).
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34.3 RESPOSTA DOS BIOMARCADORES INTEGRADOS (IBR) DO
ENCEFALO, CORACAO E MUSCULO DE P. bifasciatus

Ao combinar os diferentes marcadores relacionados ao sistema de defesa
antioxidante dos trés o6rgaos, verificou-se que o encéfalo apresentou uma maior
resposta ao estresse térmico de 31°C, com valor médio de IBR em 5,84 seguido do
coragao com o valor de IBR em 5,22. Porém, o musculo de P. bifasciatus nao
apresentou uma resposta ao estresse térmico, obtendo o valor médio de IBR minimo
(figura 12).

FIGURA 12 VALORES DE IBR DOS BIOMARCADORES DO SISTEMA DE DEFESA
ANTIOXIDANTE NO ENCEFALO, MUSCULO E CORAGAO DE DE P. BIFASCIATUS

CAT
25

PCO

LPO GPx

GSH

SOD

—&— Coracgéo (IBR: 5,22) —@— Encéfalo (IBR: 5,84) —@— Musculo (IBR: 0)

FONTE: A autora (2022).

NOTA: Valores do Indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) comparando o valor de
resposta de cada 6rgéo analisado (encéfalo, coragdo e musculo) apds exposi¢do ao choque térmico
de alta temperatura (31°C). Superoxido dismutase (SOD); Catalase (CAT); Glutationa peroxidase
(GPx); Glutationa redutase (GR); Glutationa s-transferase (GST); Glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH); Glutationa reduzida (GSH); Lipoperoxidagao (LPO) e Proteinas carboniladas (PCO).
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4 DISCUSSAO

Os efeitos do choque térmico de alta temperatura (31°C) no sistema de defesa
antioxidante do encéfalo, musculo e coracdo de P. bifasciatus foram analisados
durante 2, 6, 12, 24 e 48 horas de exposicdo. Para avaliar esses efeitos foi
mensurado a atividade de enzimas biomarcadoras de estresse oxidativo (SOD, CAT,
GPx, GR, GST e G6PDH), concentragcdo de glutationa reduzida (GSH) e danos
celular(PCO e LPO).

Os resultados apresentaram diferencas na interacao entre as variaveis, tempo e
temperatura, isto é, grupo controle (21°C) e grupo experimental (31°C) nos trés
tecidos analisados. As variagbes que ocorreram entre os tempos de exposicao,
podem estar associadas a variabilidade dos individuos (RESENDE et al., 2022;
SCHLEGER et al.,, 2022), devido a isto, cada tempo de exposicdo teve seu
respectivo controle, buscando amenizar os ruidos nos experimentos.

A percentagem de mortalidade foi de 4,17% (5 individuos) no decorrer do
experimento. Essa taxa de mortalidade esta de acordo com o esperado para
condigdes experimentais (<10%) (ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2015) e

podem estar associado a coleta e transporte dos individuos.

4.1 ENZIMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES E MARCADORES DE DANOCS E
CONCENTRAGAO DE GSH NO ENCEFALO DE P. bifasciatus

O encéfalo € o 6rgao responsavel por iniciar a ativacdo dos mecanismos
fisiolégicos envolvidos na percepgado dos estressores, uma vez que, estes sao
percebidos pelo sistema nervoso central (PRZEPIURA et al., 2019a) e
posteriormente ocorre a ativagdo dos mecanismos celulares de resposta ao
estresse. Essa caracteristica juntamente com o aumento da temperatura faz com
que este tecido apresente alta demanda metabdlica devido aos principios
termodinamicos ja conhecidos (BREER; RAHMANN, 1974; PRZEPIURA et al.,
2019a; TSENG et al., 2011). Dessa forma, o consumo de oxigénio é aumentado
ocasionando maior produgcdo de EROs (LUSHCHAK, 2011; PRZEPIURA et al.,
2019a).

No encéfalo de P. bifasciatus a atividade da CAT reduziu em 12 e 48 horas de

exposicao a 31°C, e essa reducao de atividade frente ao estresse térmico também
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foi registrada por outros autores (KONO; FRIDOVICH, 1982; WILHELM, 1996; ATLI
et al. 2006; MADEIRA et al. 2016). Apesar da CAT ser considerada uma enzima da
primeira linha de defesa contra EROs, neutralizando O2~ em H202 que é menos
nocivo a célula, a CAT ¢é considerada uma enzima sensivel quando ha
superproducao de EROs, dessa forma alguns autores sugerem que a supressao da
CAT pode estar associada ao aumento de EROs no ambiente celular (AHMAD et al.,
2009; MARIA et al., 2009; MIEIRO et al., 2011). Padrées de diminuigcdo da atividade
da CAT também foram encontrados por Bagnyukova et al., (2005a) no encéfalo de
Carassius auratus expostos a contaminantes ambientais. Os mesmos sugerem que
a deplecao da CAT leva ao estresse oxidativo, aumentando os niveis de MDA
indicando lipoperoxidagdo no tecido encefalico, assim como encontrado neste
experimento. Outro cenario possivel para a diminuigdo da atividade da CAT ¢é a
inativagdo térmica. KAZMI et al., (2022) defendem que a taxa de reagdo das
enzimas é dependente da temperatura, sendo que, em temperaturas baixas a taxa
de reacdo sobe conforme a temperatura aumenta, porém, apos chegar ao estado
“6timo” o aumento da temperatura faz com que as taxas de reagdao decaiam
rapidamente. Dessa forma, a sensibilidade térmica varia de acordo com as
especificidades de cada organismo analisado. Nesse caso, 31°C poderia ser
considerado acima da temperatura 6tima para P. bifasciatus e causando ainativagcéo
da CAT.

Um nivel basal de EROs €& essencial para manutengdo do funcionamento
normal dos tecidos, uma vez que, EROs agem também como moléculas
sinalizadoras importantes na sinalizagdo redox (AA, 1995; BAGNYUKOVA et al.,
2005). O enceéfalo possui alto teor de lipidios (JIANG et al., 2014), dessa forma, a
oxidacao dos lipidios pode ser considerada uma excelente ferramenta para
averiguar se o organismo esta exposto a condicdo de estresse oxidativo
(CALABRESE; BATES; GIUFFRIDA STELLA, 2000; KUBRAK et al., 2011;
MARTTILA; RIIYTT; LORENTZ, 1988). Aqui foram verificados indicios de estresse
oxidativo causado pela alta temperatura, e esse estresse € indicado pela alteragao
nos niveis de LPO em 6 e 48 horas, onde o grupo experimental (31°C) apresentou
maior concentragao de lipidios peroxidados em ambos tempos de exposi¢ao. Dessa
forma o que parece estar acontecendo € que a alta temperatura acarretou na
inativacdo da CAT, diminuindo a eficacia de neutralizacdo de EROs e ocasionando

danos nas cadeias lipidicas.
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Além disso, Madeira, et al., (2016) em seu trabalho com Amphiprion ocellaris
relatou a diminuicdo da atividade da CAT apos 7 dias de exposicédo dos peixes a alta
temperatura (32°C). Os autores relacionam esse resultado com a capacidade de
aclimatacdo dos peixes apos um evento de estresse, aumentando a atividade
antioxidante para ajustar seu metabolismo a homeostase e posteriormente
diminuindo para atividades semelhantes ou menores que os niveis dos grupos
controles. Outro cenario possivel para a diminui¢ao da atividade da CAT é a acao de
outros antioxidantes do sistema de defesa. Essa ideia é abordada por Bagnyukova,
et al., (2005b) estudando C. auratus. Dessa forma, a primeira opgao para compensar
a diminuicdo na atividade da CAT seria o0 aumento da atividade da GPx, que
também ¢é responsavel por neutralizar H202 (MIEIRO et al.,, 2011). Porém, os
resultados deste estudo ndo indicam essa compensagao, uma vez que a atividade
da GPx permaneceu constante durante todo o bioensaio.

Assim como a GPx, os biomarcadores dependentes de glutationa (GR, GST,
G6PDH) bem como a SOD nao apresentaram alteragcdo no encéfalo de P.
bifasciatus. WU et al., (2015) sugeriram que o encéfalo possui menor suscetibilidade
a apoptose celular e um sistema antioxidante capaz de lidar com alteracbes da

temperatura por curtos periodos de tempo.

4.2 ENZIMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES E MARCADORES DE DANOCS E
CONCENTRAGCAO DE GSH NO CORAGAO DE P. bifasciatus

Estudos indicam que, em peixes, o coragdo € o 6rgdo mais sensivel ao
aumento da temperatura do meio e isso estaria associado com a diminuigdo da
disponibilidade de oxigénio na corrente sanguinea, levando a alteragcdo no
desempenho cardiaco e menor oxigenagao de outros tecidos (IFTIKAR; HICKEY,
2013; PORTNER; KNUST, 2007; SOUZA, et al., 2018).

Neste trabalho houve reducado na atividade da GPx em 2 e 24 horas e dos
niveis de LPO em 48 horas de exposicao ao choque térmico. BAGNYUKOVA,;
CHAHRAK; LUSHCHAK, (2006) também encontraram diminuicdo nos niveis de
peroxidacao lipidica quando avaliaram o figado de Carassius auratus onde os
autores defendem que o aumento da atividade da catalase degradando LOOH

diminuiu o substrato para a reag¢ao de Fenton, acarretando nareducao dos niveis de
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peroxidacado lipidica. Porém, para esse processo estar ocorrendo as enzimas
responsaveis pelo processo detox de H202 (CAT e GPx) deveriam apresentar
atividade aumentada. No caso da GPx, a diminuigdo em sua atividade, pode estar
possivelmente relacionada ao processo de sintese das diferentes isoformas. Em
peixes, pelo menos 3 isoformas foram identificadas, sendo elas: GPx1 (classica ou
citosdlica), GPx3 (pGPx ou plasmatica) e GPx4 (phGPx ou hidroperoxido
fosfolipidico), e a analise utilizada neste trabalho, é sensivel a estas 3 isoformas.
Todas essas isoformas sdo dependentes de um residuo de seleniocisteina (SeCys)
e sua incorporagdo na proteina € mediado pelo tRNA SeCys (HERBETTE;
ROECKEL-DREVET; DREVET, 2007). Desse modo, qualquer alteragdo ou dano no
sistema de transcricdo do tRNA SeCys, ou na incorporagédo de SeCys as enzimas,
acarretaria em uma diminui¢ao das isoformas de GPx, o que poderia explicar nossos
resultados que demonstram uma reducao da atividade da GPx.

A reducgao dos niveis da LPO também pode estar relacionada as diferentes
isoformas da GPx. Levando em consideracao que a isoforma phGPx além de reduzir
H202 também reage com acidos graxos peroxidados e lipoproteinas (HERMES-
LIMA, 2004), a phGPx poderia estar neutralizando os produtos da peroxidagéo
lipidica, fazendo com que os niveis de produtos finais da peroxidacao lipidica nas
amostras experimentais ficassem menores quando comparados com o0s niveis das
amostras controle. Assim como a GPx, as peroxirredoxinas (Prx) também fazem a
neutralizagdo de hidroperoxidos, e estdo presentes em abundancia no ambiente
celular (DE OLIVEIRA, et al., 2021). Essas Prxs poderiam estar neutralizando os
produtos da peroxidacao lipidica, fazendo com os niveis de LPO ficassem menores
quando comparados com o grupo controle. Isso explicaria também o porque a GPx
ndo aumentou sua atividade com o estresse térmico, uma vez que, as Prxs podem
ser mais sensiveis na neutralizacdo de EROs no tecido cardiaco, porém, nao
podemos afirmar tal cenario uma vez que nao foi analisado a atividade da Prx neste
estudo.

Outro ponto, € que os niveis de PCO aumentaram em 48 horas a 31°C. Isso
indica que esta ocorrendo a carbonilagao de proteinas e, dessa forma, pode ocorrer
a alteracdo na transcricao de tRNA ou a inativagcdo das enzimas protetoras,
causando a condigdo de estresse oxidativo. LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, (2006)
também relacionam o aumento dos niveis de proteinas carboniladas com a

inativagao de enzimas do sistema antioxidante em C. auratus. Os autores defendem
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que as EROs tém a capacidade de interagir diretamente com as proteinas e
acarretar na perda de funcdo das mesmas. Dessa forma, isso explicaria a nao
ativagao das enzimas antioxidantes no coragao de P. bifasciatus. Os niveis de PCO
aumentaram apenas no coragao, e esses dados vao de acordo com que o0 coragao
dos ectotérmicos tende a apresentar maior suscetibilidade frente ao aumento da
temperatura (IFTIKAR; HICKEY, 2013), mesmo poucos graus acima da temperatura
maxima do ambiente. Outra explicagdo para essa sensibilidade do tecido cardiaco é
que alta temperatura afeta a sinalizacao celular e pode comprometer o marcapasso
cardiaco (HARPER; NEWTON; WATT, 1995; IFTIKAR; HICKEY, 2013), podendo

afetar a oxigenacgao dos tecidos.

4.3 ENZIMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES E MARCADORES DE DANCS E
CONCENTRAGCAO DE GSH NO MUSCULO DE P. bifasciatus

Nos peixes 0 musculo esquelético apresenta diversas fungodes, dentre elas,
locomogao e reserva de energia. Além disso, estudos indicam que o musculo exerce
forte efeito na performance natatéria e como reserva de energia dos peixes (EDDY;
HANDY, 2012). A LPO € umdos marcadores mais utilizados em peixes para verificar
a existéncia de danos oxidativos frente a estressores, e isso esta relacionado, entre
outros fatores, as quantidades de acidos graxos poli-insaturados existentes nos
peixes (KUBRAK et al., 2011).

Os niveis de LPO em 2, 12, 24 e 48 horas de exposi¢cao foram alterados,
sendo que, em 12 e 48 horas houve aumento e em 2 e 24 horas diminuigdo nos
niveis de LPO quando comparado com seus respectivos controles. Isso indica que
houve aumento na producdo de EROs nas células musculares. Mesmo com o
possivel aumento de EROs em 31°C, a atividade de enzimas importantes para a
defesa antioxidante da célula ndo aumentou a atividade. Mesmo a GR, enzima
essencial no ciclo da glutationa, o principal antioxidante nao enzimatico, que reduz
GSSG a GSH utilizando como substrato o NADPH* (SRIKANTH et al., 2013),
somente apresentou diminuicdo em 12 horas de exposigao.

A reducao da atividade da GR em 12 horas ocorreu concomitantemente com
os maiores niveis de LPO em 31°C no mesmo tempo de exposi¢ao. Dessa forma, o
qgue pode estar ocorrendo € a inativagao do sistema de defesa antioxidante. Essa

inativagdo é bem documentada para a enzima CAT (ATLI et al., 2006;
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BAGNYUKOVA et al.,, 2007; KONO; FRIDOVICH, 1982; MADEIRA, et al., 2016),
porém alguns estudos, relatam que as moléculas oxidantes também tém potencial
de inativar as enzimas responsaveis por sua degradacao (BAGNYUKOVA,;
CHAHRAK; LUSHCHAK, 2006; MODESTO; MARTINEZ, 2010). Dessa forma esse
processo também pode estar ocorrendo com a GR no musculo de P. bifasciatus
acarretando em maior disponibilidade de perdxido de hidrogénio no interiorcelular e
maior quantidade de substrato para a peroxidacgao lipidica.

Mesmo na auséncia de alteracbes nos niveis de enzimas antioxidantes
importante para a célula, o que parece estar acontecendo é que P. bifasciatus
conseguiu neutralizaras EROS durante as primeiras horas de exposi¢ao ao choque
térmico de 31°C, o que é corroborado pela nao ativagdo do sistema de defesa
antioxidante e pela manutengao dos niveis basais de marcadores de danos e GSH.
Ja em 12 horas de exposicao, o sistema de defesa antioxidante mostra indicios de
que o aumento de EROs esta inativando enzimas e causando danos, o que é
demonstrado com a reducdo da GR. Isso pode acarretar em uma falha na
manutencdo do estado redox celular (MONTEIRO; RANTIN; KALININ, 2010) e
consequentemente dano oxidativos, corroborado pelo aumento nos niveis de LPO
no mesmo tempo de exposi¢cao. Seguido de reestabelecimento do sistema de defesa
antioxidante e reducdo nos niveis de LPO em 24 horas, voltando novamente a
condicao de estresse em 48 horas de exposi¢ao, como é indicado pelos niveis de
LPO aumentados.

No musculo de P. bifasciatus também foi verificado que nao houve alteracéo
nas demais enzimas antioxidantes analisadas em 31°C. Isso é demonstrado pela
ndo modulacédo dos biomarcadores SOD, CAT, GPx, G6PDH, GSH e PCO frente ao
choque térmico. Esses resultados podem ser explicados pela plasticidade que o
musculo esquelético apresenta, uma vez que, € a principal reserva de energia nos
peixes, além disso, estima-se que cerca de 75% do tecido muscular é composto de
fibras anaerdobicas (LERMEN et al., 2004), apresentando maior plasticidade por
apresentar menor respiragao aerobica (MADEIRA et al., 2016; CAMPOS et al.,
2018).

4.4 CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA EM P. bifasciatus: VARIAGAO
ENTRE ORGAOS
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Os diferentes padrbes de respostas apresentada pelos organismos frente a
um estressor indicam que a ativacdo dos biomarcadores de defesa antioxidante é
especifica para cada espécie, bem como, tecido analisado e magnitude do estressor
(KUBRAK, et al., 2011; MADEIRA, D. et al., 2013; MADEIRA; VINAGRE; DINIZ,
2016).

A maior ativagao do sistema de defesa antioxidante frente ao choque térmico
em P. bifasciatus foi no encéfalo, seguido por coragdo e musculo. Esses resultados
podem ser verificados através da Resposta dos Biomarcadores Integrados (IBR),
onde o encéfalo foi o que apresentou maior mobilizagdo no sistema de defesa
antioxidante com valor de IBR de 5.84. Essa resposta pode estar relacionada as
caracteristicas especificas do érgdo. Um estudo realizado em C.auratus comparando
cérebro, figado e rim expostos ao cobalto (KUBRAK. et al., 2011), também
evidenciou maior alteragdo nos biomarcadores do encéfalo, considerando o 6rgéao
mais impactado frente a condicdo de estresse oxidativo, quando comparado com
figado e rim. Levando em consideragdo que o enceéfalo possui altos teores de
lipidios e alto consumo de oxigénio (CALABRESE; BATES; GIUFFRIDA STELLA,
2000; KUBRAK, et al., 2011; MARTTILA; RIIYTT; LORENTZ, 1988) é de se esperar
que este 6rgao esteja mais propenso a sofrer impactos frente ao aumento da
concentracdo de EROs.

Diante disso, podemos considerar que o encéfalo de P. bifasciatus € mais
sensivel ao aumento da temperatura ambiental e necessita de uma ativagdo dos
sistemas antioxidantes mais responsivos quando comparado com musculo e
coragao. WU et al., (2015) ao comparar o encéfalo de Danio rerio com branquias e
rins expostos ao choque térmico de baixa e alta temperatura também verificou que o
encéfalo apresenta maior mobilizacdo do sistema antioxidante. Padrdes
semelhantes foram averiguados nos notothenideos antarticos e foi associado a
ativagao do encéfalo, entre outros fatores, a alta demanda de oxigénio (PRZEPIURA
et al., 2019).

Porém, esse padrao nao deve ser extrapolado, uma vez que outros estudos
evidenciaram padrbes diferentes para outras espécies. Um exemplo disso € o
estudo realizado por MADEIRA; VINAGRE; DINIZ (2016) onde os autores relatam
que para juvenis de S. aurata as maiores alteracbes no sistema de defesa
antioxidante ocorreram no musculo e figado quando comparado com encéfalo,

branquias e intestino. Esses diferentes padrdes corroboram com a ideia de que as
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respostas frente ao estressor sao distintas entre as espécies (KUBRAK et al., 2011;
MADEIRA, D. et al., 2013; MADEIRA, et al., 2016).

Na Analise de Componentes Principais (PCA) o encéfalo foi mais associado
aos biomarcadores SOD, CAT, G6PDH e GST. Esse resultado é corroborado
parcialmente por PRZEPIURA e colaboradores (2019), onde é proposto que os
biomarcadores dependentes de glutationa tendem a ser mais responsivos nas
respostas ao estresse térmico para o encéfalo. Aqui foi encontrado que o coragao
apresentou ativagao dos biomarcadores dependentes de glutationa prioritariamente,
uma vez que a PCA associou a GSH, GPx, GR e PCO ao coracdo. Isso pode estar
relacionado ao ciclo da glutationa e a importancia desse antioxidante de baixo peso
molecular na manutencdo do estado redox celular (MONTEIRO; RANTIN; KALININ,
2010; SRIKANTH et al., 2013).

O musculo de P. bifasciatus foi o 6rgao que menos sofreu alteragéo frente
ao estresse térmico de alta temperatura. O valor de IBR para o musculo foi de 0, o
choque térmico de 31°C nao mobilizou o sistema de defesa antioxidante, e além
disso, os dados da PCA indicaram que o Unico biomarcador que apresentou relagéao
direta com o musculo foi a PCO. Essa resposta pode estar associada com a
plasticidade da musculatura esquelética para responder a estressores, ja que a
musculatura esquelética compée cerca de 40 a 60% de toda massa corporal dos
peixes (LERMEN et al., 2004) e tem maior contato com o ambiente, dessa forma, a
adaptacado e alta plasticidade podem ser uma opg¢ao para lidar com as mudancas
ambientais. Outro fator € que tecido que apresentam alta taxa de oxigenagao
tendem a apresentar maior capacidade de neutralizar EROs, uma vez que, precisam
lidar com esse estressor com maior frequéncia, ja que séo liberados na cadeia
transportadora de elétrons (NEUROHR; PAULSON; KINSEY, 2021). Dessa forma,
possuemuma taxa basal de defesa maior que outros tecidos

O encéfalo, coracdo e musculo de P. bifasciatus responderam de forma
distinta frente ao estresse de alta temperatura. Apesar de suas respectivas
diferencas frente ao estressor os trés 6rgaos apresentaram indicios de estresse
oxidativo. A peroxidagao de lipidios tende a ser comumente utilizada como fator de
estresse em organismos aquaticos, uma vez que, estes apresentam grande
quantidade de lipidios com residuos de acidos graxos poliinsaturados (LUSHCHAK,
2011).
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As analises de correlagcado foram realizadas considerando os marcadores de
danos e biomarcadores de defesa antioxidante. Todos os trés tecidos analisados
apresentaram correlacbes positivas, dessa forma a ativagao/inativagdo do
biomarcador de defesa ocorre concomitantemente com o marcador de dano
associado. Nota-se que a unica enzima que n&o apresentou correlagdo com nenhum
marcador de dano em nenhum dos 6rgéos foi a GPx. A PCO se correlacionou com
biomarcadores dos trés 6rgao analisados enquanto a LPO se correlacionou apenas
com a G6PDH, SOD e GR do encéfalo.

5. CONCLUSAO

O choque térmico de alta temperatura (31°C) foi capaz de causar estresse
oxidativo em P. bifasciatus. Isso €& evidenciado principalmente pelo aumento nos
niveis de LPO no encéfalo e musculo indicando danos as membranas lipidicas e
aumento de PCO no coragao indicando dano as proteinas. Dessa forma, os trés
orgaos apresentaram sinais de estresse oxidativo, com alteracdo da CAT e LPO no
encéfalo, GPx, LPO e PCO no coragao e GR e LPO no musculo.

Assim como esperado, encontramos que o encéfalo foi o 6rgao que
apresentou maior alteracdo nos marcadores de estresse oxidativo quando
comparado com coragao e musculo. Da mesma forma, esperdvamos que o musculo
fosse apresentar menor alteragdes devido a sua alta plasticidade, o que foi
corroborado aqui. Dessa forma, concluimos que P. bifasciatus possui estratégias
fisiologicas e mecanismos antioxidantes que o permite se aclimatar quando exposto

por curtos periodos de tempo (até 48 horas) ao choque térmico (31°C).
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