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RESUMO

A mudanca da temperatura do ambiente aquatico gera impactos sobre a fisiologia dos
peixes. Os efeitos do choque térmico em organismos aquaticos ainda sdo pouco
conhecidos, em especial no encéfalo, que € um 6rgao vital e propenso a danos
oxidativos. Astyanax lacustris € uma espécie de peixe de agua doce muito utilizada
em programas de aquicultura, na alimentagdo e pesca esportiva, além do grande
potencial na pesquisa. Deste modo, este trabalho teve como objetivo avaliar a defesa
antioxidante e possiveis danos oxidativos no encéfalo do peixe subtropical A. lacustris
submetido ao choque térmico de alta e baixa temperatura. Os espécimes (n= 280;
comprimento 6,17 £ 0,87 cm e peso 9,15 £ 3,4 g) foram obtidos em lagos artificiais
(Unido da Vitdéria — PR) e submetidos ao choque térmico em alta (31 °C + 0,5) e baixa
temperatura (15 °C £ 0,5), ambos com um grupo controle (23 °C £ 0,5). Os individuos
permaneceram nesta condicdo durante 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Foram
analisadas as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-
transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH). Também foram avaliadas a concentragdo de
glutationa reduzida (GSH), lipoperoxidacao (LPO), carbonilagdo de proteinas (PCO) e
espécies reativas de oxigénio (EROs). Em alta temperatura, foram observadas
diminuicdes na atividade da GPx em 12 e 72 h e aumento em 96 h. Também houve
aumento da atividade da G6PDH e da concentragdo de GSH em 2 e 48 h,
respectivamente. Em baixa temperatura, a atividade da CAT aumentou em 2 h e
diminuiu em 96 h e a G6PDH reduziu em 6 h. No choque térmico de 31 °C, os dados
indicaram que a GSH atuou diretamente na detoxificagcdo de EROs. Ja no choque
térmico de 15 °C, o aumento da atividade da CAT esta relacionado ao controle da
concentragéo de peroxidos de hidrogénio. Em ambas as temperaturas testadas, néo
foram detectados danos oxidativos (LPO e PCO) e diferengas na concentracao de
EROs, indicando que o encéfalo de A. lacustris possui a capacidade de modular e
mobilizar os antioxidantes com eficiéncia.

Palavras-chave: Lambari. Temperatura. Espécies reativas de oxigénio.
Biomarcadores. Piscicultura.



ABSTRACT

Changing the temperature of the aquatic environment impacts the physiology of fish.
The effects of thermal shock on aquatic organisms are still little known, especially in
the brain, which is a vital organ prone to oxidative damage. Astyanax lacustris is a
species of freshwater fish widely used in aquaculture programs, food and sport fishing,
in addition to the great potential in research. Thus, this study aimed to evaluate
antioxidant defense and possible oxidative damage in the brain of subtropical fish A.
lacustris submitted to high and low temperature thermal shock. The specimens (n=
280; length 6.17 £ 0.87 cm and weight 9.15 £ 3.4 g) were obtained in artificial lakes
(Unido da Vitéria - PR) and submitted to thermal shock at high (31 °C + 0.5) and low
temperature (15°C £ 0.5), both with a control group (23 °C £ 0.5). Specimens remained
in this condition for 2, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hours. The enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), glutathione
peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) were analyzed. Reduced glutathione (GSH),
lipoperoxidation (LPO), protein carbonylation (PCO) and reactive oxygen species
(ROS) levels were also evaluated. At high temperature, decreases in GPx activity were
observed in 12 and 72 h and an increase in 96 h. G6PDH activity and GSH levels
increased in 2 and 48 h, respectively. At low temperature, CAT activity increased in 2
h and decreased in 96 h and G6PDH decreased by 6 h. In the thermal shock of 31 °C,
the data indicated that GSH acted directly in the detoxification of EROs. In the thermal
shock of 15 °C, the increase in CAT activity is related to the control of hydrogen
peroxide levels. At both temperatures tested, no oxidative damage (LPO and PCO)
and differences in ROS levels were detected, indicating that the brain of A. lacustris
has the ability to modulate and mobilize antioxidants efficiently.

Keywords: Lambari. Temperature. Reactive oxygen species. Biomarkers. Fish
farming.
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1 INTRODUGAO

A resposta ao estresse em peixes e demais vertebrados é considerado um
mecanismo adaptativo que permite ao animal lidar com o agente estressor, buscando
manter seu estado homeostatico (BALASCH; TORT, 2019; SCHRECK; TORT, 2016).
ApoOs a percepgao do estressor, ocorrem mudancgas fisioldgicas que sdo em sua
maioria iniciadas pelo sistema nervoso central (TSENG et al., 2011; URBINATI;
ZANUZZO; BILLER, 2020). A temperatura € um dos principais fatores abi6ticos que
causam estresse (HARDEWIG; PORTNER; VAN DIJK, 2004; YANG et al., 2020), em
especial nos animais ectotérmicos (caracteristica da maioria das espécies de peixes),
onde a temperatura corporal varia com a do meio (LOGAN; BUCKLEY, 2015). Desta
forma, temperaturas da agua abaixo ou acima dos limites adequados influenciam
diretamente a fisiologia e 0 metabolismo dos individuos (FU et al., 2018; ISLAM et al.,
2020; SUN et al., 2019).

Astyanax lacustris (Lutken, 1875) possui grande potencial na aquicultura
brasileira (GONCALVES et al., 2014; VALLADAO; GALLANI; PILARSKI, 2018) devido
as suas caracteristicas de rapido crescimento, facil manipulagao, aceitagao de ragao
processada e alta prolificidade (GONCALVES et al., 2014). Esta espécie € citada pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA) como uma das
mais utilizadas no Brasil em estudos biolégicos (MCTIC, 2017).

O encéfalo dos peixes € um dos o6rgdos mais ativos metabolicamente
(PHROMPANYA et al.,, 2021; SOENGAS; ALDEGUNDE, 2002). Apresenta alta
concentragao de acidos graxos insaturados (facilmente peroxidaveis) e um consumo
desproporcional de oxigénio por unidade de peso (AFIFI; SADDICK; ABU ZINADA,
2016; EZEOYILI et al., 2019). Estas caracteristicas tornam este 6rgao vulneravel a
acao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e propenso a danos oxidativos, que
podem causar doencas neurodegenerativas (GULLER et al., 2020). Além disso, o
encéfalo dos vertebrados ectotérmicos € um dos 6rgaos mais vulneraveis as
flutuagcdes térmicas (TSENG et al., 2011), fazendo dele um importante modelo de
estudo frente ao estresse térmico. Além disso, Topal e colaboradores (2021)
ressaltam que as respostas fisioldgicas do encéfalo de peixes expostos ao estresse
térmico ainda nao s&o totalmente conhecidas.

As mudangas climaticas alteram os ecossistemas aquaticos e provocam

alteracdes nas populagdes e comunidades de peixes (WHITNEY et al., 2016). Desta
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forma, a avaliacdo do estresse provocada pela mudancga da temperatura com o uso
de biomarcadores especificos € uma importante ferramenta para a compreensao do
processo evolutivo de adaptagao e distribuicdo geografica de peixes (SOPINKA et al.,
2016). Estudos como este também auxiliam no entendimento dos mecanismos
fisiologicos e a capacidade de ajustes bioquimicos dos peixes frente as mudangas de
temperatura (RESENDE et al., 2022).

Do ponto de vista econémico, estas pesquisas sao fundamentais para garantir
a producao futura, trazendo dados importantes para os processos de piscicultura
(ISLAM et al., 2020), como os aspectos relacionados ao bem-estar e produtividade
(ALFONSO; GESTO; SADOUL, 2021). Além disso, a verificagdo da mudanga na
atividade/concentragcao dos biomarcadores de estresse oxidativo contribui para a
compreensao dos mecanismos de defesa antioxidante (WEN et al., 2017). Neste
sentido, Petitjean e colaboradores (2019) ressaltam a necessidade de novos estudos

para prever os impactos dos estressores atuais e futuros na vida selvagem aquatica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a defesa antioxidante e danos oxidativos no encéfalo do peixe
subtropical A. lacustris submetido ao choque térmico de alta (31 °C % 0,5) e baixa
temperatura (15°C £ 0,5) comparados a um grupo controle (23 °C £ 0,5), durante 2, 6,
12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposigao.

1.1.2 Objetivos especificos

e Investigar a atividade das enzimas envolvidas na defesa antioxidante:
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST),
glutationa peroxidase (GPx); glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH);

e Verificar a concentracao de glutationa reduzida (GSH) e espécies reativas de
oxigénio (EROs);

¢ Analisar a concentracdo dos marcadores de danos oxidativos: lipoperoxidagao
(LPO) e carbonilagao de proteinas (PCO);
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e Comparar as mudangas encontradas entre os experimentos de alta (31 °C %
0,5) e baixa temperatura (15°C £ 0,5).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRESSE TERMICO

Existe uma faixa limitada de temperatura corporal na qual todos os organismos
vivem e dependem para que processos moleculares, celulares e sistémicos ocorram
de maneira otimizada (PORTNER; FARRELL, 2008). A temperatura da agua pode
variar rapidamente devido as ocorréncias naturais (como as tempestades) e
antropogénicas (interferéncia humana) (DONALDSON et al., 2008). Quando estes
animais precisam enfrentar uma mudanga repentina de temperatura ocorrem na
maioria das vezes alteracbes metabdlicas e mobilizagdo da defesa antioxidante para
protecdo ao estresse gerado (ALFONSO; GESTO; SADOUL, 2021).

A protecao ao estresse esta associada principalmente com a neutralizagéo das
EROs, que sédo espécies derivadas do oxigénio e que apresentam caracteristica
instavel e reativa. Todos os radicais de oxigénio sdo EROs e caracterizam-se pela
presenca de um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada. Contudo,
nem todas as EROs séao radicais livres. Além disso, algumas EROs, como o perdxido
de hidrogénio, reagem com moléculas biolégicas especificas, enquanto que a hidroxila
reage com todas (MURPHY et al., 2022).

O estresse térmico de alta e baixa temperatura pode levar ao aumento da
concentracdo de EROs (VINAGRE et al., 2012) e levar a um desbalango entre a
producao de EROs e a capacidade do sistema de defesa antioxidante, caracterizando
o estresse oxidativo (VAN DER POL et al., 2019). Desta forma, podem ocorrer efeitos
lesivos nos tecidos, como a lipoperoxidagcdo na membrana celular (CHENG et al.,
2018a), agressao as proteinas celulares e teciduais, as enzimas, carboidratos e ao
DNA (ALVES et al., 2010; SOPINKA et al., 2016).

As respostas ao estresse envolvem todos os niveis de organizacéo do animal
(JOELS; BARAM, 2009; KOAKOSKI et al., 2012) e podem ser divididas em trés fases:
o0 reconhecimento da ameacga a homeostase, a propria resposta ao estresse e por
ultimo as consequéncias desse estresse, caracterizando a Sindrome de Adaptagao
Geral (SAG) (SILVA; GOULART; GUIDO, 2018).

Inicialmente ocorrem respostas neuroenddcrinas, desencadeadas pelos eixos
Hipotalamo-Sistema Nervoso Simpatico-Células Cromafins (HSC) e Hipotalamo-
Hipofise-Interrenal (HHI) (KOAKOSKI et al.,, 2012), que incluem a liberagédo de
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hormonios catecolaminas e corticosteroides na corrente sanguinea (SCHRECK;
TORT, 2016). Apds isso, ocorrem mudangas fisioldégicas provocadas em sua maioria
pela agao dos hormdnios liberados na resposta primaria, acarretando mudancgas nas
taxas respiratéria e cardiovascular, na mobilizacdo de substratos energéticos e
alteracdes no balanco hidromineral. Estes fatores estdo relacionados com potencial
de geracao de EROs, que ocorre principalmente na mitocdndria (RODNICK; PLANAS,
2016). Por fim, o animal pode apresentar alteragdes no crescimento, na resisténcia as
doengas e no comportamento, impactando em sua sobrevivéncia (BARTON, 2002;
IWAMA et al., 2004; SCHRECK; TORT, 2016).

2.2 BIOMARCADORES ANALISADOS

Os organismos aquaticos assim como todos o0s organismos aerdbios
dependem de oxigénio molecular (O2) para muitos processos metabdlicos, deixando
todos sujeitos ao risco de estresse oxidativo (HOSEINIFAR et al., 2021). Contudo, as
células possuem um sistema de defesa principal que atua no controle do estresse
oxidativo (CHENG et al., 2018b). A protecao celular ocorre através de antioxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos que tém o papel de converter os oxidantes em
moléculas menos reativas (CANTIN; RICHTER, 2012; LUO et al., 2014).

A superoxido dismutase (SOD) € uma enzima da primeira linha de defesa
antioxidante (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992; PAITAL; NITYAN; A CHAINY,
2016). E responsavel por catalisar a reducdo do radical superéxido em perdxido de
hidrogénio (FIGURA 1) (MODESTO; MARTINEZ, 2010; CHENG et al., 2018a). Ja a
catalase (CAT) degrada o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular
(FIGURA 2) (MODESTO; MARTINEZ, 2010; CHENG et al., 2018a) e, portanto, reflete
na capacidade de resisténcia a oxidagdo (CHENG et al.,, 2018b). A glutationa S-
transferase (GST) atua na eliminagdo de compostos reativos a partir da conjugagéao
com a glutationa (FIGURA 3) (MODESTO; MARTINEZ, 2010).
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FIGURA 1 — REACAO ENZIMATICA CATALISADA PELA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE
(SOD)

2H* SOD
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FONTE: ZAIKOV; OPALKO, 2019.
FIGURA 2 — REAGCAO ENZIMATICA CATALISADA PELA ENZIMA CATALASE (CAT)
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FONTE: ZAIKOV; OPALKO, 2019.

FIGURA 3 — REACAO ENZIMATICA CATALISADA PELA ENZIMA GLUTATIONA S-TRANSFERASE
(GST)
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FONTE: TOWNSEND; TEW, 2003.

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redugao de peroxidos formados em
condicdes aerobicas, especialmente o perdxido de hidrogénio (H202) (MASSARSKY;
KOZAL; DI GIULIO, 2017; SATTIN et al., 2015), a partir da oxidagdo de glutationa
reduzida (GSH) & glutationa oxidada (GSSG) (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008;
MASSARSKY; KOZAL; DI GIULIO, 2017). A enzima glutationa redutase (GR) possui
papel fundamental na redugdo da GSSG de volta para GSH, utilizando fosfato
dinucleodtido de nicotinamida e adenina (NADPH) como agente redutor para reduzir
uma GSSG para duas GSH (FIGURA 4) (ESPINOSA-DIEZ et al., 2015).
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FIGURA 4 — REACOES ENZIMATICAS CATALISADAS PELAS ENZIMAS GLUTATIONA
PEROXIDASE (GPX) E GLUTATIONA REDUTASE (GR)
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FONTE: HIGUCHI, 2014.

Outra enzima que também esta relacionada com a defesa antioxidante é a
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), que catalisa o primeiro passo da via das
pentoses-fosfato, em que a glicose-6-fosfato € convertida em 6-fosfoglicona-d-lactona
(FIGURA 5) (ABDEL-TAWWAB,; WAFEEK, 2017; CIFTCI; TURKOGLU; COBAN,
2007). O resultado dessa via € a produ¢cdo de NADPH (NELSON et al., 2014), que é

cofator requerido para a redugao de GSSG em GSH pela GR (GARAI-IBABE; SAA;
PAVLOV, 2013).

FIGURA 5 — REAGCAO ENZIMATICA CATALISADA PELA ENZIMA GLICOSE-6-FOSFATO
DESIDROGENASE (G6PDH)
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FONTE: SALWAY, 2017.

O sistema de defesa antioxidante € formado principalmente por enzimas que
constituem a primeira (SOD, CAT e GPx) e segunda (GR e G6PDH) linhas de defesa
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contra EROs (FIGURA 6). As enzimas da primeira linha de defesa utilizam EROs como
substrato, enquanto que as enzimas da segunda linha fornecem GSH e NADPH para
o funcionamento das enzimas da primeira linha. As moléculas necessarias para o
funcionamento das enzimas da segunda linha de defesa s&o fornecidas por vias do
metabolismo intermediario, como por exemplo a via das pentoses-fosfato
(LUSHCHAK, 2016).

A GSH é considerada um antioxidante nao enzimatico (MODESTO;
MARTINEZ, 2010) e uma das principais moléculas de defesa contra EROs (HUBER,;
ALMEIDA; FATIMA, 2008; MASSARSKY; KOZAL; DI GIULIO, 2017). Em sua forma
oxidada (GSSG), apresenta duas moléculas de glutationa ligadas através de uma
ligagdo dissulfeto (NELSON et al., 2014). Além disso, a relagdo GSH/GSSG & um
importante indicador da defesa antioxidante, visto que a concentracdo de GSH esta
relacionada com a capacidade de neutralizagao das EROs (ATAMANALP et al., 2021).

Além destas moléculas, a lipoperoxidagao (LPO) e a carbonilagao de proteinas
(PCO) também podem ser avaliadas e usadas como indicadoras de estresse oxidativo
(GOBI et al., 2018; LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006). A LPO ocorre através da
acao das EROs sobre os lipidios, gerando a quebra dos fosfolipidios de membrana,
que contém acidos graxos poli-insaturados. A PCO ocorre a partir da oxidagao das
proteinas, resultando na formacédo de grupos carbonilas (aldeidos e cetonas) nas
cadeias laterais (KLEIN et al., 2017).
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FIGURA 6 — VIAS METABOLICAS RELACIONADAS COM O ESTRESSE OXIDATIVO
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Esquema simplificado das vias metabdlicas relacionadas com o estresse oxidativo. Embora
alguns destes biomarcadores estejam também presentes em outros compartimentos celulares, foi dado
énfase na regido citosolica da célula, visto que neste trabalho ndo houve o processo de sonicagao das
amostras. Os biomarcadores analisados estdo destacados em laranja, com excegdo da GSH (em
negrito). SOD- superdxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa
peroxidase, GR- glutationa redutase, GSH- glutationa reduzida, G6PDH- glicose-6-fosfato
desidrogenase, LPO- lipoperoxidagédo, PCO- carbonilagao de proteinas e EROs- espécies reativas de
oxigénio.

2.3 MODELO BIOLOGICO

A. lacustris, conhecido popularmente como lambari-do-rabo-amarelo, ¢ um
peixe de agua doce que habita pequenos riachos, lagos e rios e estd comumente
distribuido na regido subtropical brasileira (FIGURA 7) (GNOCCHI et al., 2020;
SCHLEGER et al., 2022). E considerado herbivoro, mas pode alimentar-se de insetos
terrestres e fragmentos de peixes (BAUMGARTNER et al., 2012). As fémeas crescem
mais rapido (CAMPELO et al., 2018) e atingem maior tamanho corporal em relagéo
aos machos, caracterizando o dimorfismo sexual da espécie (SATO et al., 2006). E
um peixe de pequeno porte, possui corpo claro e nadadeiras amareladas, com

comprimento padréo de 8,3 cm (BAUMGARTNER et al., 2012).
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FIGURA 7 — INDIVIDUO DA ESPECIE Astyanax lacustris

FONTE: RAMSDOREF, 2007.
NOTA: Barra= 3 cm.

Apresenta rapido crescimento, chegando a maturidade sexual cedo (SALARO
et al., 2015). Alvo de predacéo, faz parte da dieta de peixes carnivoros maiores. Esta
espécie possui grande interesse econémico, sendo utilizada em programas de
aquicultura (GARUTTI; BRITSKI, 2000). Pode também ser utilizado como iscas, além
do seu uso na alimentagao, principalmente fritas ou em conserva (DUTRA et al.,
2012).

Recentemente, A. lacustris foi sinonimizado com A. jacuhiensis, A.
asuncionensis e A. altiparanae, aumentando o que ja se sabia a respeito de sua
distribuicdo geografica (LUCENA; SOARES, 2016). As ocorréncias registradas no

Estado do Parana para A. lacustris estao representadas na FIGURA 8.
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FIGURA 8 — DISTRIBUICAO DE Astyanax lacustris NO ESTADO DO PARANA
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: Distribuicao de Astyanax lacustris no Estado do Parana, Brasil. Dados de ocorréncia obtidos
através do Sistema Global de Informacao sobre Biodiversidade (gbif.org).

Astyanax € um dos géneros mais ricos em espécies dentro da familia
Characidae (BURGER; CARVALHO; ZANATA, 2019; ZANATA et al., 2019), contendo
115 espécies validadas (FROESE; PAULY, 2022). Conhecidos popularmente como
‘lambaris” (LEITE et al., 2021), sdo abundantes na América do Sul (CASTRO et al.,
2019) e se distribuem entre o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina
(GAVAZZONI et al., 2018). No Brasil, sdo encontrados principalmente nas grandes
bacias brasileiras, como por exemplo os rios Parana e Sdo Francisco (DA SILVA et
al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMITE DE ETICA E AMOSTRAGEM

A obtencdo da licenga ambiental para coleta de animais ocorreu via Instituto
Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade (SISBIO/ICMBio: numero 63551-1,
emitida em 27/06/2018). A obtencao da licenga de experimentagdo animal ocorreu
através da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas
(SCB) da Universidade Federal do Parana (UFPR) (CEUABIO/UFPR: numero 1228,
emitida em 30/10/2018).

Os espécimes de A. lacustris foram obtidos em lagos artificiais pertencentes ao
Centro de Pesquisa e Extensdo em Aquicultura lldo Zago (FIGURA 9), localizado no
municipio de Unido da Vitéria — PR (26°13'12.15"S; 51° 7'51.07"0), com o auxilio de

redes de pesca (tecido de multifilamento, malha de 12 mm entre os nés).

FIGURA 9 — CENTRO DE PESQUISA E EXTENSAO EM AQUICULTURA ILDO ZAGO (CEPEA)
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FONTE: O autor (2022).
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Na piscicultura, os peixes foram mantidos em lagos artificiais por
aproximadamente 60 dias. Posteriormente, os espécimes de A. lacustris foram
aclimatados durante 3 dias (PEREIRA-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2017, com
modificacbes) em tanques de aproximadamente 830 L, com agua aerada
constantemente (agua corrente proveniente de uma nascente) em fluxo continuo
(vazéo de 4 L/min), com fotoperiodo natural (BAGNYUKOVA et al., 2007; CHUNG,
2000; LIRA et al., 2018; NAVARRO et al., 2014) de aproximadamente 13:30 horas
luz/10:30 horas escuro e temperatura controlada de 23 °C £ 0,5 (BUENO-KRAWCZYK
et al., 2015; LERMEN et al., 2004).

Os peixes foram alimentados diariamente (média: 1% peso corporal) (CHUNG,
2000; LERMEN et al., 2004) com racao comercial (Supra® Aqua Line, com teor de
proteina de 42%) (TABELA 1). Os parametros analisados na agua durante
aclimatacgéao foram: oxigénio dissolvido (9,31 £ 2,17 mg/L), am®énia téxica (NHs) (0,009
1+ 0,004 mg/L), pH (7,4 £ 0,31), dureza (75 £ 9 mg/L de CaCOs) e sem presenca de

nitrato, nitrito e cloro residual.

TABELA 1 — COMPOSIGAO SIMPLIFICADA DA RAGAO UTILIZADA NO EXPERIMENTO

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

FONTE: O autor (2022).

Apos aclimatagdo, os peixes foram randomicamente e simultaneamente
transferidos para as temperaturas de 15°C £ 0,5 ou 31 °C £ 0,5 (LERMEN et al., 2004)
e seu respectivo grupo controle a 23 °C £ 0,5 (CAMARGO et al., 2017; LERMEN et
al., 2004). Na regiao subtropical do Brasil, a temperatura da agua pode ficar acima de
29 °C no verdao (HENNEMANN; PETRUCIO, 2011; TANIWAKI et al., 2013) e abaixo
de 16 °C no inverno (HAYASHI et al., 2011). Desta forma, as temperaturas utilizadas
nos bioensaios foram escolhidas baseadas na distribuicao subtropical de A. lacustris.

Os tempos testados foram 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas, visto que tem sido

demonstrado na literatura que estes tempos geram alteragbes das atividades
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metabdlicas visando o reestabelecimento da homeostase (FORGATI et al., 2017;
KANDALSKI et al., 2018; PRZEPIURA et al., 2019; SOUZA et al., 2018).

Para cada situagao experimental o numero total foi de 10 individuos coletados
de dois aquarios diferentes (5 peixes de cada aquario), caracterizando duplicata.
Como séo dois bioensaios separados (choque térmico de alta e baixa temperatura),
sete periodos de exposicao testados em ambos os bioensaios (2, 6, 12, 24, 48, 72 e
96 h) e ha um grupo controle para cada tempo de cada bioensaio, trabalhou-se com
um numero total de 280 peixes. Foram utilizados individuos adultos, com comprimento
padrao de 6,17 + 0,87 cm e peso médio de 9,15 + 3,4 g.

Os aquarios experimentais caracterizavam sistemas estaticos, limpos por
sucgdo a cada dois dias (experimentos acima de 24 horas de exposigao), com
renovagao de aproximadamente 50% da agua (LERMEN et al., 2004). A densidade
maxima foi de 1,8 g de peixe/L de agua (CHUNG, 2000; VIEIRA; CORREIA;
MOREIRA, 2013). Para regulagdo e controle da temperatura dos aquarios, foram
previamente instalados termostatos eletronicos submersos (Aqua One®, VigoAr® e
Atman®, com poténcia de 100 W). Os peixes expostos a baixa temperatura (15 °C)
foram mantidos em aquarios no interior de um refrigerador horizontal (Consul/530 L),
com controlador digital de temperatura (TC-900E POWER/07).

O tipo de ragao e a periodicidade da sua oferta durante a aclimatagao foram os
mesmos durante os experimentos, sendo realizada de forma simultdnea nos grupos
controle e tratamento. O primeiro dia de aclimatagao foi o primeiro dia do fornecimento
de alimento, e a ultima oferta de alimento ocorreu em um periodo de 22-24 horas antes
da eutanasia dos animais (MADEIRA; VINAGRE; DINIZ, 2016; VINAGRE et al., 2014).
A. lacustris e outras espécies pertencentes do género esvaziam seu sistema
gastrointestinal em um periodo de 24-48 h (RIDDLE et al., 2018; SIQUEIRA-SILVA et
al., 2021), evitando interferéncias do estado nutricional nos resultados.

Apos a realizagao dos experimentos os peixes foram anestesiados com 20 mg
L-! de benzocaina (a partir de uma solugao estoque de 0,1 % (p v'') em etanol a 95%),
eutanasiados através de sec¢cao medular e imediatamente dissecados. As amostras
do encéfalo foram fixadas e armazenadas em nitrogénio liquido. Posteriormente,
foram transportadas para o Laboratério de Biologia Adaptativa — Departamento de
Biologia Celular — SCB/UFPR, onde houve continuidade com o processamento

laboratorial do material.
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3.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

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 minutos para se obter o sobrenadante. Na sequéncia as
amostras foram separadas em diferentes aliquotas (fazendo-se uso de 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 e albumina de soro bovina (BSA) como padrao, com leitura de absorbancia
a 595 nm (BRADFORD, 1976).

As analises bioquimicas foram realizadas em triplicata e duplicata, com
condic¢des 6timas de pH, concentragcao de substrato saturante e temperatura ambiente
aproximada de 22 °C (ROBINSON, 2008). Os resultados da EROs foram expressos
em unidades de fluorescéncia, de acordo com modificagdes propostas por Perussolo
e colaboradores (2019), e medida em espectrofluorimetro (Tecan infinite 200). Os
demais biomarcadores foram determinados por espectrofotometria na leitora de
microplacas (EPOCH Microplate Spectrophotometer, Biotek, Winooski, VT, USA).

O numero de amostras utilizadas nas analises bioquimicas pode ser consultado
em maiores detalhes no APENDICE 1.

A atividade enzimatica foi expressa em unidade internacional, onde 01 U

equivale a 01 umol de substrato convertido em produto por minuto.

3.3.1 Determinacao da atividade das enzimas relacionadas a defesa antioxidante

Os métodos utilizados para mensuracao da atividade enzimatica das enzimas

relacionadas a defesa antioxidante encontram-se na TABELA 2.



32

TABELA 2 — PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA ANALISES ENZIMATICAS DA DEFESA
ANTIOXIDANTE
Enzima |EC Método de |Leitura | Abs | Componentes do sistema | Referéncia
observagdao |(min) |(nm) |de reagao
SOD 1.15.1.1 | Redugdo do 60 560 | Carbonato de sdédio (pH|CROUCH et al,
NBT 10,2) 91 mM, EDTA 17.5 uM, | 1981
NBT 0,1 mM e cloreto de
hidroxilamina 37 mM.
CAT 1.11.1.6 | Degradagéo 5 240 | Tris (pH 8,0) 50 mM e|AEBI, 1984
do H202 H202 30 mM
GST 2.5.1.18 | Formagao do 10 340 | Fosfato de potassio (pH 6,5) | KEEN et al., 1976
tioéster GS- 85,5 mM, GSH 1,36 mM e
DNB CDNB 2,7 Mm.
GPx 1.11.1.9 | Oxidagdo do 15 340 | Tampao fosfato de sédio (pH | WENDEL, 1981
NADPH 7,0) 100 mM, Azida sodica 2
mM, NADPH 0,2 mM, GSH 2
mM e GR 1 U/mL.
GR 1.8.1.7 |Oxidagdo do 15 340 | Fosfato de potassio (pH 7,6) | SIES et al., 1979
NADPH 100 mM em EDTA 5mM,
NADPH 0,5 mM e GSSG
mM.
G6PDH | 1.1.1.49 | Formagdo de 10 340 | Tris (pH 7,4) 97 mM, NADP* | ANTONIETTA

NADPH

0,2 mM e G6P 1 mM.

CIARDIELLO et
al., 1995

FONTE: O autor (2022).
NOTA: Tabela constando as siglas, esquema de classificagdo numérica (EC), método de observacgéo,
tempo de leitura (em minutos), absorbancia (Abs), sistema de reacdo e referéncia das enzimas
testadas. SOD- superoéxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa

peroxidase, GR- glutationa redutase e G6PDH- glicose-6-fosfato desidrogenase.

3.3.2 Determinacao da concentracdo de GSH, EROs e dos marcadores de danos

oxidativos

Os métodos utilizados para mensurar a concentragdao dos biomarcadores nao

enzimaticos relacionados a defesa antioxidante encontram-se na TABELA 3.
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TABELA 3 — PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA OS BIOMARCADORES NAO ENZIMATICOS DE
ESTRESSE OXIDATIVO

Biomarcador | Método de observagao Leitura | Abs | Padrdao |Referéncia

(min) | (nm)
LPO Formacao de Fe*? - 560 - JIANG et al., 1991
PCO Dinitrofenil hidrazonas - 360 - LEVINE et al., 1994

formadas partir da reacao
entre DNPH e proteinas
carboniladas

GSH Tiéis nao protéicos reativo - 415 GSH |SEDLAK; LINDSAY, 1968
ao DTNB
EROs Formacéao de 60 485 - DRIVER et al., 2000
diclorofluoresceina (DCF) e
528*

FONTE: O autor (2022).

NOTA: Tabela constando o nome dos biomarcadores, método de observagéo, tempo de leitura (em
minutos), absorbancia (Abs), padrdo utilizado na curva e referéncia. LPO- lipoperoxidagdo, PCO-
carbonilagdo de proteinas, GSH- glutationa reduzida e EROs- espécies reativas de oxigénio. *A
formacao de diclorofluoresceina (DCF) foi medida com um espectrofluorimetro a 485 e 528 nm para
excitagao e emissao, respectivamente.

3.3.3 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)
(KIM; CRIBBIE, 2018). Para isso fez-se uso do pacote MASS (VENABLES; RIPLEY,
2002). A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas com os testes
de Shapiro—Wilk e Levene, respectivamente (VINAGRE et al., 2014).

Para verificar as diferencas entre controle e tratamento de cada periodo de
exposicao e entre os tempos de exposi¢ao, cada biomarcador foi submetido a ANOVA
bifatorial (p < 0,05). Para identificagdo das diferencas especificas realizou-se o teste
post hoc de Tukey pelo pacote emmeans (LENTH, 2022). Os graficos de barra foram
construidos através do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016) e os dados apresentados
como média + erro padrao da média.

A abordagem do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) foi
aplicada para entender as relagdes entre os biomarcadores analisados (DEVIN et al.,
2014). Além de um valor geral de estresse biolégico obtido a partir da integragcédo das
respostas dos biomarcadores, o IBR permite verificar a resposta de cada biomarcador
(inducdo ou inibicdo sob condicdo de estresse) (BEVITORIO et al., 2022). Neste
trabalho, o IBR foi empregado para verificar a capacidade de aclimatagédo da espécie
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a partir do desempenho fisiolégico geral (CAMPOS et al., 2019). O calculo foi realizado
através da Interface CALculate IBR, desenvolvida pelo Laboratério Interdisciplinar
para Ambientes Continentais da Universidade de Lorraine, na Franga (CALIBRI,
2022). A plataforma considera o calculo proposto por Beliaeff e Burgeot (2002) e
revisitado por Devin e colaboradores (2014). Os graficos radar foram obtidos atraves
do pacote ggradar (BION, 2022).

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada com os pacotes
factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 2020) e FactoMineR (LE; JOSSE; HUSSON,
2008) para investigar quais biomarcadores do estresse oxidativo foram importantes
descritores das temperaturas analisadas (15 °C e 31 °C). Para verificar se houve
diferenga nas respostas dos biomarcadores entre as temperaturas de 15 °C e 31 °C
foi utilizada a analise multivariada da variancia (MANOVA) com o teste de Pillai (p <
0,05). A diferenca entre os grupos foi investigada a partir do teste post hoc de Tukey
(p < 0,05).

Uma analise de correlagdo foi empregada para verificar se as diferengas na
concentraggo de LPO, PCO e EROs foram acompanhadas pela
atividade/concentragao dos biomarcadores SOD, CAT, GST, GPx, GR, GSH e
G6PDH. Como nao houve normalidade bivariada dos dados, foi aplicada a analise de
correlagao de Spearman (p < 0,05) (MADEIRA et al., 2013).

As analises estatisticas e as representagdes graficas foram produzidas no
software R, verséo 4.1.3 (R CORE TEAM, 2022). Os mapas foram produzidos no
software QGIS, versao 3.24 (QGIS, 2022) a partir de shapefiles disponibilizados pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021). Os esquemas ilustrativos

foram produzidos no software Microsoft PowerPoint 2021, versao 2204.
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4 RESULTADOS

Durante os ensaios ocorreram 11 mortes (3,9 %), sendo 8 peixes nos grupos
controles e 3 peixes no grupo tratamento de baixa temperatura (15 °C). Desta forma,
este bioensaio € considerado valido (mortalidade < 10 %) (ALMEIDA; GRAVATO;
GUILHERMINO, 2015). Os resultados da ANOVA para as enzimas relacionadas a
defesa antioxidante estao representados na TABELA 4, enquanto que os marcadores
de danos oxidativos, GSH e EROs encontram-se na TABELA 5.

TABELA 4 —RESULTADOS DA ANOVA DAS ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA ANTIOXIDANTE
DO ENCEFALO DE Astyanax lacustris

Estatisticas da ANOVA SOD CAT GST GPx GR G6PDH
F 1,599 1,796 1,963 3,819 2,146 2,228
Temperatura | 31°C
X p 0,153 0,106 0,076 0,002* 0,053 0,045*
F 0,520 2,377 0,401 1,129 0,609 2,258
Tempo 15°C
P 0,792 0,034* 0,877 0,350 0,723 0,043*
e F 10,131 3,213 3,149 3,263 7,694 3,819
P <0,001* 0,006* 0,007* 0,005* <0,001* 0,002*
Tempo
1500 F 9,585 6,468 4,148 3,151 2,778 4,272
p <0,001* <0,001* <0,001* 0,007* 0,015* <0,001*

FONTE: O autor (2022).

NOTA: SOD- superéxido dismutase, b- catalase (CAT), c- glutationa S-transferase (GST), d- glutationa
peroxidase (GPx), e- glutationa redutase (GR) e f- glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Os
asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05).



36

TABELA 5 - RESULTADOS DA ANOVA DE DANOS OXIDATIVOS, GSH E EROs DO ENCEFALO DE
Astyanax lacustris

Estatisticas da ANOVA LPO PCO GSH EROs
F 0,795 1,204 2,724 1,349

Temperatura 31°C
X p 0,575 0,309 0,016* 0,242
F 1,649 1,018 0,853 0,796

Tempo 15°C
p 0,142 0,417 0,532 0,575
F 1,995 4,925 1,473 1,531

31°C
p 0,072 <0,001* 0,193 0,175

Tempo

F 13,857 5,829 2,929 2,244

15°C
p <0,001* <0,001* 0,011* 0,045*

FONTE: O autor (2022).
NOTA: LPO- lipoperoxidagdo, PCO- carbonilagdo de proteinas, GSH- glutationa reduzida e EROs-
especies reativas de oxigénio. Os asteriscos indicam diferengas significativas (p < 0,05).

4.1 BIOMARCADORES RELACIONADOS A DEFESA ANTIOXIDANTE NO CHOQUE
TERMICO DE ALTA E BAIXA TEMPERATURA NO ENCEFALO DE A. lacustris

No encéfalo de A. lacustris, em 31 °C, observou-se uma diminuigao da atividade
da GPxem 12 h (p=0,0048) e 72 h (p= 0,0391), seguido por um aumento em 96 h (p=
0,0133) (FIGURA 10-d). Ja na G6PDH houve aumento da atividade em 2 h (p= 0,0059)
(FIGURA 10-f). Nao houve mudanca na atividade das enzimas SOD, CAT, GST e GR
(p > 0,05) (FIGURA 10). Com relagdo aos biomarcadores n&o enzimaticos, se
observou um aumento da concentragédo de GSH em 48 h (p= 0,0006) (FIGURA 11-c).
LPO, PCO e EROs nao apresentaram alteragdes (p > 0,05) (FIGURA 11).

Ja no choque térmico de 15 °C observou-se um aumento da atividade da CAT
em 2 h (p= 0,0236) com posterior redu¢dao em 96 h (p= 0,0128) (FIGURA 12-b), além
de uma diminuigdo da atividade da G6PDH em 6 h (p= 0,0015) (FIGURA 12-f). Nao
houve mudanca da atividade das enzimas SOD, GST, GPx e GR (p > 0,05) (FIGURA
12). Também se observou que LPO, PCO, GSH e EROs nao apresentaram alteragdes
em sua concentracao (p > 0,05) (FIGURA 13).

Para resumir os resultados supracitados, foi construido um esquema que
aborda os resultados de 31 °C e 15 °C (FIGURA 14).
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FIGURA 10 — ATIVIDADE DAS ENZIMAS RELACIONADAS COM A DEFESA ANTIOXIDANTE NO
EXPERIMENTO DE ALTA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2022).
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NOTA: Atividade das enzimas relacionadas com a defesa antioxidante no encéfalo de Astyanax
lacustris apos 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do ao choque térmico de alta temperatura (31
°C) e seu controle (23 °C). Para cada biomarcador foi construido um grafico de barras, onde: a-
superoxido dismutase (SOD), b- catalase (CAT), c- glutationa S-transferase (GST), d- glutationa
peroxidase (GPx), e- glutationa redutase (GR) e f- glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Os dados
estdo apresentados com a média e erro padrdo da média. Os asteriscos indicam diferengas entre
tratamentos, enquanto que diferentes letras minusculas indicam diferengas entre os periodos de
exposicao (p < 0,05). Unidades de medida: U- unidade, mU- miliunidade e mg- miligrama.
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FIGURA 11 — MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS, GSH E EROs NO EXPERIMENTO DE

ALTA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Concentragdo dos marcadores de danos oxidativos, GSH e EROs no encéfalo de Astyanax
lacustris apos 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢cdo ao choque térmico de alta temperatura (31
°C) e seu controle (23 °C). Para cada biomarcador foi construido um grafico de barras, onde: a-
lipoperoxidagéo (LPO), b- carbonilagédo de proteinas (PCO), c- glutationa reduzida (GSH) e d- espécies
reativas de oxigénio (EROs). Os dados estdo apresentados com a média e erro padrao da média. Os
asteriscos indicam diferencas entre tratamentos, enquanto que diferentes letras minusculas indicam
diferencas entre os periodos de exposi¢cédo (p < 0,05). Unidades de medida: pmol- picomole, nmol-
nanomole e mg- miligrama.
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FIGURA 12 — ATIVIDADE DAS ENZIMAS RELACIONADAS COM A DEFESA ANTIOXIDANTE NO
EXPERIMENTO DE BAIXA TEMPERATURA
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NOTA: Atividade das enzimas relacionadas com a defesa antioxidante no encéfalo de Astyanax
lacustris ap6s 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢ao ao choque térmico de baixa temperatura (15
°C) e seu controle (23 °C). Para cada biomarcador foi construido um grafico de barras, onde: a-
superoxido dismutase (SOD), b- catalase (CAT), c- glutationa S-transferase (GST), d- glutationa
peroxidase (GPx), e- glutationa redutase (GR) e f- glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Os dados
estdo apresentados com a média e erro padrdo da média. Os asteriscos indicam diferengas entre
tratamentos, enquanto que diferentes letras minusculas indicam diferengas entre os periodos de
exposicao (p < 0,05). Unidades de medida: U- unidade, mU- miliunidade e mg- miligrama.
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FIGURA 13 — MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS, GSH E EROs NO EXPERIMENTO DE
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NOTA: Concentragdo dos marcadores de danos oxidativos, GSH e EROs no encéfalo de Astyanax
lacustris ap6s 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢cdo ao choque térmico de baixa temperatura (15
°C) e seu controle (23 °C). Para cada biomarcador foi construido um grafico de barras, onde: a-
lipoperoxidagéo (LPO), b- carbonilagédo de proteinas (PCO), c- glutationa reduzida (GSH) e d- espécies
reativas de oxigénio (EROs). Os dados estdo apresentados com a média e erro padréo da média. Os
asteriscos indicam diferencas entre tratamentos, enquanto que diferentes letras minusculas indicam
diferencas entre os periodos de exposi¢cédo (p < 0,05). Unidades de medida: pmol- picomole, nmol-

nanomole e mg- miligrama.
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FIGURA 14 — RESUMO DOS RESULTADOS PARA 31 °C E 15 °C.

31°C G6PDH § GPx | GsH 4 GPx } GPx 1 I
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: Esquema ilustrativo das mudancas na atividade/concentragdo dos biomarcadores relacionados
a defesa antioxidante no encéfalo de Astyanax lacustris exposto ao choque térmico de alta e baixa
temperatura. As setas apontadas para cima e para baixo indicam aumento e diminuigcdo da
atividade/concentragao, respectivamente.

42 IBR DO CHOQUE TERMICO DE ALTA E BAIXA TEMPERATURA NO
ENCEFALO DE A. lacustris

O IBR sumarizou as respostas dos biomarcadores para alta temperatura (31
°C) (FIGURA 15). Como ha um limite de oito biomarcadores no calculo, optou-se pelo
uso da SOD, CAT, GST, GPx, GR, GSH, G6PDH e EROs. Os marcadores bioquimicos
mais responsivos em cada periodo de exposi¢gao em relagao ao controle foram: CAT,
GST, GPx, GR e G6PDH em 2 h; GPx e GSH em 6 h; SOD em 12 h; EROs em 24 h;
GST, GSH e G6PDH em 48 h; CAT em 72 h e GPx, GR e EROs em 96 h.

A sumarizagao das respostas dos biomarcadores no choque térmico de baixa
temperatura (15 °C) encontra-se na FIGURA 16. Os marcadores bioquimicos mais
responsivos em cada periodo de exposi¢cao em relacdo ao controle foram: todos os
biomarcadores em 2 h; GSH em 6 h; SOD, CAT, GST, GR, GSH e G6PDH em 12 h;
SOD, CAT, GST, GPx, GR, GSH e G6PDH em 24 h; GST, GPx, GSH e G6PDH em
48 h; SOD e CAT em 72 h e SOD, GST, GPx e EROs em 96 h.

Para resumir os principais resultados obtidos a partir da integragdo dos
biomarcadores do encéfalo de A. lacustris para o choque térmico de 31 °C e 15 °C, foi
realizado um esquema que destaca os periodos de exposicao que apresentaram

maior mobilizacdo do sistema de defesa antioxidante (FIGURA 17).
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FIGURA 15 — IBR DOS BIOMARCADORES NO CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2022).
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NOTA: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivos gréficos de
radar. SOD- superéxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa
peroxidase, GR- glutationa redutase, G6PDH- glicose-6-fosfato desidrogenase, GSH- glutationa
reduzida e EROs- espécies reativas de oxigénio.
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FIGURA 16 — IBR DOS BIOMARCADORES NO CHOQUE TERMICO DE BAIXA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Valores do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) e respectivos gréficos de
radar. SOD- superéxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa
peroxidase, GR- glutationa redutase, G6PDH- glicose-6-fosfato desidrogenase, GSH- glutationa
reduzida e EROs- espécies reativas de oxigénio.
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FIGURA 17 — ESQUEMA DOS RESULTADOS DO IBR PARA O CHOQUE TERMICO DE 31°C E 15
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: Esquema ilustrativo dos valores gerais de IBR do encéfalo de Astyanax lacustris para o choque
térmico de 31 °C e 15 °C. Os peixes esquematicos coloridos destacam os periodos de exposi¢do que
apresentaram maior mobilizagéo do sistema antioxidante em relagao ao grupo controle (cinza claro).

4.3 RESPOSTAS DOS BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO ENTRE
TEMPERATURAS NO ENCEFALO DE A. lacustris

As diferencas nas respostas dos biomarcadores de estresse oxidativo no
encéfalo de A. lacustris entre temperaturas (15 °C e 31 °C) pode ser observada na
FIGURA 18. O primeiro eixo da PCA explica 24,96 % e o segundo eixo explica 16,66
% da variagao entre as temperaturas. Juntos, os dois eixos explicam 41,62 % da
variagao dos dados. Verificou-se que os biomarcadores SOD, CAT, GR, LPO, GSH e
EROs estao relacionados com a baixa temperatura (15 °C). Ja os biomarcadores GST,
GPx, G6PDH e PCO estao relacionados com a alta temperatura (31 °C).
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FIGURA 18 — BIPLOT DA PCA DOS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO DO ENCEFALO
DE Astyanax lacustris
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: Biplot da analise de componentes principais (PCA) dos biomarcadores do encéfalo de Astyanax
lacustris para as temperaturas de 31 °C e 15 °C. SOD- superéxido dismutase, CAT- catalase, GST-
glutationa S-transferase, GPx- glutationa peroxidase, GR- glutationa redutase, G6PDH- glicose-6-
fosfato desidrogenase, LPO- lipoperoxidagdo, PCO- carbonilacdo de proteinas, GSH- glutationa
reduzida e EROs- espécies reativas de oxigénio.

Os resultados obtidos a partir da MANOVA corroboram com a PCA. Os
marcadores bioquimicos SOD (p < 0,0001), CAT (p < 0,0001), GST (p < 0,0001), GPx
(p < 0,0001), GSH (p= 0,0023), PCO (p < 0,0001) e EROs (p= 0,0125) apresentaram
diferentes respostas entre as temperaturas de 15 °C e 31 °C. GR, G6PDH e LPO néo
apresentaram diferencas (p > 0,05).

Com relagao aos resultados obtidos na analise de correlagado de Spearman do
choque térmico de alta temperatura (FIGURA 19), a PCO apresentou correlagcao

positiva com a SOD (p= 0,0085), GST (p=0,0119) e GSH (p= 0,0021).
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FIGURA 19 — MATRIZ DE CORRELAGAO DOS BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NO
ENCEFALO DE Astyanax lacustris SUBMETIDO A ALTA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: Matriz de correlagao dos biomarcadores de defesa antioxidante com LPO, PCO e EROs. As
cores indicam a intensidade da correlagéo. Os valores do coeficiente de correlagdo estao representados
apenas para as correlagdes onde p < 0,05. SOD- superdxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa
S-transferase, GPx- glutationa peroxidase, GR- glutationa redutase, G6PDH- glicose-6-fosfato
desidrogenase, LPO- lipoperoxidagdo, PCO- carbonilagdo de proteinas, GSH- glutationa reduzida e
EROs- espécies reativas de oxigénio.

No choque térmico de baixa temperatura (FIGURA 20), a EROs apresentou
correlagdo negativa com a SOD (p= 0,0325), CAT (p= 0,0206) e GST (p= 0,0387). A
PCO apresentou correlacdo positiva com a GST (p= 0,0023), GR (p= 0,0013) e
G6PDH (p= 0,0367). A LPO apresentou correlagéo positiva com a SOD (p < 0,0001),
GPx (p=0,0288) e GR (p= 0,016).
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FIGURA 20 — MATRIZ DE CORRELACAO DOS BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NO
ENCEFALO DE Astyanax lacustris SUBMETIDO A BAIXA TEMPERATURA
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: Matriz de correlagao dos biomarcadores de defesa antioxidante com LPO, PCO e EROs. As
cores indicam a intensidade da correlagao. Os valores do coeficiente de correlagao estao representados
apenas para as correlagdes onde p < 0,05. SOD- superéxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa
S-transferase, GPx- glutationa peroxidase, GR- glutationa redutase, G6PDH- glicose-6-fosfato
desidrogenase, LPO- lipoperoxidagdo, PCO- carbonilagdo de proteinas, GSH- glutationa reduzida e
EROs- espécies reativas de oxigénio.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, as mudangas encontradas entre os tempos de exposigao para
cada biomarcador podem estar relacionadas ao ritmo circadiano, visto que em
determinados horarios do dia ha uma maior expressao dos genes enzimaticos da
defesa antioxidante (VERA; MIGAUD, 2016). A variabilidade individual dos peixes em
resposta ao choque térmico também pode estar associada a estes resultados, assim
como o trabalho cooperativo dos biomarcadores do sistema de defesa antioxidante
(CHADWICK; NISLOW; MCCORMICK, 2015). O aumento ou diminuigao da atividade
enzimatica ou da concentragao de alguns biomarcadores pode estar relacionado com
0 aumento ou diminuicdo de outros biomarcadores durante o controle do estresse
oxidativo (FADHLAOUI; COUTURE, 2016; MACHADO et al., 2014).

Os peixes utilizados neste trabalho foram mantidos em lagos artificiais de
piscicultura por aproximadamente 60 dias. Posteriormente, foram aclimatados durante
3 dias (72 horas) em tanques com caracteristicas fisico-quimicas da agua
semelhantes, pois a agua dos lagos artificiais, tanques e aquarios vieram da mesma
nascente. Lopes e colaboradores (2021) aclimataram A. lacustris durante 10 dias em
tanques e durante 24 horas nos aquarios onde os experimentos foram conduzidos.
Barbieri e colaboradores (2019) aclimataram Astyanax ribeirae durante 7 dias em
tanques e durante 1 hora nos aquarios experimentais para prevenir efeitos de
manipulacédo. Estes periodos encontrados na literatura estdo relacionados com a
capacidade de aclimatagdo que peixes do género Astyanax possuem quando
realocados para ambientes diferentes (PINHEIRO et al., 2019). Desta forma, foram
evitados efeitos de manipulagao nos resultados.

Nas secbes posteriores foram priorizadas as diferencas significativas entre
controle e tratamento para cada periodo de tempo, visto que é o foco principal deste
trabalho. O design metodoldgico apresenta um grupo controle para cada uma das
situagdes experimentais, e o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do choque

térmico em diferentes periodos de exposigao.
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5.1 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE ALTA TEMPERATURA NO ENCEFALO
DE A. lacustris

Na regido subtropical do Brasil a temperatura da agua, em condi¢des naturais,
pode ultrapassar 29 °C (HENNEMANN; PETRUCIO, 2011; TANIWAKI et al., 2013). A
variacao da temperatura é o principal fator abiotico relacionado com a fisiologia dos
peixes em todos os estagios de criacdo na piscicultura (ISLAM; KUNZMANN;
SLATER, 2021). O estresse oxidativo induzido pelo aumento da temperatura pode
acarretar problemas de saude, aumento de mortalidade e reducédo na expectativa de
vida de peixes (MADEIRA; VINAGRE; DINIZ, 2016). Situagdes como esta levariam a
perdas na produgédo com impacto econémico relevante (ISLAM et al., 2020).

O aumento da atividade da G6PDH indica a ativagcao da via das pentoses-
fosfato, que tem como produto final NADPH (GUILLEN et al., 2019). A atividade desta
enzima pode estar relacionada com a acumulagao de energia a partir da sintese de
acidos graxos, esteroides de colesterol e esfingolipidios (GRASSET et al., 2016;
KUMAR et al., 2016). Porém, o aumento da atividade da G6PDH em 2 h sugere que
houve disponibilizagdo de NADPH para a redugdao de GSSG em GSH pela GR,
aumentando a concentracdo de GSH nas células (MATVIISHYN et al.,, 2014;
MUTHAPPA et al., 2014).

A diminuicdo da atividade da GPx em 12 h e 72 h assemelha-se com os
resultados encontrados por Przepiura e colaboradores (2019) no encéfalo do peixe
antartico Notothenia rossii, onde houve diminuicao da atividade nos periodos iniciais
(6 e 12 h) e aumento nos periodos finais de exposicao (72 e 144 h). Apesar das
diferencas metabdlicas entre peixes subtropicais e polares, uma resposta similar foi
verificada entre as espécies. Estas respostas podem ser resultado de alteragdes na
tradugao do mRNA da GPx, que difere de acordo com a espécie e o 6rgao (SOUZA
et al., 2018). Similarmente, Topal e colaboradores (2021) verificaram uma diminuigéo
na expressao do mRNA da GPx no encéfalo da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
sob estresse de alta temperatura. Na ocasido, os autores sugeriram que este
resultado pode estar associado a uma mobilizagao inadequada da defesa antioxidante
no combate as EROs. Contudo, em nosso trabalho, a diminuigao da atividade da GPx
pode representar um carater responsivo da enzima a alta temperatura.

O aumento da concentracéao de GSH em 48 h pode indicar uma atuagéao direta

na detoxificagcdo de certas EROs, como o radical hidroxila (ZHANG et al., 2008). Klein
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e colaboradores (2017) verificaram que a exposi¢céo a longo prazo (6 dias) do peixe
antartico Notothenia coriiceps a alta temperatura (4 °C) ocasionou aumento na
concentracdao de GSH do encéfalo. Estes autores também destacaram a importancia
da GSH nesta condi¢cado experimental, sugerindo que ela e outros antioxidantes nao
enzimaticos poderiam substituir as peroxidases e atuar na primeira linha de defesa
contra o estresse oxidativo.

O aumento da atividade da GPx em 96 h pode estar associado a eliminagcado do
peréxido de hidrogénio formado na condi¢cédo de estresse térmico (CUI et al., 2020),
tendo em vista sua importancia para o encéfalo na protecdo dos neurbénios contra
danos (LUSHCHAK et al., 2005). No trabalho de Bagnyukova e colaboradores (2007)
com Carassius auratus, o goldfish, houve aumento da atividade da GPx do encéfalo
em 24 e 48 h apos transferéncia da baixa (3 °C) para a alta (23 °C) temperatura. Na
ocasiao, os autores sugeriram que este resultado poderia estar relacionado com uma
adaptacao a longo prazo para a alta temperatura. Contudo, neste trabalho, a GPx do
enceéfalo de A. lacustris parece ser responsiva a alta temperatura.

Nossos resultados mostram que os marcadores bioquimicos G6PDH, GSH e
GPx foram eficientes na neutralizagao de EROs no encéfalo de A. lacustris em 31 °C,
visto que nao houve aumento da concentragdao de LPO, PCO e EROs. Estes dados
também explicam a auséncia de alteragbes na concentragao/atividade dos demais
biomarcadores, sugerindo que nao foi necessaria a mobilizagdo dos outros
antioxidantes mensurados para a prevengao de danos oxidativos.

A temperatura da agua varia diariamente e sazonalmente (ASHLEY STEEL;
SOWDER; PETERSON, 2016), e organismos aquaticos conseguem tolerar uma
variagao de poucos graus celsius em relacdo a temperatura maxima que encontram
no meio em que habitam (LOGAN; BUCKLEY, 2015). Portanto, & possivel que A.
lacustris enfrente uma temperatura de 31 °C no verado. Nesse sentido, o controle do
estresse oxidativo durante um periodo curto de exposi¢ao a alta temperatura pode
estar relacionado com a adaptacao evolutiva da espécie (BIRNIE-GAUVIN et al.,
2017; LUSHCHAK, 2011).
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5.2 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO DE BAIXA TEMPERATURA NO ENCEFALO
DE A. lacustris

A agua da regiao subtropical do Brasil, em condi¢gbes naturais, pode chegar a
temperaturas menores que 16 °C (HAYASHI et al., 2011). O declinio da temperatura
da agua pode ocorrer devido as mudancas na incidéncia da radiagcéo solar, renovagao
da agua em lagoas e reservatérios e mudangas sazonais. No ambiente de piscicultura
estas mudancas podem ocorrer devido as praticas do manejo de peixes
(DONALDSON et al., 2008) e induzir estresse, 0 que compromete fisiologicamente os
individuos e pode inclusive levar a mortalidade (PANASE; SAENPHET; SAENPHET,
2018). Desta forma, para garantir uma produgao em grande quantidade e qualidade,
a temperatura é uma caracteristica da agua que demanda atencdo (REBOUCAS et
al., 2014).

A CAT desempenha importante papel na prevencao de danos oxidativos
catalisando a quebra do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (LIU et al., 2019).
Desta forma, o aumento da atividade da CAT em 2 h pode estar relacionado com
maior producao de peroxido de hidrogénio induzido pelo choque térmico de baixa
temperatura (GARCIA et al., 2015). No trabalho de Joy e colaboradores (2017) com
encéfalo de Etroplus suratensis, um peixe tropical, houve aumento da atividade da
CAT em 24, 48 e 72 h apds choque térmico de baixa temperatura (16 °C). Esse
resultado pode indicar que a CAT do encéfalo de A. lacustris € responsiva sob
estresse de baixa temperatura.

Em relacdo a defesa antioxidante, a G6PDH catalisa a sintese de NADPH,
cofator requerido para a reducao de GSSG em GSH pela GR (GARAI-IBABE; SAA;
PAVLOV, 2013). Contudo, a diminuicao da atividade da G6PDH em 6 h e a auséncia
de outras alteragcdes no encéfalo de A. lacustris neste mesmo periodo de exposigao
pode estar relacionado com um menor fornecimento de glicose-6-fosfato. Isso pode
indicar uma diminuigdo nas taxas de atividade enzimatica e consequente diminuigao
na demanda de ATP ocasionada pela baixa temperatura (Ql et al., 2013). De modo
parecido, no trabalho de Grasset e colaboradores (2016) com Perca flavescens, um
peixe de agua doce amplamente distribuido na América do Norte, verificou-se que a
atividade da G6PDH do rim ndo respondeu a mudanga da temperatura, provavelmente

devido ao seu papel principal na biossintese lipidica.
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No encéfalo de A. lacustris, em 96 h, houve uma diminui¢cdo na atividade da
CAT, e nenhuma outra alteracdo foi detectada neste periodo de exposicdo. Este
resultado pode estar relacionado as diferentes taxas de geragcao de EROs e demanda
da defesa antioxidante para cada periodo de exposigao. Além disso, diferengcas no
controle da transcricdo e tradugdo das enzimas de defesa antioxidante devem ser
consideradas (ZHANG et al., 2021).

Ap0s a exposigao de A. lacustris em 15 °C, verificou-se que a neutralizagao das
EROs no encéfalo ocorreu principalmente pela atividade da CAT. A auséncia de
alteragdes na concentracdo de LPO, PCO e EROs indicam que a CAT supriu a
demanda antioxidante no combate as EROs e evitou danos macromoleculares nos

periodos de exposicao testados.

5.3 RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES EM ALTA E BAIXA
TEMPERATURA

A aclimatacédo € o processo de manutengdo da homeostase fisioldgica, que
inclui respostas bioquimicas, entre elas a mobilizagdo da defesa antioxidante no
controle do estresse oxidativo (MADEIRA et al., 2016). A capacidade de aclimatagao
esta diretamente relacionada com a resisténcia que os peixes possuem frente as
alteragdes climaticas. Desta forma, as respostas fisioldgicas ocorridas em fungao das
mudancas da temperatura condizem com a sobrevivéncia da espécie e podem indicar
ameacas em cenarios futuros (CAMPQOS et al., 2019).

Os maiores valores de IBR para os grupos expostos em 31 °C e 15 °C presentes
em 2 h indicam uma resposta inicial do sistema de defesa antioxidante do encéfalo
para o controle do estresse oxidativo (JOY et al., 2017). Além do mais, as maiores
respostas dos marcadores antioxidantes até 48 h podem refletir na capacidade do
encéfalo de A. lacustris em mobilizar e modular eficientemente os antioxidantes. Para
Campos e colaboradores (2019), o aumento do valor de IBR é resultado de estresse
oxidativo, o que sugere baixa habilidade de aclimatagdo. Por outro lado, os baixos
valores de IBR em 72 e 96 h indicam que houve alta capacidade de aclimatagao de
A. lacustris em 31 °C e 15 °C.

Estas caracteristicas podem estar relacionadas as fungdes vitais que o encéfalo
cumpre no organismo, como a percepgao da mudanga de temperatura e sua

codificagdo em sinais nervosos e neuroendocrinos (MADEIRA; VINAGRE; DINIZ,
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2016; SERVILI et al., 2020). A composicao rica em lipidios e o alto metabolismo
oxidativo mitocondrial do encéfalo implicam na necessidade de um sistema
antioxidante robusto (LUSHCHAK et al., 2009).

5.4 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO ENTRE TEMPERATURAS NO ENCEFALO
DE A. lacustris

Em baixa temperatura pode ocorrer acumulo de elétrons em pontos especificos
da cadeia respiratéria em detrimento de uma menor fluidez da membrana
mitocondrial, aumentando a produgcdo de EROs (Ql et al.,, 2013). Ja em alta
temperatura os peixes podem apresentar um aumento na atividade natatéria (BEYAN
etal., 2015; ROSSI; BACCHETTA; CAZENAVE, 2017) e um aumento do metabolismo
celular, o que pode aumentar a producao de EROs (CARNEY ALMROTH et al., 2015).
Estas caracteristicas levam a diferentes respostas fisioldogicas nos organismos
aquaticos.

A SOD e a CAT fazem parte da primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo. A SOD catalisa as transformacbes de radicais superdoxidos em H20g,
enquanto que a CAT transforma o H202 em O2 e H20 (WOO; CHUNG, 2020). Os
resultados da PCA e MANOVA indicam maior participacdo destas enzimas no
encéfalo de A. lacustris sob choque térmico de baixa temperatura.

Ja sob efeito do choque térmico de alta temperatura, as enzimas glutationa-
dependentes e associadas GST, GPx e G6PDH parecem ser mais importantes no
controle do estresse oxidativo. No trabalho de Bagnyukova e colaboradores (2007)
com encéfalo de Carassius auratus (goldfish) as enzimas glutationa-dependentes
apresentaram atividade mais elevada sob exposicao ao choque térmico de alta
temperatura. Os autores destacaram a importancia destas enzimas para controlar a
concentracdo de danos oxidativos.

A relacdo da GR e G6PDH na PCA indica uma contribuicdo similar destas
enzimas para as temperaturas de 15 °C e 31 °C. Isso pode estar relacionado com a
funcdo de suprimento de substrato que estas enzimas desempenham, a partir da
renovacgao da GSH dependente de NADPH pela GR e na reciclagem do NADP+ pela
G6PDH (PENA-LLOPIS; FERRANDO; PENA, 2003).

As correlagbes negativas observadas representam uma associagao direta entre

o aumento/diminuigdo da concentracdo de EROs (responsaveis pela oxidagdo de
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proteinas e lipidios) com a concentragédo/atividade dos antioxidantes. Ja as
correlagcdes positivas indicam associagdes indiretas, pois entre a acido dos
antioxidantes e a ocorréncia de danos oxidativos existem os processos de produc¢ao
e neutralizagdo das EROs. A auséncia de correlagao para alguns biomarcadores pode
estar relacionada com a expresséo, regulacédo e maturagao das proteinas (MADEIRA
et al., 2013). Além disso, podem ocorrem respostas pontuais em funcdo da
temperatura (15 °C ou 31 °C) e intensidade do estresse, nao refletindo na resposta de

outros biomarcadores.
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6 CONCLUSOES

No choque térmico de alta temperatura (31 °C), a concentracdo de EROs até
96 h de exposigao foi controlada principalmente pela GSH e GPx, que desempenham
um importante papel antioxidante no encéfalo de A. lacustris. A GPx mostrou-se
sensivel ao aumento de temperatura em 12 e 72 h, destacando-se como um
importante biomarcador de choque térmico.

No choque térmico de baixa temperatura (15 °C), os resultados indicam que
houve o controle da producdo de EROs no encéfalo de A. lacustris em 2 h de
exposigcao, com aumento na atividade da CAT. As enzimas da primeira linha de defesa
contra o estresse oxidativo mostraram-se importantes na prevengao de danos
oxidativos.

Nao foram detectados danos oxidativos (LPO e PCO) e diferengas na
concentracdo de EROs nas temperaturas testadas de 15 °C e 31 °C. Desta forma, os
dados obtidos mostram que o encéfalo de A. lacustris mobiliza eficientemente o
sistema de defesa antioxidante para evitar danos macromoleculares, o que indica

capacidade de aclimatagcao nos periodos de exposi¢cao estudados.
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NUMERO DE AMOSTRAS UTILIZADAS NAS ANALISES

TABELA 1 — NUMERO DE AMOSTRAS UTILIZADAS PARA AS ANALISES ENZIMATICAS DO
ENCEFALO DE Astyanax lacustris EXPOSTO A 31 °C

Biomarcador Tempo Controle (23 °C) Tratamento (31 °C)

2h 10 10

6h 7 9

12 h 9 10

SOD 24 h 10 10
48 h 9 10

72 h 10 10

96 h 9 10

2h 10 10

6h 7 9

12h 9 10

CAT 24 h 10 10
48 h 9 10

72 h 10 10

96 h 9 10

2h 10 10

6h 7 9

12 h 9 10

GST 24 h 10 10
48 h 9 10

72 h 9 10

96 h 8 10

2h 10 10

6h 7 9

12 h 9 10

GPx 24 h 10 10
48 h 9 10

72 h 10 10

96 h 9 10

2h 10 10

6h 7 9

12 h 9 10

GR 24 h 10 10
48 h 9 10

72 h 10 10

96 h 9 10

2h 10 10

6h 7 9

12h 9 10

G6PDH 24 h 10 10
48 h 9 10

72 h 10 10

96 h 9 10

FONTE: O autor (2022).

NOTA: SOD- superoxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa
peroxidase, GR- glutationa redutase e G6PDH- glicose-6-fosfato desidrogenase.
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TABELA 2 — NUMERO DE AMOSTRAS UTILIZADAS PARA MENSURAR A CQNCENTRAQAO DOS
BIOMARCADORES ‘RELACIONADOS A DEFESA ANTIOXIDATE DO ENCEFALO DE Astyanax
lacustris EXPOSTO A 31 °C

Biomarcador Tempo Controle (23 °C) Tratamento (31 °C)
2h 10 9
6h 7 9
12 h 9 10
LPO 24 h 9 10
48 h 9 10
72 h 10 8
96 h 9 10
2h 10 10
6h 7 9
12h 9 10
PCO 24 h 10 10
48 h 9 9
72 h 10 10
96 h 9 10
2h 10 10
6h 7 9
12h 9 10
GSH 24 h 10 10
48 h 9 9
72 h 9 10
96 h 8 10
2h 8 10
6h 7 9
12h 8 9
EROs 24 h 8 8
48 h 9 10
72 h 10 10
96 h 9 8

FONTE: O autor (2022).
NOTA: LPO- lipoperoxidagdo, PCO- carbonilagdo de proteinas, GSH- glutationa reduzida e EROs-
espécies reativas de oxigénio.
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TABELA 3 — NUMERO DE AMOSTRAS UTILIZADAS PARA AS ANALISES ENZIMATICAS DO
ENCEFALO DE Astyanax lacustris EXPOSTO A 15 °C

Biomarcador Tempo Controle (23 °C) Tratamento (15 °C)

2h 9 8

6h 10 9

12 h 9 9

SOD 24 h 9 4
48 h 10 10

72 h 9 9

96 h 5 9

2h 9 9

6h 10 10

12h 9 9

CAT 24 h 9 4
48 h 10 10

72 h 9 9

96 h 5 9

2h 9 9

6h 10 10

12h 9 9

GST 24 h 9 4
48 h 10 10

72 h 9 9

96 h 5 9

2h 9 9

6h 10 9

12h 9 9

GPx 24 h 9 4
48 h 10 10

72 h 9 9

96 h 5 9

2h 9 9

6h 10 10

12h 9 9

GR 24 h 9 4
48 h 10 10

72 h 9 9

96 h 5 9

2h 9 9

6h 10 10

12 h 9 9

G6PDH 24 h 9 4
48 h 10 10

72 h 9 9

96 h 5 9

FONTE: O autor (2022).

NOTA: SOD- superoxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa
peroxidase, GR- glutationa redutase e G6PDH- glicose-6-fosfato desidrogenase.
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TABELA 4 — NUMERO DE AMOSTRAS UTILIZADAS PARA MENSURAR A CQNCENTRAQAO DOS
BIOMARCADORES ‘RELACIONADOS A DEFESA ANTIOXIDATE DO ENCEFALO DE Astyanax
lacustris EXPOSTO A 15 °C

Biomarcador Tempo Controle (23 °C) Tratamento (15 °C)
2h 9 9
6h 10 10
12 h 9 9
LPO 24 h 8 3
48 h 7 9
72 h 8 7
96 h 5 8
2h 9 8
6h 10 10
12h 9 9
PCO 24 h 9 3
48 h 10 10
72 h 9 9
96 h 5 9
2h 9 9
6 h 9 9
12h 8 9
GSH 24 h 9 4
48 h 10 10
72 h 9 9
96 h 5 9
2h 9 9
6h 10 10
12h 9 9
EROs 24 h 9 4
48 h 10 9
72 h 9 9
96 h 4 9

FONTE: O autor (2022).
NOTA: LPO- lipoperoxidagdo, PCO- carbonilagdo de proteinas, GSH- glutationa reduzida e EROs-
espécies reativas de oxigénio.



