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RESUMO 

 
As variações térmicas do ambiente aquático afetam os animais ectotérmicos, 

sobretudo os peixes, os quais são evolutivamente adaptados para ajustar seu metabolismo e 
manter a homeostase diante das variações na temperatura da água. No entanto, situações de 
estresse térmico muito intensas ou duradouras podem comprometer a estabilidade 
metabólica, fisiológica e também a sobrevivência dos peixes. Esta pesquisa teve como 
objetivo avaliar os efeitos do estresse térmico de baixa e alta temperatura no metabolismo 
de carboidratos e proteínas e na defesa antioxidante de Astyanax lacustris, uma espécie de 
peixe de água doce comum na região subtropical do Brasil, conhecida popularmente como 
lambari do rabo amarelo. Para isso, os exemplares de A. lacustris foram expostos a choque 
térmico de baixa temperatura (15 °C) e alta temperatura (31 °C), com controles a 23 °C e 
foram avaliados biomarcadores metabólicos de fígado, exposto ao choque térmico durante 
2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas; e de brânquias, expostas durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas. 
Os biomarcadores foram avaliados por métodos espectrofotométricos. No fígado sob 
estresse térmico de baixa temperatura, houve aumento na demanda energética durante as 
primeiras 48 h, necessário para o ajuste metabólico à baixa temperatura, com aumento na 
glicólise, no ciclo do ácido cítrico e no catabolismo de aminoácidos. Adicionalmente, em 31 
°C houve exportação de glicose nas primeiras 12 h de exposição e aumento no ciclo do ácido 
cítrico. O acetil-CoA, substrato da via, possivelmente foi originado da oxidação de lipídeos. 
As defesas antioxidantes não foram alteradas no fígado em 15 °C, ao contrário de 31 °C, em 
que houve alteração em vários marcadores da defesa antioxidante, indicando uma resposta à 
produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). Porém, o estresse oxidativo foi verificado 
em ambas as temperaturas de exposição, com ocorrência de danos oxidativos, detectados 
pela peroxidação lipídica a 15 °C e carbonilação de proteínas a 31 °C. Em brânquias, a baixa 
temperatura não provocou alterações na demanda energética e houve redução das defesas 
antioxidantes, com exceção de um aumento da glutationa peroxidase em 96 h. Por conta 
disso, o órgão esteve vulnerável à ação das EROs, ocorrendo aumento de carbonilação de 
proteínas em 12 h. Em alta temperatura, a resposta metabólica nas brânquias foi mais intensa, 
com aumento da glicólise e do ciclo do ácido cítrico, além da diminuição da via das pentoses 
fosfato. Ocorreu também elevação das defesas antioxidantes, verificado pela maior atividade 
da glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa S-transferase. Mas, o sistema de 
defesa antioxidante não foi capaz de proteger os tecidos da ação das EROs, pois ocorreu 
aumento de carbonilação de proteínas em 6 e 24 h, indicando estresse oxidativo pelo 
desequilíbrio entre a produção de EROs e sua capacidade de neutralização. Os resultados 
demostraram que as variações de temperatura provocam ajustes metabólicos em A. lacustris 
e, que as respostas adaptativas foram diferentes para temperaturas de inverno e verão e nos 
órgãos avaliados. No entanto, mesmo com a ocorrência de estresse oxidativo em lipídeos e 
proteínas no fígado; e em proteínas nas brânquias, A. lacustris conseguiu estabelecer a 
homeostase diante do estresse térmico, demonstrando que está adaptada às variações 
térmicas do ambiente. 
 

Palavras-chave: Homeostase. Estresse térmico. Metabolismo Energético. Espécies Reativas 
de Oxigênio. Estresse Oxidativo. 
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ABSTRACT 

 

The thermal variations of the aquatic environment affect ectothermic animals, 
especially fish, which are evolutionarily adapted to adjust their metabolism and maintain 
homeostasis in the face of variations in water temperature. However, very intense or long-
lasting heat stress situations can compromise the metabolic and physiological stability and 
also the survival of fish. This research aimed to evaluate the effects of low and high 
temperature heat stress on carbohydrate and protein metabolism and on the antioxidant 
defense of Astyanax lacustris, a species of freshwater fish common in the subtropical region 
of Brazil, popularly known as yellow tail lambari. For this, specimens of A. lacustris were 
exposed to low temperature (15 ° C) and high temperature (31 °C) heat shock, with controls 
at 23 °C, and metabolic biomarkers of liver exposed to heat shock during 2, 6, 12, 24, 48, 72 
and 96 hours; and gills, exposed for 2, 6, 12, 24, 48 and 96 hours. Biomarkers were evaluated 
by spectrophotometric methods. In the liver under low temperature heat stress, there was an 
increase in energy demand during the first 48 h, necessary for the metabolic adjustment at 
low temperature, with an increase in glycolysis, citric acid cycle and amino acid catabolism. 
Additionally, at 31 °C there was an export of glucose in the first 12 h of exposure and an 
increase in the citric acid cycle. Acetyl-CoA, the substrate of the pathway, possibly 
originated from the oxidation of lipids. Antioxidant defenses were not altered in the liver at 
15 °C, as opposed to 31 °C, where there were changes in several markers of antioxidant 
defense, indicating a response to the production of reactive oxygen species (ROS). However, 
oxidative stress was verified at both exposure temperatures, with the occurrence of oxidative 
damage, detected by lipid peroxidation at 15 °C and protein carbonylation at 31 °C. In gills, 
the low temperature did not cause changes in energy demand. There was a reduction in 
antioxidant defenses, with the exception of an increase in glutathione peroxidase at 96 h. 
Because of this, the organ was vulnerable to the action of ROS, with an increase in protein 
carbonylation occurring within 12 h. At high temperature, the metabolic response in the gills 
was more intense, with an increase in glycolysis and the citric acid cycle, in addition to a 
decrease in the pentose phosphate pathway. There was also an increase in antioxidant 
defenses, verified by the higher activity of glutathione peroxidase, glutathione reductase and 
glutathione S-transferase. However, the antioxidant defense system was not able to protect 
the tissues from the action of ROS, as there was an increase in protein carbonylation at 6 and 
24 h, indicating oxidative stress due to the imbalance between the production of ROS and 
its neutralization capacity. The results showed that temperature variations cause metabolic 
adjustments in A. lacustris and that the adaptive responses were different for winter and 
summer temperatures and in evaluated organs. However, even with the occurrence of 
oxidative stress on lipids and proteins in the liver; and in proteins in the gills, A. lacustris 
managed to establish homeostasis in the face of thermal stress, demonstrating that it is 
adapted to the thermal variations of the environment. 
 

Keywords: Homeostasis. Thermal stress. Energy metabolism. Reactive Oxygen Species. 
Oxidative Stress. 
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NADH - Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida 
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TCA – Ácido tricloroacético 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 TEMPERATURA COMO AGENTE ESTRESSOR AO METABOLISMO  

 

Metabolismo é definido como o complexo de processos físicos e químicos 

envolvidos na manutenção da vida e pode ser compreendido como uma atividade altamente 

coordenada nas células, em que as vias metabólicas operam juntas para obter energia 

química, além de converter, sintetizar ou degradar moléculas necessárias para as funções 

celulares (POL; FLIK; GORISSEN, 2017). 

Quando ocorrem mudanças nas condições fisiológicas das células e dos tecidos que 

ameaçam o estado de homeostase metabólico do organismo, ocorre o estresse (BALASCH; 

TORT, 2019; BARTON, 2002). A temperatura é um importante fator ambiental que afeta os 

processos bioquímicos e fisiológicos dos animais, uma vez que a temperatura do ambiente 

interfere na velocidade das reações bioquímicas e das rotas metabólicas; além de determinar 

a temperatura do corpo dos animais ectotérmicos (FICKE; MYRICK; HANSEN, 2007; 

HARDEWIG; PÖRTNER; DIJIK, 2004; POL; FLIK; GORISSEN, 2017).  

Os peixes ectotérmicos, que estão sujeitos às mudanças sazonais na temperatura 

corporal por estarem diretamente expostos às variações térmicas da água, podem ajustar suas 

taxas fisiológicas para compensar alterações de temperatura, geralmente determinada por 

mudanças no metabolismo em um período de aclimatação (LERMEN, LAPPE; CRESTANI, 

2004). Este ajuste metabólico é resultado de um processo de adaptação ao longo da evolução, 

permitindo que estes animais sobrevivam às perturbações que causam estresse, com a 

manutenção do estado homeostático (BARTON, 2002), o que os torna um importante 

modelo de estudo. 

Segundo Pörtner (2002), os limites de tolerância térmica variam entre as espécies, 

sendo mais amplos em espécies de regiões tropicais e temperadas do que polares (PECK; 

CONWAY, 2000). Ambientes aquáticos marinhos, representados por grandes massas de 

água, geralmente são mais estáveis em relação a mudanças de temperatura do que tributários 

de água doce, nos quais a ictiofauna é mais afetada, pois experimenta variações de 

temperatura em maiores níveis do que os animais marinhos (HARDEWIG; PÖRTNER; 

DIJIK, 2004).  

Situações de estresse desencadeiam alterações bioquímicas, selecionadas 

evolutivamente, que permitem ao organismo elaborar uma resposta metabólica e restaurar a 
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homeostase; mas, quando o estresse é muito intenso ou muito duradouro, pode comprometer 

os mecanismos de resposta e consequentemente prejudicar a saúde e bem estar do animal 

(BARTON, 2002). 

O ajuste metabólico de peixes e sua habilidade em exibir atividades normais em 

temperaturas extremas sugerem que os processos celulares são mantidos em níveis 

apropriados após um período de aclimatação térmica (GERLACH, TURAY, MALIK, 1990). 

O limite da tolerância térmica de um animal é indicado pela sua capacidade aeróbica, com a 

queda de níveis de oxigênio nos fluidos corporais e diminuição da capacidade de ventilação 

e circulação; em altas temperaturas, a demanda excessiva de oxigênio causa níveis 

insuficientes nos fluidos, enquanto que em baixas temperaturas a capacidade aeróbica 

mitocondrial é insuficiente. Mudanças de temperatura além dos níveis de tolerância 

provocam a transição para o metabolismo anaeróbio, provocando insuficiência progressiva 

dos níveis de energia (PÖRTNER, 2002).  

As respostas ao estresse são classificadas em três graus, sendo o primeiro deles 

caracterizado por alterações endócrinas, como aumento nos níveis de catecolaminas como a 

epinefrina e corticosteroides, principalmente o cortisol; o segundo envolve mudanças 

fisiológicas e bioquímicas e a terceira resposta compreende o comprometimento do 

desempenho do organismo, como crescimento, comportamento e susceptibilidade a doenças, 

podendo afetar a sua sobrevivência (BARTON, 2002; SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 

2009). 

A resposta endócrina com o aumento dos níveis de catecolaminas e corticosteroides 

no plasma sanguíneo induz vários ajustes metabólicos, como a mobilização das reservas de 

energia, provocando hiperglicemia, diminuição de glicogênio nos tecidos, lipólise, inibição 

da síntese de proteínas e alterações nas enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos 

(ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2015; BARTON, 2002; CHENG et al., 2017; 

LIU; DONG; ZHOU, 2019; MARTÍNEZ-PORCHAS; MARTÍNEZ-CÓRDOVA; RAMOS-

ENRIQUEZ, 2009; SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009; SOPINKA et al., 2016).  

 

1.2 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E BIOMARCADORES UTILIZADOS 

PARA AVALIAR O ESTRESSE 

 

O estresse é um componente inerente da vida de todos os peixes e o estudo de seus 

padrões pode mostrar a eficácia de sobrevivência destes animais, indicando seus ajustes 
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homeostáticos (SCHRECK; TORT, 2016). A medição do estresse provocado pelas 

mudanças ambientais com a utilização de parâmetros metabólicos como indicadores é uma 

importante ferramenta para compreensão do processo evolutivo de adaptação e biogeografia 

de peixes, permitindo inferir sobre como estes animais estão adaptados (SOPINKA et al., 

2016) e serão capazes de sobreviver a futuras mudanças ambientais, como o aquecimento 

global, além de subsidiar a seleção de espécies para a aquicultura e condições mais 

adequadas de manejo. 

Dentre o metabolismo dos carboidratos, as vias energéticas são as principais vias 

metabólicas estudadas em relação à resposta ao estresse. Nestas vias, os eventos de oxidação 

da glicose até a produção de ATP nas células podem ser estudados e fornecer respostas 

importantes de como o organismo enfrenta a situação de estresse.  

Os níveis de glicose no sangue são controlados pelo fígado sob a ação de 

hormônios, como insulina, glucagon e cortisol (CONDE-SIEIRA; SOENGAS, 2017; HAN 

et al., 2016; MARTÍNEZ-PORCHAS; MARTÍNEZ-CÓRDOVA; RAMOS-ENRIQUEZ, 

2009; POL; FLIK; GORISSEN, 2017) e sua origem pode ser da alimentação, de vias 

gliconeogênicas ou de glicogenólise (ENES et al., 2009). O excesso de glicose pode ser 

estocado na forma de glicogênio no fígado e nos músculos pela glicogênese ou convertido 

em lipídeos no fígado (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002) (FIGURA 1).  

Quando um organismo está em estado alimentado, os produtos da via glicolítica são 

utilizados para a síntese de ácidos graxos pela lipogênese nos hepatócitos; ao passo que, 

quando em jejum, o fígado secreta glicose através da quebra de glicogênio (glicogenólise) 

ou pela síntese da glicose a partir de outros substratos, tais como aminoácidos e piruvato 

(gliconeogênese) (RUI, 2014). A enzima glicogênio fosforilase (GP) atua na glicogenólise, 

ao catalisar a degradação de glicogênio, produzindo glicose 1-fosfato, enquanto que a 

enzima glicose 6-fosfatase (G6Pase) promove a catálise da última reação da gliconeogênese 

e glicogenólise, que é a hidrólise da glicose 6-fosfato em glicose e fosfato inorgânico (Pi) 

(HAN et al., 2016; MITHIEUX; RAJAS; GAUTIER-STEIN, 2004; RUI, 2014) sendo 

enzimas essenciais no controle da homeostase da glicose. 

Em condições aeróbicas, a glicose segue pela via glicolítica no citoplasma, ciclo do 

ácido cítrico (ciclo de Krebs) e pela cadeia transportadora de elétrons nas mitocôndrias (RUI, 

2014). A glicólise é a única rota para catabolismo da glicose em todos os organismos, 

incluindo os peixes (FIGURA 1); este processo consiste na oxidação progressiva de uma 
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molécula de glicose (composta por 6 carbonos) em 2 moléculas de piruvato (compostas por 

3 moléculas de carbono) (ENES et al., 2009; HAN et al., 2016). 

 
FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS VIAS METABÓLICAS RESPONSÁVEIS PELA 

MANUTENÇÃO DA HOMEOSTASE DA GLICOSE 

 
FONTE: Adaptado de Enes (2009). 

 

A regulação da via glicolítica é dependente da atividade de três enzimas chave, cujo 

sentido das reações na glicólise é irreversível: hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK) 

e piruvato quinase (PK) (ENES et al., 2009). A HK realiza a primeira reação da glicólise, 

oxidando a glicose em glicose 6-fosfato; a PFK realiza a terceira etapa da glicólise, 

convertendo frutose 6-fostafo em frutose 1,6-bifosfato, sendo a enzima chave para inserção 

da glicose na via glicolítica; e a PK atua na décima e última etapa da glicólise, convertendo 

fosfoenolpiruvato (PEP) em piruvato (HAN et al., 2016).  

A segunda etapa de oxidação da glicose ocorre após a formação do piruvato, com 

sua oxidação a acetil e introdução no ciclo do ácido cítrico ou ciclo de Krebs. Nesta etapa, 
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ocorre a oxidação dos grupos acetil em gás carbônico (CO2), com a redução dos 

transportadores de elétrons dinucleotídeo de flavina e adenina (FADH2) e nicotinamida 

adenina dinucleotídeo (NADH), os quais são oxidados na cadeia transportadora de elétrons. 

A enzima que atua incorporando os grupos acetil no ciclo do ácido cítrico é a citrato sintase 

(CS), outro biomarcador importante que indica metabolismo aeróbico nas células. A enzima 

malato desidrogenase (MDH), atua na última etapa do ciclo do ácido crítico, catalisando a 

reação reversível de malato em oxaloacetato (MUSRATI, et al., 1998). 

Além da via aeróbica, as células podem realizar a fermentação, processo anaeróbico 

no qual atua a enzima lactato desidrogenase (LDH), situada no citosol, possui função 

glicolítica, que catalisa a etapa final da glicólise anaeróbica ao realizar redução de piruvato 

em lactato, em que os níveis de LDH refletem a capacidade de produção de energia anaeróbia 

e, portanto, o nível de resistência à deficiência de oxigênio durante o estresse térmico (HAN 

et al., 2016; ZAKHARTSEV et al., 2004); esta enzima também realiza a reação reversa, 

convertendo lactato em piruvato durante o ciclo de Cori, já descrito em peixes (GUILLEN 

et al., 2019). 

Além das vias energéticas, a glicose também pode seguir a rota das pentoses-

fosfato, levando à produção de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) para 

biossíntese de lipídeos ou defesa antioxidante, com a síntese de ribose 5-fosfato para a 

produção de nucleotídeos (ENES et al., 2009; HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002). 

O desvio de moléculas para a via das pentoses fosfato é realizado pela enzima glicose 6-

fosfato desidrogenase (G6PDH) (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002), portanto, 

esta enzima pode ser utilizada como um marcador de anabolismo em peixes; além disso, o 

NADPH produzido pela G6PDH é um metabólito importante também para a proteção celular 

contra os danos oxidativos (PEDRÓN et al., 2017). 

 

1.3 METABOLISMO DE PROTEÍNAS E BIOMARCADORES UTILIZADOS PARA 

AVALIAR O ESTRESSE 

 

Os aminoácidos podem ser utilizados como substrato energético ou para a 

gliconeogênese, ao serem catabolizados em piruvato ou em intermediários do ciclo do ácido 

cítrico. Nesses processos, são realizadas reações de desaminação, catalisadas por enzimas, 

como glutamato desidrogenase e aminotransferases (LI; ZHENG; WU, 2020).  
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Após a retirada dos grupos amino dos aminoácidos glicogênicos nas mitocôndrias 

dos hepatócitos, os esqueletos de carbono remanescentes (na forma de piruvato e α-

cetoglutarato), são prontamente catalisados para a gliconeogênese ou para o ciclo do ácido 

cítrico (LI; ZHENG; WU, 2020). Os α-cetoácidos podem ser convertidos em intermediários 

do ciclo do ácido cítrico, como, piruvato, oxaloacetato, fumarato, succinil-CoA ou α-

cetoglutarato, o quais também são precursores da gliconeogênese (RUI, 2014). 

Enzimas que atuam nesse processo podem ser utilizadas como bioindicadoras da 

utilização de aminoácidos como fonte energética, como a glutamato desidrogenase (GLDH), 

que é uma enzima mitocondrial que atua de forma reversível na reação de conversão de 

glutamato em α-cetoglutarato e amônia, enquanto reduz NAD(P)+ em NAD(P)H 

(PLAITAKIS, et al., 2017). 

Outras enzimas utilizadas para identificar o metabolismo de aminoácidos são as 

transaminases: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). A ALT 

catalisa a conversão reversível de alanina e α-cetoglutarato em piruvato e glutamato; ao 

passo que a enzima AST atua na conversão, também reversível, de oxaloacetato e glutamato 

em aspartato e α-cetoglutarato (LI; ZHENG; WU, 2020). 

 

1.4 METABOLISMO ANTIOXIDANTE E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Radicais livres são átomos, íons ou moléculas que contém elétrons 

desemparelhados, os quais são altamente reativos quimicamente (LUSHCHAK, 2011). 

Dentre os radicais livres, as espécies reativas de oxigênio (EROs) são formadas durante a 

redução parcial do oxigênio molecular na cadeia transportadora de elétrons (LUSHCHAK, 

2011), tornando-se moléculas quimicamente reativas resultantes dos processos metabólicos 

de organismos aeróbios. Em torno de 2% do oxigênio utilizado como aceptor final de 

elétrons durante a respiração celular é convertido em ânion superóxido, um tipo de ERO 

(ABELE; PUNTARULO, 2004). Além disso, outros processos moleculares, em outras 

organelas, como reações enzimáticas, também podem produzir EROs. 

A redução parcial do oxigênio durante a cadeia transportadora de elétrons 

mitocondrial leva à produção de moléculas intermediárias (EROs) altamente reativas, sendo 

as principais: o radical superóxido (O2•-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical 

hidroxila (OH•) (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; CADENAS, 1989). Inicialmente é formado 

o ânion O2•-, podendo levar à formação de H2O2 e o OH•, que é o mais danoso das EROs 



28 
 

(CADENAS, 1989). Como o H2O2 tem alta difusão pelas membranas celulares e um período 

de vida longo, na presença de íons metálicos como o Fe2+, pode formar OH• pela reação de 

Fenton (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; CADENAS, 1989). 

Situações de estresse ambiental causam aumento na produção de EROs, levando ao 

estresse oxidativo dentro das células (CADENAS, 1989; VINAGRE et al., 2012), o que pode 

ocasionar danos moleculares, como carbonilação de proteínas (PCO), peroxidação lipídica 

(LPO) e redução no comprimento de telômeros (SOPINKA et al., 2016). Nos organismos, 

as enzimas antioxidantes, incluindo a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) 

induzem respostas antioxidantes e fornecem uma proteção importante contra o estresse 

oxidativo induzido por EROs, sendo que estas enzimas são importantes indicadoras de 

estresse ambiental (FIGURA 2) (DALZOCHIO, et al., 2016; LUSHCHAK; 

BAGNYUKOVA, 2006).  

A defesa antioxidante de um organismo envolve a proteção por enzimas que 

degradam as EROs, tais como a SOD, que converte o O2•- em H2O2; a CAT, que converte o 

H2O2 em água e oxigênio e a GPx, que reduz H2O2 à água, à custa da conversão da glutationa 

reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). A GR atua na recuperação da GSH, possibilitando a 

manutenção do ciclo redox da glutationa (FIGURA 2) (BARBOSA et al., 2010). A defesa 

antioxidante não enzimática compreende moléculas, como ácido ascórbico (vitamina C), 

glutationa (tiol não proteico), α-tocoferol (vitamina E) e carotenoides (CADENAS, 1989).  

 
FIGURA 2 – SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE 

 
FONTE: Barbosa et al. (2010). Legenda: O2

- - radical superóxido; SOD - superóxido dismutase; H2O2 – 
peróxido de hidrogênio; OH- – radical hidroxila; O2 – gás oxigênio; H2O - água; GPx – glutationa peroxidase; 
GSH – glutationa reduzida; GSSG = glutationa dissulfeto; Grd: glutationa redutase; NADP+ - Nicotinamida 
adenina dinucleotídeo fosfato oxidada; NADPH – nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida. 
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A produção de EROs está relacionada positivamente com a concentração de 

oxigênio no organismo e com as taxas respiratórias; quando o aumento da produção de EROs 

excede a habilidade do organismo em extinguir estas espécies reativas com seu sistema 

antioxidante, ocorre o estresse oxidativo, danificando componentes celulares (BIRNIE-

GAUIVIN et al., 2017). Ou seja, o termo estresse oxidativo é usado para um estado em que 

há desequilíbrio no balanço entre a geração e a eliminação das EROs. Este desequilíbrio 

ocorre quando há um aumento na produção de EROs ou quando as defesas antioxidantes são 

insuficientes para conter as EROs, provocando distúrbio na homeostase redox (BIRNIE-

GAUVIN et l., 2017; LUSHCHAK; BAGNYUKOVA; 2006; PAITAL; CHAINY; 2015).   

Quando não neutralizadas as EROs oxidam biomoléculas, como lipídeos, proteínas, 

açúcares e ácidos nucleicos, diminuindo ou anulando suas funções biológicas, e 

consequentemente, prejudicando a fisiologia celular (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; 

CADENAS, 1989; PAITAL; CHAINY; 2015). Os danos em lipídeos ocorrem nas cadeias 

de ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs), normalmente formando peróxidos, em um 

processo chamado de peroxidação lipídica (LUSHCHAK, 2011). Os produtos finais da 

peroxidação lipídica podem, inclusive, reagir com outras moléculas, como proteínas 

(LUSHCHAK, 2011). As EROs também podem reagir com o DNA e os danos podem levar 

ao envelhecimento e provocar doenças, como câncer (HALLIWELL, 2006). 

 

1.5 RIO IGUAÇU E Astyanax lacustris COMO MODELO DE ESTUDOS  

 

A região subtropical brasileira apresenta clima do tipo Cfb (Clima Temperado 

Oceânico - classificação Köppen), que se estende do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, 

Paraná até a região de Campos do Jordão em São Paulo e de Itatiaia no Rio de Janeiro. Este 

clima é caracterizado por ser temperado, com verões amenos, tendo média de temperatura 

nos meses mais quentes menor que 22 °C, com pelo menos 4 meses ao ano acima de 10 °C 

(ITCG, 2008); as chuvas são uniformemente distribuídas, sem estação seca e com a formação 

de geadas nos invernos (EMBRAPA, 2012).  

O sul do estado do Paraná, situado na região sul do Brasil, apresenta estações do 

ano bem definidas e temperaturas que variam de -1 °C no inverno até 34 °C no verão 

(EMBRAPA, 2012). Lermen et al. (2004) destacam que a temperatura da água na região 

subtropical brasileira pode variar entre mínimas de 15 °C até máximas de 30 °C. As 

temperaturas da água do rio Iguaçu variam entre 15,5 °C a 28,8 °C entre inverno e verão 
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(NARDELLI et al., 2016), uma amplitude térmica que exerce pressão seletiva sobre a 

ictiofauna de água doce desta região. 

O rio Iguaçu possui uma extensão de 1.320 km, formado pelo encontro dos rios Iraí 

e Atuba, em Curitiba, e deságua no rio Paraná em Foz do Iguaçu no oeste do estado do 

Paraná. A bacia do rio Iguaçu cobre uma superfície de 70.800 Km2 e é dividida em três 

unidades hidrológicas: Baixo Iguaçu, Médio Iguaçu e Alto Iguaçu (PARANÁ, 2006, 2010). 

Maack (1968) considera este rio como geologicamente antigo, mas rejuvenescido pelos 

processos de soerguimento, que caracterizam seu curso com corredeiras e saltos, alternados 

por meandros e várzeas.  

O rio Iguaçu apresenta alta compartimentalização em seu curso, devido à sua 

formação geológica e as barreiras artificiais (GARAVELLO; SAMPAIO, 2010). Além 

disso, este tributário do Rio Paraná apresenta um grande desnível em seu leito, em torno de 

830 m que, somado ao surgimento das Cataratas do Iguaçu, há 22 milhões de anos, isolou as 

populações de peixes dos rios Iguaçu e Paraná (SEVERI; CORDEIRO, 1994). Estes fatores 

provocaram barreiras à sua ictiofauna, que em muitos casos se constitui de espécies 

endêmicas.  

Os peixes de água doce do gênero Astyanax são abundantes em número de espécies, 

que estão amplamente distribuídas na região Neotropical, sendo encontradas desde os 

estados do Texas e Novo México nos Estados Unidos até a Patagônia, na Argentina 

(ORNELAS-GARCÍA; DOMÍNGUEZ-DOMÍNGUEZ; DOADRIO, 2008). Sua grande 

distribuição geográfica se deve principalmente à sua alta plasticidade fenotípica e capacidade 

de se adequar e sobreviver em diversos habitats, sendo extremamente rápido seu ajuste 

fisiológico a ambientes novos (ORNELAS-GARCÍA; DOMÍNGUEZ-DOMÍNGUEZ; 

DOADRIO, 2008). 

As espécies de Astyanax são amplamente utilizadas para alimentação, aquarismo, 

piscicultura e como bioindicadoras de qualidade ambiental, uma vez que adversidades 

ambientais afetam as condições metabólicas destes peixes (WARREN et al., 2020). No 

estudo de Marandel et al. (2020), foi demonstrado que Astyanax mexicanus é eficiente em 

utilizar carboidratos como recurso energético, e isto deve-se ao fato de que estes animais 

têm hábito onívoro e respondem à sinalização pela insulina, tornando os representantes deste 

gênero importantes para estudos de ajustes no metabolismo energético devido a alterações 

nas condições ambientais. 
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A espécie Astyanax lacustris Garutti e Britski, 2000 (LUCENA; SOARES, 2016), 

popularmente conhecida como lambari do rabo amarelo, é registrada na região subtropical 

da América do Sul (LUCENA; SOARES, 2016). São peixes de pequeno porte (10 – 15 cm 

de comprimento), que habitam pequenos lagos, riachos e rios, com hábito alimentar onívoro 

(FIGURA 3) (BENNEMANN et al., 2005; VIANA; SUAREZ; LIMA-JUNIOR, 2013). 

 
FIGURA 3 – EXEMPLAR DE Astyanax lacustris 

 
FONTE: Baumgartner et al. (2012)  

 

Esta espécie é considerada como um bom modelo em estudos ambientais 

(GNOCCHI et al., 2020; MACÊDO et al., 2020; STEVANATO; OSTRENSKY, 2018; 

ZAFRA-LEMOS et al., 2021), desde biogeográficos e evolutivos, até bioquímicos, 

utilizados como bioindicadores de alterações ambientais, como alterações climáticas e de 

contaminação. Os fatores que favorecem sua utilização em estudos ambientais são a sua 

ampla distribuição geográfica, abundância, facilidade de coleta na natureza e de manejo em 

condições laboratoriais (ORNELAS-GARCÍA; DOMÍNGUEZ-DOMÍNGUEZ, 

DOADRIO, 2008).  
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CAPÍTULO I - EFEITOS DO ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA E ALTA 

TEMPERATURA NO METABOLISMO ENERGÉTICO E NO SISTEMA DE 

DEFESA ANTIOXIDANTE NO FÍGADO DO PEIXE DE ÁGUA DOCE Astyanax 

lacustris (CHARACIDAE, CHARACIFORME) 

 

 

RESUMO 

 

Os peixes subtropicais estão expostos às variações sazonais de temperatura que 
impõem ao seu metabolismo um conjunto de adaptações necessárias para a manutenção da 
homeostase. Neste estudo, foram abordados os efeitos da variação de temperatura no 
metabolismo de Astyanax lacustris, uma espécie de peixe de água doce comum na região 
subtropical do Brasil. Para isso, foram utilizados biomarcadores do metabolismo de 
carboidratos e proteínas, da defesa antioxidante e de danos oxidativos, avaliados no fígado 
de exemplares de A. lacustris expostos a choque térmico de baixa temperatura (15 °C) e alta 
temperatura (31 °C), com controles a 23°C, durante 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Em baixa 
temperatura, houve aumento na glicólise, no ciclo do ácido cítrico e no catabolismo de 
aminoácidos, demonstrando alta demanda energética, necessária para o ajuste metabólico ao 
frio. Em alta temperatura, ocorreu exportação de glicose nas primeiras 12 horas de exposição 
e aumento no ciclo do ácido cítrico. Possivelmente o acetil-CoA, substrato do ciclo do ácido 
cítrico, foi originado da oxidação de lipídeos. As defesas antioxidantes não foram alteradas 
em baixa temperatura, ao contrário dos peixes expostos ao calor, que sofreram alterações em 
vários marcadores da defesa antioxidante, indicando uma resposta à produção de EROs. O 
estresse oxidativo foi verificado tanto em baixa quanto em alta temperatura, com ocorrência 
de danos oxidativos em lipídeos em 15 °C e em proteínas a 31 °C; porém, em baixa 
temperatura, a espécie consegue se recuperar dos danos oxidativos nos lipídeos. 
 

Palavras-chave: Defesa antioxidante.  Metabolismo energético. Peixe de água doce. Estresse 

térmico. Biomarcadores metabólicos. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A temperatura é o fator abiótico de maior importância para os ecossistemas 

aquáticos, sobretudo para organismos ectotérmicos, como a maioria dos peixes, afetando 

diretamente seus processos metabólicos e consequentemente influenciando o crescimento, 

nutrição, reprodução, comportamento e distribuição biogeográfica (GOLOVANOV, 2012; 

LERMEN et al., 2004).  

A faixa de temperatura na qual uma espécie de peixe consegue manter suas funções 

fisiológicas depende dos mecanismos adaptativos e evolutivos que lhe permitiram 

sobreviver nas condições térmicas de seu ambiente (YAMASHITA; YABU; OJIMA, 2010) 

e quando as variações de temperatura ultrapassam os limites ótimos mínimos e máximos de 

tolerância, geram estresse térmico. As respostas metabólicas ao estresse devem ser 

consideradas como um mecanismo adaptativo que permitem ao organismo manter o estado 

homeostático diante do fator estressante até estar ajustado à nova condição ambiental 

(BALASCH; TORT, 2019; BARTON, 2002).  

A biogeografia dos peixes é determinada, entre outros fatores, pela faixa de 

temperatura na qual conseguem sobreviver e manter suas taxas metabólicas ótimas. Desta 

forma, os limites de tolerância térmica variam entre as espécies de peixes, sendo mais amplos 

nas regiões com maiores oscilações térmicas na água, como nos rios e lagos, em comparação 

com os ambientes marinhos (PECK; CONWAY, 2000; PÖRTNER, 2002). Os grandes 

volumes de água dos ecossistemas marinhos fazem com que tenham maior estabilidade 

térmica em relação aos ambientes de água doce, nos quais os peixes são mais afetados pelas 

mudanças de temperatura e são expostos a pressões seletivas mais severas em relação à 

variação térmica da água (BALASCH; TORT, 2019; HARDEWIG; PÖRTNER; DIJK, 

2004). 

A plasticidade fenotípica determina a capacidade de resiliência de um organismo 

em relação às mudanças ambientais e é caracterizada pela manifestação de diferentes 

fenótipos a partir da regulação da expressão gênica, da atividade de proteínas e da 

epigenética. Em ambientes cujas condições oscilam periodicamente, como as mudanças 

sazonais, a plasticidade fenotípica reversível é favorecida pela seleção natural. Esta 

plasticidade permite a aclimatação do indivíduo a partir da remodelação de seus processos 

fisiológicos repetidamente, para compensar os efeitos da mudança ambiental (BEAMAN; 

WHITE; SEEBACHER, 2016).  
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O fígado participa diretamente na manutenção da homeostase, pois controla funções 

fisiológicas vitais, como metabolismo nutricional, excreção e detoxificação (POLAKOF et 

al., 2012; SUN; WU; YU, 2019).  As funções do fígado são controladas pela insulina e outros 

hormônios metabólicos (RUI, 2014) e, a investigação de biomarcadores metabólicos neste 

órgão pode indicar o estado nutricional, homeostático e patológico de um organismo.  

Neste sentido, as respostas fisiológicas do fígado são importantes durante o estresse 

térmico e estudos têm demonstrado que variações de temperatura podem provocar danos 

oxidativos e alterações metabólicas nas vias energéticas (BAGNYUKOVA et al., 2007; 

ROSSI; BACCHETTA; CAZENAVE, 2017; VARIS; HAVERINEN; VORNANEN, 2016; 

VINAGRE; MADEIRA; MENDONÇA, 2014; WANG; PAN, 2019).   

Devido à sua abundância e ampla distribuição geográfica, as espécies de Astyanax 

são consideradas de relativa importância para estudos de padrões biogeográficos, evolutivos 

e de biomonitoramento de condições ambientais e contaminação (BUENO-KRAWCZYK et 

al., 2015; CARRASCO-LETELIER et al., 2006; CHUNG, 2000; LORO et al., 2015; 

NIMET; GUIMARÃES; DELARIVA, 2017; ORNELAS-GARCÍA; DOMÍNGUES-

DOMÍNGUEZ. DOADRIO, 2008; SIQUEIRA-SILVA et al., 2015). 

O lambari do rabo amarelo Astyanax lacustris Garutti e Britski, 2000 (LUCENA; 

SOARES, 2016), é um pequeno peixe (até 14 cm de comprimento), com hábito alimentar 

onívoro (BENNEMANN et al., 2005; VIANA; SUAREZ; LIMA-JUNIOR, 2013) e de 

importância para a aquicultura neotropical, usado na alimentação humana e como isca viva 

na pesca esportiva (NASCIMENTO et al., 2017). Além disso, sua produção comercial tem 

ganhado destaque nos últimos anos nas regiões sul e sudeste brasileiras, como atividade 

sustentável econômica e ambientalmente em comunidades rurais, na produção de iscas vivas 

para criadouros de peixes carnívoros e com vistas para a substituição de Sardinella spp., 

reduzindo assim a pressão pesqueira sobre os estoques naturais de sardinha (FONSECA; 

COSTA-PERCE; VALENTI, 2017). 

O entendimento dos mecanismos fisiológicos e da capacidade de ajuste metabólico 

de peixes submetidos ao estresse térmico é importante para compreender como as espécies 

estão adaptadas ao seu habitat, para estabelecer previsões de impactos em relação às 

alterações climáticas globais e para subsidiar o manejo comercial, com vistas à piscicultura.  
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 
 

Investigar os efeitos do estresse térmico no metabolismo de carboidratos e 

proteínas, na defesa antioxidante e em danos oxidativos, no fígado de A. lacustris, sob a 

condição de choque térmico de baixa e alta temperatura. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 
 

 Investigar as possíveis variações na atividade das enzimas do metabolismo 

energético: glicose 6-fosfatase (G6Pase), glicogênio fosforilase (GP), hexoquinase (HK), 

fosfofrutoquinase (PFK), piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), citrato 

sintase (CS) e malato desidrogenase (MDH), promovidas por estresse térmico de baixa e alta 

temperatura no fígado de A. lacustris; 

 Avaliar as possíveis alterações na atividade das enzimas do metabolismo de 

proteínas: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e glutamato 

desidrogenase (GLDH), promovidas por estresse térmico de baixa e alta temperatura no 

fígado de A. lacustris; 

 Investigar as possíveis variações na atividade das enzimas do sistema de defesa 

antioxidante: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-tranferase (GST), 

GPx (glutationa peroxidase), GR (glutationa redutase) e G6PDH (glicose 6 fosfato 

desidrogenase) e níveis de glutationa reduzida (GSH), promovidas pelo estresse térmico de 

baixa e alta temperatura no fígado de A. lacustris;  

 Avaliar a ocorrência de danos oxidativos em lipídeos e em proteínas, quantificando 

a peroxidação lipídica (LPO) e a carbonilação de proteínas (PCO), frente à estresse térmico 

de baixa e alta temperatura no fígado de A. lacustris. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 COLETA E ACLIMATAÇÃO DE Astyanax lacustris 

 

A licença ambiental de coleta de animais foi obtida via Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (SISBIO/ICMBio: número 63551-1) e a licença de 

experimentação animal foi obtida na Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (CEUA-BIO/UFPR: número 1228).  

Para os experimentos de estresse térmico de baixa e alta temperatura, os espécimes 

de A. lacustris (n = 280; CP: 6,17 ± 0,87 cm; peso médio: 9,15 ± 3,4 g) foram coletados com 

auxílio de redes de pesca (tecido de multifilamento, malha de 12 mm entre os nós) em lagos 

artificiais no Centro de Pesquisas e Extensão em Aquicultura Ildo Zago, situado no 

município de União da Vitória-PR, região sul do Brasil (26°13'12.15"S; 51° 7'51.07"O), 

pertencente à bacia hidrográfica do rio Iguaçu (FIGURA 1), onde foram realizados os 

experimentos.  

 
FIGURA 1 - MAPA DE LOCALIZAÇÃO  

 
Nota: A bacia hidrográfica do rio Iguaçu está destacada em cinza.  Os municípios de Curitiba e Foz do Iguaçu 
indicam o início e o término da bacia do rio Iguaçu, respectivamente. O município de União da Vitória e a 
piscicultura Ildo Zago indicam onde os animais foram coletados e o experimento foi realizado. 
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Os peixes coletados foram transferidos para tanques com revestimento de azulejo 

com capacidade de 830 litros, com água de nascente própria, em fluxo contínuo (vazão de 4 

L/min), em temperatura de 23 °C (BUENO-KRAWCZYK et al., 2015; LERMEN et al., 

2004), com fotoperíodo 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 

aeração constante, durante 3 dias para aclimatação (SILVA; OLIVEIRA, 2017) nas 

seguintes condições físico-químicas da água: oxigênio dissolvido (9,31 ± 2,17 mg/L), 

amônia tóxica (NH3) (0,009 ± 0,004 mg/L), pH (7,4 ± 0,31), nitrato (0,00 mg/L), nitrito 

(0,00 mg/L), dureza (75 ± 9 mg/L de CaCO3) e sem presença de cloro residual. 

 

2.2 EXPERIMENTOS DE CHOQUE TÉRMICO 

 

Após a aclimatação, os peixes foram separados randomicamente e transferidos 

diretamente para aquários com água nas temperaturas de 15 ±1 °C ou 31 ±1 °C (LERMEN 

et al., 2004), configurando o choque térmico de baixa e alta temperatura, respectivamente. 

Para cada situação experimental (temperatura e tempo), foi mantido um grupo controle a 23 

±1 °C. Os peixes ficaram expostos às temperaturas estabelecidas durante 2, 6, 12, 24, 48, 72 

e 96 horas, totalizando 10 indivíduos por situação experimental, os quais foram retirados 

aleatoriamente de dois aquários diferentes, caracterizando duplicata (FIGURA 2). A 

densidade máxima em cada aquário foi de 1,8 g de peixe/L de água (CHUNG, 2000; 

VIEIRA; CORREIRA; MOREIRA, 2013). 

Os aquários configuravam sistemas estáticos, limpos por sucção a cada 2 dias (nos 

experimentos acima de 24 horas), com aproximadamente 50 % da água renovada (LERMEN 

et al., 2004). Nos aquários foram instalados previamente termostatos eletrônicos submersos 

(Aqua One®, VigoAr® e Atman®, com potência de 100 W), para regulação e controle da 

temperatura. Os peixes condicionados à temperatura de 15 °C foram colocados em aquários 

no interior de um refrigerador horizontal (Consul/530 L), com controlador digital de 

temperatura (TC-900E POWER/07).  

Os peixes foram alimentados diariamente com ração comercial para peixes (Supra® 

Aqua Line, com teor de proteína de 42 %), em uma proporção de 1 % do peso animal 

(CHUNG, 2000; LERMEN et al., 2004). A alimentação foi realizada de forma simultânea 

nos grupos controles e experimentais. O primeiro dia de aclimatação foi o primeiro dia do 

fornecimento de alimentos e a última alimentação foi fornecida entre 22 e 24 horas antes da 
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eutanásia (MADEIRA et al., 2016; VINAGRE et al., 2014), para evitar interferências do 

estado nutricional nos resultados (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002; SOUZA et 

al., 2018). Durante a alimentação, foram realizadas observações da mobilidade e ingestão de 

alimento pelos peixes. Ao fim de cada experimento, os peixes foram anestesiados com 20 

mg L-1 de benzocaína (a partir de uma solução estoque de 0,1 % (p.v-1) em etanol a 95%) e 

eutanasiados com secção medular, sendo imediatamente dissecados e o fígado coletado em 

gelo e armazenado em nitrogênio líquido. 

 
FIGURA 2 - DESIGN EXPERIMENTAL E AMOSTRAGEM 

 
Nota: para cada temperatura testada (15°C e controles à 23ºC ou 31°C e controles à 23ºC), foram realizados 
experimentos em duplicata (representadas pelas réplicas) e com dois tempos simultâneos (com exceção de 12 
horas). Os tempos de exposição em cada temperatura testada foram de 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. As 
situações experimentais conduzidas simultaneamente foram nos tempos de 2 e 6 horas, 24 e 48 horas e 72 e 96 
horas. A tabela representa o número de peixes que sobreviveram ao final dos experimentos. 
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2.3 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

As análises foram realizadas em triplicata, com condições ótimas de pH, 

concentração de substrato saturante e em temperatura ambiente de 22 °C (ROBINSON, 

2008) em espectrofotômetro de microplaca (Epoch Microplate Sprectrophotometer, BioTek, 

Winooski, VT, USA). A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método de 

Bradford (1976), utilizando Coomassie Brilliant Blue G-250 e albumina de soro bovina 

(BSA) como padrão, com absorbância medida em 595 nm. Os níveis de atividade enzimática 

foram expressos em unidades internacionais (U), sendo 01 U igual a 01 μmol de substrato 

convertido em produto por minuto. A atividade enzimática específica foi expressa em U por 

miligramas de proteína (U.mg-1).  

 

2.3.1 Determinação da atividade das enzimas do metabolismo de carboidratos e proteínas 
 

As amostras de fígado foram pesadas e homogeneizadas em 50 mM de tampão Tris-

HCl (pH 7,4), numa proporção de 1:5 (p v-1) em banho de gelo, sonicadas por 15 segundos 

(máximo de 18 J) para ruptura das estruturas subcelulares e centrifugadas a 14.000 G a 4 °C 

por 10 minutos. O sobrenadante foi obtido para determinação da atividade enzimática. 

A atividade da glicogênio fosforilase (GP, EC 2.4.1.1) foi determinada segundo 

Milligan (2003), como modificações propostas por Chang et al. (2007). O sistema de reação 

foi preparado em 45 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,0) contendo, 0,34 mM de 

NADP+, 4 μM de glicose-1, 6- bifosfato, 0,1 mM de EDTA, 15 mM de MgCl2, 1,6 U/mL 

de fosfoglicomutase, 12 U/mL de glicose-6-fosfato desidrogenase, 1,6 mM de 5’ AMP e 0,2 

mg/mL de glicogênio. A redução de NADP+ a NADPH foi acompanhada em absorbância 

de 340 nm. 

A atividade da glicose-6-fosfatase (G6Pase, EC 3.1.3.9) foi medida conforme a 

metodologia estabelecida por (FATHI et al., 2002). O meio de reação foi preparado com 

50mM de tampão imidazol (pH 7,4), 0,9 mM de EDTA, 13,25 mM de glicose-6-fosfato e 

17,5 mM de NaOH. A reação foi interrompida com adição de solução de verde de malaquita 

(contendo molibdato de amônia, verde de malaquita e Tween) e o fosfato inorgânico 

formado foi medido em absorbância de 600 nm. 

A atividade da hexoquinase (HK, EC 2.7.1.1) foi mensurada conforme Baldwin et 

al. (2007), com acompanhamento da redução de NAPD+ na presença de glicose-6-fosfato 



45 
 

desidrogenase (G6PDH), em sistema de reação contendo 50 mM de tampão imidazol (pH 

7,4) 2 mM de glicose, 2 mM de ATP, 10 μM de MgCl2, 0,4 mM de NADP+, 1 mM de 

ditiotreitol, 2 mM de KCl e 0,3 U/mL de G6PDH, em comprimento de onda de 340 nm. 

A atividade da fosfofrutoquinase (PFK, EC 2.7.1.11) foi avaliada seguindo a 

metodologia de Baldwin et al. (2007), em sistema de reação com tampão Tris-HCl a 50 mM 

(pH 8,2), 10 mM de MgCl2, 1 mM de ATP, 0,15 mM de NAPH, 0,15 mM de NADH, 2 mM 

de AMP, 250 mM de KCl, 1 U/mL de glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH), 1,2 U/mL 

de aldolase (ALD), 10 U/mL de triose fosfato isomerase (TPI) e 5 mM de frutose-6-fosfato, 

em comprimento de onda de 340nm. 

A atividade da piruvato quinase (PK, EC 2.7.1.40) foi determinada a partir da 

oxidação de NADH em NAD+ durante a formação de lactato a partir do piruvato gerado 

pela desfosforilação de fosfoenolpiruvato (LEVESQUE et al., 2002), em meio de reação 

com tampão imidazol a 50 mM (pH 7,4), 10 mM de MgCl2, 25 mM de KCl, 150 μM de 

NADH, 5 mM de ADP, 5 mM de fosfoenolpiruvato (PEP) e 9 U/mL de lactato desidrogenase 

(LDH). A absorbância foi medida em 340 nm. 

A atividade da lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) foi medida a partir da 

oxidação de NADH, decorrente da conversão de piruvato a lactato (THUESEN; 

MCCULLOUGH; CHILDRESS, 2005), em sistema de reação contendo tampão Tris HCl a 

50 mM (pH 7,4), 1 mM de piruvato de sódio, 100 mM de KCl e 0,25 mM de NADH, com 

absorbância medida em 340 nm. 

A atividade da citrato sintase (CS, EC 4.1.3.7) foi determinada a partir do complexo 

de CoA-SH com 5,5’ – ditio-bis-(ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) (SABOROWSKI; 

BUCHHOLZ, 2002). O meio de reação foi formado com 50 mM de tampão Tris HCl (pH 

7,4), 100 mM de KCl, 1 mM de EDTA, 200 μM de DTNB, 200 μM de acetil-SCoA e 500 

μM de oxaloacetato, com absorbância em 412 nm. 

A atividade da malato desidrogenase (MDH, EC 1.1.1) foi verificada com a 

conversão de malato em oxaloacetato, com medição da oxidação de NADH (CHILDRESS; 

SOMERO, 1979), em meio de reação com tampão Tris-HCl a 50 mM (pH 7,4), 0,4 mM de 

oxaloacetato, 20 mM de MgCl2 e 150 μM de NADH, com absorbância medida em 340nm. 

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) foi medida 

conforme Ciardiello, Camardella e Di Prisco (1995), com a redução de NADP+ com a 

oxidação de glicose-6-fosfato. O sistema de reação consistiu em 100 mM de tampão Tris-



46 
 

HCl (pH7,4), 0,2 mM de NADP+ e 1 mM de glicose-6-fosfato, com leitura em absorbância 

de 340 nm. 

A atividade da glutamato desidrogenase (GLDH, EC 1.4.1.3) foi determinada pela 

formação de NADPH, a partir da oxidação de NADP+, conforme Ciardiello et al. (2000), 

em sistema de reação contendo tampão Tris HCl a 100 mM (pH 7,4), 2 mM de NADP+, 0,8 

mM de ADP e 40 mM de L-glutamato. A absorbância foi medida em 340 nm. 

A atividade da aspartato aminotransferase / transaminase glutâmico-oxalacética 

(AST/TGO, EC 2.6.1.1), foi determinada a partir de kit comercial (Gold Analisa Diagnóstica 

Ltda, referência: 352, MS 80022230149), com formação de glutamato e oxaloacetato, com 

absorbância medida em 505 nm. 

A atividade da alanina aminotransferase / transaminase glutâmico pirúvica 

(ALT/TGP, EC 2.6.1.2), foi realizada a partir de kit comercial (Gold Analisa Diagnóstica 

Ltda, referência 353, MS 80022230150), com formação de glutamato e piruvato, com 

absorbância medida em 505 nm. 

 

2.3.2 Determinação da atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidante e glutationa 
reduzida (GSH) 

 

As amostras de fígado foram pesadas e homogeneizadas em 50 mM de tampão Tris-

HCl (pH 7,4), numa proporção de 1:5 (p v-1) em banho de gelo e centrifugadas a 12.000 G a 

4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi obtido para determinação dos níveis de marcadores 

de estresse oxidativo. 

A atividade da superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada pelo 

método de Crouch et al. (1981), pela capacidade de inibição da redução de cloreto de azul 

de nitrotetrazólio (NBT) para azul formazan pelo superóxido (O2-), que é gerado pela 

hidroxilamina em solução alcalina. O sistema de reação foi preparado com 0,05 mM de 

EDTA, 100 μM de NBT e 36,85 mM de cloreto de hidroxilamina em 91 mM de tampão 

carbonato de sódio (pH 10,2), com absorbância medida em 560 nm.  

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pela degradação de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) em oxigênio e água, em meio de reação contendo 50 mM de 

tampão Tris-HCl (pH 8,0), 30 mM de H2O2. A redução da absorbância do H2O2 foi 

acompanhada em 240 nm (AEBI, 1984).  
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A atividade da glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) foi medida através da 

oxidação de NADPH. A enzima utiliza glutationa reduzida (GSH) para reduzir peróxido 

orgânico originando glutationa dissulfídica (GSSG). Esta última é reduzida pela enzima 

glutationa redutase (GR) utilizando elétrons doados pelo NADPH (WENDEL, 1981). O 

meio de reação continha 0,1 M de tampão fosfato de sódio (pH 7,0), 2 mM de azida sódica, 

0,2 mM de NADPH, 2 mM de GSH, 1 U/mL de GR e 0,5 mM de H2O2, com absorbância 

medida em 340 nm. 

A atividade da glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7) foi mensurada de acordo com 

a metodologia de Sies et al. (1979), na conversão de GSSG em GSH, em 0,1 M de tampão 

fosfato de potássio (pH 7,6) em EDTA 5 mM, 0,5 mM de NADPH e 5 mM de GSSG. A 

absorbância foi medida em 340 nm. 

A atividade da glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) foi avaliada após a 

conjugação do grupo tiol da GSH ao substrato de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), onde 

forma-se como produto da reação, o conjugado GS-DNB, conforme Keen, Habig e Jakoby 

(1976). O meio de reação foi formado com 0,1 M de tampão fosfato de potássio (pH 6,5), 

1,5 mM de GSH e 2 mM de CDNB. A absorbância foi medida em 340 nm. 

Os níveis de glutationa reduzida e outros tióis foram determinados através da 

metodologia de Sedlak e Lindsay (1968).  O método baseia-se na precipitação de proteínas 

e posterior reação de tióis não proteicos com 0,16 mM do ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico 

(DTNB), gerando um produto que absorve luz em 415 nm. Os valores foram expressos em 

nmol de tióis por mg de proteína. 

 

2.3.3 Determinação de marcadores de danos oxidativos  
 

Para a determinação da peroxidação lipídica (LPO), foi utilizado o método de 

TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico), descrito por Federici, Shaw e Handy 

(2007), com modificações. O método consiste na medição de um dos produtos finais da 

peroxidação lipídica, o malondialdeído (MDA), cuja reação com o ácido tiobarbitúrico 

(TBA) pode ser lida em absorbância de 535 nm. Os valores foram expressos em μmols de 

MDA por mg de proteína. 

O dano oxidativo em proteínas (PCO) foi determinado pelo método de Levine et al. 

(1994), que consiste na reação das proteínas carboniladas com 2,4-dinitrofenilhidrazina 



48 
 

(DNPH), formando dinitrofenil hidrazonas que podem ser medidas em absorbância de 360 

nm. Os resultados foram expressos em nmols de carbonilas por mg de proteína. 

 

2.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados dos biomarcadores avaliados foram padronizados (z-transformados) e 

centralizados, considerando a média como 0 e o desvio padrão como 1 (SCHIELZETH, 

2010). Para comparação estatística do efeito da variável tempo de exposição ou as possíveis 

interações entre as variáveis tempo de exposição e temperatura, os dados foram submetidos 

à análise de variância (ANOVA 2 fatores), a um nível de 5% de significância. Em caso de 

evidência de efeito significativo do fator tempo ou interação entre tempo e temperatura, foi 

aplicado como teste post hoc o teste de Tukey, para cada variável resposta, a um nível de 

5% de significância. 
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3 RESULTADOS 

 

Foram observadas 11 mortes (3,9 %) nos peixes durante os ensaios, ocorridas nos 

grupos controles (8 peixes) e tratamento à 15 °C (3 peixes). Os resultados da ANOVA 

(Tabelas 1 e 2) indicam os marcadores que sofreram alterações significativas entre as 

variáveis temperatura e tempo (controle versus tratamento ao longo dos períodos de 

exposição) e somente ao longo do tempo (controle e tratamento variaram juntos). Os níveis 

de atividade enzimática de todos os marcadores avaliados são apresentados nas Tabelas 3, 

4, 5 e 6. 

Foi observado que os peixes mantidos a 15 °C apresentaram baixa atividade 

natatória e pouca ingestão de alimentos, enquanto que os peixes a 31 °C apresentaram maior 

atividade natatória e se alimentaram imediatamente após a oferta de alimento, consumindo-

o totalmente. 

 

3.1 EFEITOS DA BAIXA E ALTA TEMPERATURA NO METABOLISMO DE 

CARBOIDRATOS E PROTEÍNAS 

 

Os níveis de atividade enzimática dos marcadores do metabolismo de carboidratos 

e proteínas para as temperaturas de 15 °C e 23 °C estão apresentados na Tabela 3. A redução 

da temperatura para 15 °C não afetou a atividade das enzimas GP, HK, PK, LDH, MDH e 

G6PDH (FIGURA 6 – A, B, C, D, E, F, respectivamente) no fígado dos animais, quando 

comparadas com as atividades encontradas nos grupos controles.  

 

FIGURA 3 – BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS DO FÍGADO DE A. 
lacustris QUE NÃO SOFRERAM ALTERAÇÕES COM O ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA 

TEMPERATURA 
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Legenda: GP-glicogênio fosforilase; HK-hexoquinase; PK-piruvato quinase; LDH- lactato desidrogenase; 
MDH-malato desidrogenase; G6PDH-Glicose-6-fosfato desidrogenase. Nota: os grupos controles (23 °C) são 
mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são mostrados com barras pretas. As letras 
sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

A redução da temperatura para 15 °C aumentou a atividade da G6Pase hepática em 

72 horas (33 %) e diminuiu em 12 horas (46 %) e 24 horas (47 %) (FIGURA 4). 
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FIGURA 4 – ATIVIDADE DA G6PASE DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 
DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

A redução da temperatura para 15 °C aumentou a atividade da PFK hepática em 2 

horas (103%) e 48 horas (110 %) (FIGURA 5). 

 

FIGURA 5 – ATIVIDADE DA PFK DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO DE 
BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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A redução da temperatura para 15 °C aumentou a atividade da CS hepática em 12 

horas (60 %) e 24 horas (88 %) (FIGURA 6).  

 
FIGURA 6 – ATIVIDADE DA CS DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO DE 

BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação ao metabolismo de proteínas, a redução da temperatura para 15 °C 

aumentou em 115 % a atividade da GLDH hepática em 2 horas (FIGURA 7). 

 
FIGURA 7 – ATIVIDADE DA GLDH DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 

DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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A redução da temperatura para 15 °C não influenciou a atividade da AST hepática 

(FIGURA 8). 

 
FIGURA 8 – ATIVIDADE DA AST DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO DE 

BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

A redução da temperatura para 15 °C aumentou a atividade da ALT hepática em 6 

horas (89 %), 12 horas (117 %) e 24 horas (92 %) e diminuiu 39 % em 72 horas (FIGURA 

9). 

 
FIGURA 9 – ATIVIDADE DA ALT DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO À CHOQUE TÉRMICO DE 

BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais.  Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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Em relação às variações na atividade enzimática ao longo do tempo nos 

experimentos à baixa temperatura, a atividade da GP aumentou em 6 horas a 15 °C e 23 °C, 

quando comparada com os demais tempos de exposição (FIGURA 3 – A). A G6Pase 

aumentou a atividade em 72 e 96 horas nos grupos a 23 °C, quando comparados com 2 e 24 

horas e 2, 12 e 48 horas, respectivamente; nos grupos a 15 °C, diminuiu a atividade em 12 

horas, quando comparada com 2, 6, 72 e 96 horas e aumentou a atividade em 72 e 96 horas, 

quando comparada com 2, 12, 24 e 48 horas (FIGURA 4). A HK não teve alteração de 

atividade ao longo do tempo (FIGURA 3 – B). A PFK aumentou a atividade no grupo a 15 

°C em 2 horas de exposição, quando comparada aos demais horários, e diminuiu a atividade 

em 12 horas a 15 °C, em relação a 96 horas (FIGURA 5). A PK diminuiu a atividade em 6 

horas à 15 °C e à 23 °C, quando comparada com todos os demais horários (FIGURA 3 – C). 

A LDH aumentou a atividade em 2 e 6 horas a 15 °C e 23 °C, quando comparada com todos 

os demais horários (FIGURA 3 – D). A CS aumentou a atividade em 6 e 12 horas no grupo 

a 23 °C, quando comparada com 48 horas e 48 e 72 horas, respectivamente; enquanto no 

grupo a 15 °C, aumentou a atividade em 6, 12 e 24 horas, quando comparada com 48, 72 e 

96 horas, 2, 48, 72 e 96 horas e 48 e 96 horas, respectivamente (FIGURA 6). A MDH 

aumentou a atividade em 2 e 6 horas a 15 °C e 23 °C, quando comparadas com 12, 24, 48, 

72 e 96 horas (FIGURA 3 – E). A atividade da G6PDH aumentou em 12 e 72 horas a 15 °C 

e 23 °C, em relação a 2, 6, 24, 48 e 72 horas e 6, 48 e 96 horas, respectivamente (FIGURA 

3 - F). A GLDH aumentou a atividade em 2 horas a 23 °C, quando comparada com 6 e 48 

horas, e a 15 °C, quando comparada com 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas (FIGURA 7). A AST 

diminuiu a atividade a 15 °C e 23 °C em 2, 6, 12 e 96 horas, quando comparadas com 24, 48 

e 72 horas, 24, 48 e 72 horas, 24 e 48 horas e 24 horas, respectivamente (FIGURA 8). A 

ALT diminuiu a atividade em 6, 12 e 24 horas a 23 °C, quando comparadas com 72 e 96 

horas, 72 horas e 72 horas, respectivamente, e aumentou a atividade a 15 °C em 12 horas, 

quando comparada com 2 e 72 horas (FIGURA 9). 

Os níveis de atividade enzimática dos marcadores do metabolismo de carboidratos 

e proteínas para as temperaturas de 31 °C e 23 °C estão apresentados na Tabela 4. Em relação 

ao metabolismo de carboidratos, o aumento de temperatura para 31 °C não alterou a 

atividade das enzimas GP, HK, PFK, PK, MDH e G6PDH (FIGURA 10 – A, B, C, D, E, F, 

respectivamente), quando foram comparados os grupos a 31 °C com seus respectivos 

controles.  
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FIGURA 10 – BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS DO FÍGADO DE A. 
lacustris QUE NÃO SOFRERAM ALTERAÇÕES COM O ESTRESSE TÉRMICO DE ALTA 

TEMPERATURA 

 
Legenda: GP-glicogênio fosforilase; HK-hexoquinase; PFK-fosfofrutoquinase; PK-piruvato quinase; MDH-
malato desidrogenase; G6PDH-Glicose-6-fosfato desidrogenase. Nota: os grupos controles (23 °C) são 
mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são mostrados com barras pretas. As letras 
sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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Foi observado aumento da atividade da G6Pase em 12 horas (46 %) e diminuição 

de 56% em 24 horas (FIGURA 11), com o aumento de temperatura para 31 °C. 
 

FIGURA 11 – ATIVIDADE DA G6PASE DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE 
TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

O aumento de temperatura para 31 ° C provocou diminuição em 55 % da atividade 

da LDH em 48 horas (FIGURA 12). 

 
FIGURA 12 – ATIVIDADE DA LDH DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 

DE ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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O aumento de temperatura para 31 °C provocou aumento na atividade da CS em 2 

horas (69 %) e 12 horas (75 %) (FIGURA 13). 

 
FIGURA 13 – ATIVIDADE DA CS DO FÍGADO DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO DE 

ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação ao metabolismo de proteínas, o aumento da temperatura para 31 °C não 

afetou a atividade da GLDH, AST e ALT hepáticas (FIGURA 14 – A, B e C, 

respectivamente). 

 
FIGURA 14 – BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE PROTEÍNAS DO FÍGADO DE A. lacustris 

SOB ESTRESSE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 
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Legenda: GLDH-glutamato desidrogenase; AST-aspartato aminotransferase; ALT-alanina aminotransferase. 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
 

Em relação às variações na atividade enzimática ao longo do tempo nos 

experimentos à alta temperatura, a atividade da GP aumentou em 6 horas a 31 °C e 23 °C, 

quando comparada com 48 e 72 horas (FIGURA 10 – A). A atividade da G6Pase diminuiu 

em 24 horas a 31 °C, quando comparada com 6, 12, 72 e 96 horas, e diminuiu em 48 horas 

no grupo a 23 °C, quando comparada com 72 e 96 horas (FIGURA 11). A atividade da HK 

diminuiu em 72 e 96 horas a 31 °C e 23 °C, quando comparada com 2 e 48 horas (FIGURA 

10 - B). A atividade da PFK aumentou em 2, 72 e 96 horas a 31 °C e 23 °C, quando 

comparada com 2, 24 e 48 horas, 12 e 24 horas e 6, 12, 24, 48 e 72 horas, respectivamente 

(FIGURA 10 - C). A atividade da PK diminuiu em 2 e 6 horas a 31 °C e 23 °C, quando 

comparadas com 12, 24, 48, 72 e 96 horas, respectivamente, e aumentou em 12 horas a 31 

°C e 23 °C, quando comparada com 24, 72 e 96 horas (FIGURA 10 - D). A atividade da 
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LDH aumentou em 6 horas a 31 °C e 23 °C, quando comparada com os demais horários e 

aumentou à 23 °C em 2 e 48 horas, quando comparada com 12, 24 e 72 horas (FIGURA 12). 

A atividade da CS aumentou em 6 horas a 31 °C e 23 °C, quando comparada com 2, 12, 24, 

48, 72 e 96 horas; diminuiu em 48 horas, quando comparada com 12 e 96 horas e aumentou 

em 2 e 12 horas a 31 °C, quando comparada com 12 e 48 horas e 24, 48, 72 e 96 horas, 

respectivamente (FIGURA 13). A atividade da MDH aumentou em 2, 6 e 96 horas a 31 °C 

e 23 °C, quando comparadas com 6, 12, 24, 48 e 72 horas, 12, 24, 48, 72 e 96 horas e 12, 24, 

48 e 72 horas, respectivamente (FIGURA 10 - E). A atividade da G6PDH aumentou em 12 

horas à 31 °C e 23 °C, quando comparados com os demais horários (FIGURA 10 - F). A 

atividade da GLDH aumentou em 12, 24 e 72 horas a 31 °C e 23 °C, quando comparada com 

2, 6, 48 e 96 horas (FIGURA 14 - A). A atividade de AST diminuiu em 2, 6 e 12 horas a 31 

°C e 23 °C, quando comparada com 12, 24 e 72 horas, 24 e 72 horas e 24 horas e aumentou 

em 24 e 72 horas a 31 °C e 23 °C, quando comparada com 48 e 96 horas e 96 horas, 

respectivamente (FIGURA 14 - B). A atividade de ALT aumentou em 24 e 72 horas a 31 °C 

e 23 °C, quando comparada com 2 e 6 horas e 6 horas, respectivamente (FIGURA 14 - C). 

 

3.2 EFEITOS DA BAIXA E ALTA TEMPERATURA NO SISTEMA DE DEFESA 

ANTIOXIDANTE E DANOS OXIDATIVOS 

 

Os níveis dos marcadores de defesa antioxidante de atividade enzimática, 

concentração de GSH e de danos oxidativos dos grupos submetidos a 15 e 23 °C constam na 

Tabela 5. A redução da temperatura para 15 °C não afetou a atividade das enzimas SOD, 

CAT, GPx, GR e GST (FIGURA 15 – A, B, C, D e E, respectivamente), nem os níveis de 

GSH (FIGURA 15 – F), quando comparamos os grupos experimentais com seus respectivos 

controles.  

 
FIGURA 15 – BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE HEPÁTICA DE A. lacustris QUE 

NÃO SOFRERAM ALTERAÇÕES COM O ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA 
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Legenda: SOD-superóxido dismutase; CAT-catalase; GPx-glutationa peroxidase; GR-glutationa redutase; 
GST-Glutationa-S-transferase; GSH-glutationa reduzida. Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com 
barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras 
indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Os dados são apresentados em média ± erro 
padrão da média. 
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Considerando os danos moleculares do estresse oxidativo, foi observada 

diminuição de 56 % da LPO em 48 horas e aumento de 600 % em 72 horas de exposição a 

15 °C (FIGURA 16 – A) e não houve variação na PCO (FIGURA 16 - B).  
 

 

FIGURA 16 – BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS EM FÍGADO DE A. lacustris SOB 
ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Legenda: LPO-peroxidação lipídica e PCO-carbonilação proteica. Nota: os grupos controles (23 °C) são 
mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são mostrados com barras pretas. As letras 
sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação às variações nos marcadores ao longo do tempo nos experimentos de 

baixa temperatura, a atividade da SOD diminuiu em 24 horas a 15 °C e 23 °C, quando 

comparada com 12 e 96 horas (FIGURA 15 – A). A atividade da CAT aumentou em 2, 6, 

12 e 24 horas a 15 °C e 23 °C, quando comparadas com 48, 72 e 96 horas (FIGURA 15 – 

B). A atividade da GPx aumentou em 48 e 96 horas a 15 °C e 23 °C quando comparadas 

com todos os demais tempos (FIGURA 15 – C). A atividade da GR diminuiu em 12 horas a 

15 °C e 23 °C, em relação a 24 e 48 horas e aumentou em 24 horas a 15 °C e 23 °C, quando 

comparada com 72 e 96 horas (FIGURA 15 – D). A atividade da GST aumentou em 6 e 72 

horas a 15 °C e 23 °C, em comparação com 2, 12, 24 e 48 horas e com 12 e 48 horas, 

respectivamente (FIGURA 15 – E). Os níveis de GSH aumentaram em 2 e 6 horas a 15 °C 

e 23 °C, quando comparados com 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas e 24 e 72 horas, 

respectivamente (FIGURA 15 – F). Os níveis de LPO aumentaram em 48 horas a 23 °C, em 
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comparação com 6, 24 e 72 horas (FIGURA 16 – A). A PCO não sofreu alterações ao longo 

do tempo de exposição (FIGURA 16 – B). 

Os níveis dos marcadores de defesa antioxidante de atividade enzimática, 

concentração de GSH e de danos oxidativos dos grupos submetidos a 31 e 23 °C constam na 

Tabela 6.  

O aumento de temperatura para 31 °C provocou aumento na atividade da SOD em 

96 horas (69 %) (FIGURA 17 – A) e a atividade da CAT diminuiu 34 % em 12 horas e 

aumentou 63 % em 72 horas (FIGURA 17 – B). Não houve alteração na atividade da enzima 

GPx (FIGURA 17 – C). A atividade da GR diminuiu em 25 % em 24 horas (FIGURA 17 – 

D) e da GST aumentou em 48 horas (182 %) e 72 horas (69 %) (FIGURA 17 – E). Já os 

níveis de GSH aumentaram em 24 horas (116 %) e 72 horas (310 %) (FIGURA 17 – F).  

 
FIGURA 17 – BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE HEPÁTICA DE A. lacustris SOB 

ESTRESSE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 
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Legenda: SOD-superóxido dismutase; CAT-catalase; GPx-glutationa peroxidase; GR-glutationa redutase; 
GST-Glutationa-S-transferase; GSH-glutationa reduzida. Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com 
barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras 
indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças 
estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os dados são 
apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação aos danos oxidativos, a alta temperatura não alterou a LPO (FIGURA 

18 – A), mas houve aumento de 91 % nos níveis de PCO em 96 horas (FIGURA 18 – B).  
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FIGURA 18 – BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS EM FÍGADO DE A. lacustris SOB 
ESTRESSE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 

 
Legenda: LPO-peroxidação lipídica e PCO-carbonilação proteica. Nota: os grupos controles (23 °C) são 
mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são mostrados com barras pretas. As letras 
sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
 

Em relação às alterações nos marcadores ao longo do tempo nos experimentos de 

alta temperatura, a atividade da SOD aumentou em 96 horas a 31 °C em relação aos demais 

tempos (FIGURA 17 – A) A atividade na CAT não foi alterada ao longo do tempo (FIGURA 

17 – B), enquanto que a atividade da GPx aumentou em 96 horas a 31 °C e 23 °C, em 

comparação com os demais tempos (FIGURA 17 – C). Já os níveis de GR aumentaram em 

12 horas a 31 °C, quando comparados com 96 horas e aumentaram em 24 horas a 23 °C, 

quando comparados com 2, 6, 48, 72 e 96 horas (FIGURA 17 – D). A atividade da GST 

diminuiu em 12 horas a 31°C, quando comparada com 6, 48, 72 e 96 horas, e aumentou em 

72 horas a 31 °C, quando comparada a 2 e 24 horas (FIGURA 17 – E). Os níveis de GSH 

diminuíram em 24, 48 e 72 horas a 23 °C, quando comparados com 6 e 12 horas, 12 horas e 

2, 6, 12 e 96 horas, respectivamente (FIGURA 17 – F). A LPO diminuiu em 72 horas a 31 

°C e 23 °C em relação a 24 horas (FIGURA 18 – A) e a PCO aumentou em 96 horas a 31 

°C, em relação a 2, 6, 24, 48 e 72 horas (FIGURA 181 – B). 

O Quadro 1 apresenta um resumo de todos os resultados dos biomarcadores 

avaliados no fígado de A. lacustris, para baixa e alta temperatura.
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QUADRO 1 - RESUMO DOS RESULTADOS DOS BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE 
CARBOIDRATOS, PROTEÍNAS, DEFESA ANTIOXIDANTE E ESTRESSE OXIDATIVO EM FÍGADO DE A. 

lacustris 

Nota: Os sinais de igual (=) indicam os biomarcadores que não sofreram alterações para a interação tempo e 
temperatura. Setas para cima indicam aumento de atividade ou níveis e setas para baixo indicam diminuição 
na atividade ou níveis. 

 

 

 

 

Comparação entre controle e tratamento ao longo do tempo 

Via metabólica Marcador 15°C 31°C 

Metabolismo de 
carboidratos 

GP = = 

G6Pase 
↓ 12h (46 %), ↓ 24h (47 %) ↑ 12h (46 %) 

 ↑ 72h (33 %) ↓ 24h (56 %) 

HK = = 

PFK ↑ 2h (103 %), ↑ 48h (110 %) = 

PK = = 

LDH = ↓ 48h (55 %) 

CS ↑ 12h (60 %), ↑ 24h (88 %) ↑ 2h (69 %), 12h (75 %) 

MDH = = 

G6PDH = = 

Metabolismo de 
aminoácidos 

GLDH ↑ 2h (115 %) = 

AST = = 

ALT 
↑ 6h (89 %), ↑ 12h (117 %), 

= 
↑ 24h (92 %), ↓ 72h (39 %) 

Defesa 
antioxidante 

SOD = ↑ 96h (69 %) 

CAT = ↓ 12h (34 %); ↑ 72h (63 %) 

GPx = = 

GSH = ↑ 24h (116 %), ↑ 72h (63 %) 

GR = ↓ 24h (25 %) 

GST = ↑ 48h (182 %), ↑ 72h (69 %) 

Danos 
oxidativos 

LPO ↓ 48h (56 %); ↑ 72h (600 %) = 

PCO = ↑ 96h (91 %) 
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4 DISCUSSÃO 

 

A mortalidade de 3,9 % dos peixes observada durante os ensaios pode ser 

considerada baixa e possivelmente foi provocada por condições fisiológicas individuais. 

Esta mortalidade não foi atribuída às condições experimentais, pois os parâmetros de 

qualidade da água (oxigênio dissolvido, amônia e pH) estavam adequados em todas as 

situações testadas. No estudo de Almeida, Gravato e Guilhermino (2015), foi considerado 

aceitável para validação dos bioensaios que a mortalidade esteja abaixo de 10 %. 

Neste trabalho, as alterações nos marcadores fisiológicos que ocorreram apenas em 

relação à variável tempo de exposição foram consideradas como decorrentes do ciclo 

circadiano, amplamente identificado como fator de variação dos parâmetros fisiológicos dos 

organismos (BALASCH; TORT, 2019) e, portanto, não foram relacionadas com os efeitos 

das mudanças de temperatura. 

O ritmo circadiano é responsável pela organização temporal de funções fisiológicas 

que envolvem ciclos de atividade hormonal, como melatonina e cortisol, principalmente a 

cada 24 horas (ISORNA et al., 2017), cuja sinalização de vias metabólicas antecedem os 

eventos naturais de mudança ambiental, como iluminação, temperatura e disponibilidade de 

alimentos (ZHDANOVA; REEBS, 2005). A melatonina, além de participar nos relógios 

circadianos, neutraliza radicais livres e aumenta a atividade de enzimas antioxidantes, tais 

como GPx, SOD e CAT (ALBARRÁN et al., 2001; PROKKOLA; NIKINMMAA, 2018; 

SÁNCHEZ-VÁSQUEZ et al., 2019; TOMÁS-ZAPICO; COTO-MONTES, 2005), e diminui 

a secreção de cortisol (SANCHÉS-VÁSQUEZ et al., 2019) afetando também as vias do 

metabolismo energético ao longo do ciclo circadiano (ISORNA et al., 2017). 

Durante os experimentos, os peixes submetidos a choque térmico de 15 °C 

apresentaram baixa atividade natatória e pouca ingestão de alimento, quando comparados 

aos submetidos a 31 °C. Esta diferença comportamental também foi verificada em outros 

estudos e tem sido atribuída a taxas metabólicas reduzidas em temperaturas baixas (BEYAN 

et al., 2015; COSTA; DRIEDZIC; GAMPERL, 2013; FERNANDES; MCMEANS, 2019; 

INOUE et al., 2008; ROSSI et al., 2017). Durante o estresse térmico, os peixes podem ajustar 

seu metabolismo para compensar as mudanças de temperatura até estarem aclimatados 

(LERMEN et al., 2004), e neste estudo as respostas metabólicas a 15 °C foram diferentes 

das respostas a 31 °C, indicando que diferentes mecanismos adaptativos atuam durante a 

exposição a baixa e alta temperatura nesta espécie. 
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4.1 EFEITOS DO ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA E ALTA TEMPERATURA NO 

METABOLISMO HEPÁTICO DE CARBOIDRATOS E PROTEÍNAS 

 

Os ajustes metabólicos para manutenção da homeostase diante de variações 

térmicas podem alterar a demanda energética (WEN et al., 2017). Neste estudo foi verificado 

aumento na demanda energética nas células hepáticas já em 2 horas de exposição ao frio, 

evidenciada pelo estímulo da via glicolítica e aumento na degradação de aminoácidos pela 

reação de desaminação oxidativa catalisada pela GLDH. Esta enzima é fundamental para as 

reações de interligação entre o metabolismo de carboidratos e proteínas. Um aumento na 

relação ADP/ATP é um importante modulador positivo da atividade da GLDH (PLAITAKIS 

et al., 2017). Este estímulo na atividade da GLDH gera um aumento na produção de α-

cetoácidos, que são utilizados como substratos no ciclo do ácido cítrico, evidenciado pela 

alta atividade da CS em 12 e 24 horas, indicando aumento no metabolismo aeróbico 

(FIGURA 19).  

O uso de aminoácidos como fontes de esqueletos carbônicos para a síntese de 

intermediários do ciclo do ácido cítrico também pode ser observado através do estímulo da 

atividade da ALT em 6, 12 e 24 horas (FIGURA 19). Esta alta demanda energética nos 

hepatócitos pode estar associada com o ajuste metabólico ao estresse em baixa temperatura 

(KAMMER; ORCZEWSKA; O’BRIEN, 2011; POL; FLIK; GORISSEN, 2017; WHITE; 

ALTON; FRAPPELL, 2012). No entanto, a utilização de aminoácidos glicogênicos como 

substratos energéticos durante o ajuste metabólico ao frio é uma resposta espécie-

dependente, pois Lermen et al. (2004), ao exporem Rhamdia quelen a 15 °C e 31 °C por 12 

horas e 21 dias, verificaram a diminuição de proteínas no fígado somente em 31 °C e após 

21 dias de exposição.  

A alta demanda energética no fígado em 15 °C parece ter sido suprida pelo estímulo 

da via glicolítica e das reações de desaminação de aminoácidos até 48 horas de exposição. 

Isso pode ser observado através da inibição da exportação de glicose, com redução da 

atividade da G6Pase em 12 e 24 horas pelos baixos níveis de ATP (FIGURA 19). No entanto, 

a alta atividade da G6Pase em 72 horas à 15°C indica que o fígado está atuando para manter 

os níveis glicêmicos no final do período de ajuste, porém, não foi possível determinar pelos 

marcadores estudados se a origem da glicose exportada é da via gliconeogênica ou da 

glicogenólise. Estudos sugerem que as reservas de glicogênio hepáticas são mantidas durante 

o frio como uma estratégia de sobrevivência para situações de maior demanda energética, 
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como a fuga (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002; ROSSI et al., 2017; SPEERS-

ROESCH, NORIN, DRIEDZIC, 2018) e, devido ao catabolismo de aminoácidos, 

acreditamos que é mais provável a ocorrência de gliconeogênese em 72 horas. 

O aumento de temperatura para 31 °C provocou alterações diversas no metabolismo 

hepático de carboidratos e proteínas quando comparado a 15 °C. Houve um estímulo do 

metabolismo aeróbico, representado pelo aumento na atividade da CS em 2 e 12 horas 

(FIGURA 19). Além disso, a necessidade de exportação de glicose para regulação da 

glicemia é evidenciada pelo aumento da atividade da G6Pase em 12 horas de exposição. 

Como não houve alteração na atividade das enzimas da glicólise e do catabolismo de 

aminoácidos e, houve inibição da via fermentativa de carboidratos em 48 horas, pode-se 

inferir que os ácidos graxos estão sendo utilizados como aporte energético para o ciclo do 

ácido cítrico em 2 e 12 horas. O catabolismo de triglicerídeos está sendo utilizado como 

fonte energética durante o estresse, com produção de ATP na via aeróbica a partir da 

introdução dos ácidos graxos no ciclo do ácido cítrico como acetil-CoA (RUI, 2014). 

Estas diferenças metabólicas em relação ao metabolismo energético que foram 

observadas após a exposição ao estresse pelo frio ou pelo calor indicam que A. lacustris tem 

mais tolerância ao calor do que ao frio, uma vez que em 31 °C não foram observadas 

evidências de alterações na respiração anaeróbica, catabolismo de aminoácidos ou glicólise. 

Portanto, os níveis basais de atividade enzimática, com exceção da CS e G6Pase, foram 

suficientes para atender a demanda energética. A ausência de alterações nos marcadores 

estudados a partir de 72 horas nos peixes condicionados ao frio e a partir de 48 horas nos 

peixes expostos ao calor indica que estes animais se ajustaram à mudança de temperatura, e 

a resposta mais rápida de ajuste da homeostase foi ao calor. 

 

4.2 EFEITOS DO ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA E ALTA TEMPERATURA NO 

SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE HEPÁTICO 

 

Em situações de estresse fisiológico, a indução das defesas antioxidantes é 

importante para conter o efeito das Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) sobre as 

estruturas celulares (SOUZA et al., 2018). Porém, quando os limites ótimos de tolerância 

térmica de uma espécie são ultrapassados, podem ocorrer danos oxidativos (VINAGRE et 

al., 2014). Vários estudos têm demonstrado que as respostas do sistema de defesa 

antioxidante ao estresse térmico são específicas em relação ao órgão, espécie, temperatura e 
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tempo de duração (ABELE; PUNTARULO, 2004; BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; GRIM et 

al., 2013; HE et al., 2015; KAMMER; ORCZEWSKA; O’BRIEN, 2011; LUSHCHAK; 

BAGNYUKOVA, 2006; MADEIRA; VINAGRE; DINIZ, 2016; MADEIRA et al., 2013; 

SOUZA et al., 2018). 

 O estresse térmico em baixas temperaturas provoca respostas diferentes sobre as 

defesas antioxidantes do fígado quando comparadas espécies de peixes tropicais e 

subtropicais. Em tilápia (Oreochromis niloticus) exposta a 13 °C por 120 horas, houve 

aumento na atividade da SOD, GPx, CAT e níveis de GSH do fígado (HE et al., 2015). O 

linguado vermelho (Paralichthys orbignyanus) exposto a 17,1 °C por até 72 horas teve 

aumento nos níveis de GST e CAT hepáticas, também havendo aumento de LPO (GARCIA 

et al., 2015). No fígado de Gasterosteus aculeatus expostos a 8 °C, houve aumento nos níveis 

de glutationa total e SOD (KAMMER; ORCZEWSKA; O’BRIEN, 2011). Por outro lado, 

no estudo de Rossi et al. (2017), o fígado de Hoplosternum littorale exposto a 10 °C por 1 

dia teve inibição na atividade das enzimas GST e GR, e em 21 dias houve diminuição da 

atividade da CAT, ocorrendo aumento de LPO.  

Neste estudo, em 15 °C não houve alteração na atividade das enzimas antioxidantes 

avaliadas e nem nos níveis de GSH (FIGURA 19). Esta condição pode ser decorrente de 

taxas metabólicas baixas, característica de peixes em temperaturas frias (GRIM et al., 2013; 

RADOVANOVIC et al., 2010; ROSSI et al., 2017). Esta não alteração nas defesas 

antioxidantes indica que A. lacustris não foi capaz de conter os efeitos das EROs após 72 

horas de exposição a 15°C, ocorrendo LPO. Um possível aumento na produção de EROs 

pode estar relacionado com o aumento da respiração celular aeróbica para atender a demanda 

energética durante o período de ajuste, evidenciada pelo aumento na atividade da CS em 12 

e 24 horas. 

Além disso, em baixas temperaturas, a manutenção na fluidez das membranas 

celulares de peixes ocorre pelo aumento de ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) em sua 

composição (ABELE; PUNTARULO, 2004; BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; CROCKETT, 

2008; FARKAS et al., 2001; VINAGRE et al., 2012).  

Se por um lado esta condição, associada com o aumento na densidade mitocondrial 

(ABELE; PUNTARULO, 2004; O’BRIEN, 2011), permitiram a adaptação de peixes de água 

doce, marinhos e antárticos ao frio (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; FARKAS et al., 2001; 

LIU et al., 2019), aumentando sua capacidade aeróbica, por outro lado, tornam as 

membranas mais susceptíveis a sofrerem reações com EROs, levando à formação e 
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propagação de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) e aos danos oxidativos nas membranas 

(CROCKETT, 2008; IBARZ et al., 2010). 

Em contraste ao observado na exposição ao frio, em 31 °C o sistema de defesa 

antioxidante apresentou diversas alterações. As primeiras alterações ocorreram em 12 horas 

de exposição, com a redução da atividade da CAT, indicando que as células hepáticas 

ficaram mais susceptíveis a ação deletéria de peróxidos, em especial do peróxido de 

hidrogênio. As alterações mais importantes sobre o sistema de defesa antioxidante foram 

verificadas em 72 horas de exposição ao calor. Houve aumento na atividade enzimática da 

CAT e GST e nos níveis de GSH hepáticos, indicando que o sistema de defesa antioxidante 

celular foi capaz de responder a um possível aumento na formação de EROs, causado pelo 

calor (FIGURA 19).  

Tais resultados são semelhantes com os de Madeira et al. (2016), quando expuseram 

Sparus aurata à estresse térmico ao calor e houve aumento da atividade das enzimas CAT, 

SOD e GST no fígado. O aumento da temperatura está relacionado com o aumento das taxas 

metabólicas celulares e consequentemente, aumenta a produção de EROs (BIRNIE-

GAUVIN et al., 2017; LUSHCHAK, 2011; MADEIRA et al., 2013), o que pode ativar o 

sistema de defesa antioxidante para prevenir danos oxidativos celulares (ROSSI et al., 2017). 

O estudo da participação do fator de transcrição Nrf2 na indução de respostas 

antioxidantes indica que a presença de EROs aumenta a translocação e acúmulo desse fator 

de transcrição no núcleo, induzindo a expressão dos genes de CAT, SOD, GR, GPx e GST, 

assim como de enzimas relacionadas com a síntese e renovação de GSH (COSTA-SILVA 

et al., 2015; DINKOVA-KOSTOVA; KOSTOV; KAZANTSEV, 2018; MUKAIGASA et 

al., 2012; WANG; ZHU, 2019).  

Portanto, a indução da defesa antioxidante pode ocorrer mesmo na ausência de 

danos oxidativos. Estes resultados indicam que o choque térmico de alta temperatura induziu 

o aumento de produção de EROs e consequentemente a resposta da defesa antioxidante, mas, 

esta resposta não foi capaz de manter a proteção contra danos oxidativos em 96 horas, 

demonstrado pelo aumento de níveis de danos a proteínas (PCO) nas células hepáticas. 

Em relação aos danos oxidativos em lipídios, não foi verificada LPO em 31 °C, 

sendo provavelmente decorrente do aumento da atividade da CAT em 72 horas e da SOD 

em 96 horas (FIGURA 19). Condição semelhante foi encontrada no estudo de Rossi et al. 

(2017), no fígado de Hoplosternum littorale exposta a 33 °C por 1 e 21 dias, com a ativação 

de CAT e GR, sem ocorrer aumento de LPO. O aumento na atividade da GST em 48 e 72 
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horas nos peixes a 31 °C também pode ter sido responsável pela ausência de LPO à alta 

temperatura. As GSTs são uma família de enzimas diméricas que atuam na destoxificação 

de poluentes, drogas e compostos reativos endógenos do metabolismo celular (ROSSI et al., 

2017). Regoli et al. (2011) associam a atividade de isoformas de GST na redução de LOOH 

a álcool, enquanto oxidam a GSH em GSSG.  

Neste estudo, os danos em lipídios foram avaliados com a utilização de um 

marcador indireto de peroxidação lipídica, detectado pelo método de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), que quantifica principalmente o MDA, um dos produtos 

finais da peroxidação lipídica. Portanto, pode ter havido formação de LOOH a 31 °C, com 

neutralização a partir da atividade da GST, não produzindo quantidades significativas de 

TBARS. No estudo de Bagnyukova et al. (2007), o rim e encéfalo de Carassius auratus 

apresentaram altos níveis de LOOH com o aumento de temperatura, porém os níveis de 

MDA não foram alterados significativamente. 

Longos períodos de exposição a altas temperaturas requerem um aumento na 

atividade das enzimas dependentes de glutationa para manter estáveis os níveis de 

peroxidação lipídica e de carbonilação de proteínas (BAGNYUKOVA et al., 2007). O 

sistema de defesa antioxidante dependente de glutationa foi ativado em 31 °C, com alta 

atividade de GST em 48 e 72 horas e altos níveis de GSH em 24 e 72 horas.   

A glutationa é fundamental na defesa celular contra o estresse oxidativo, sua forma 

reduzida (GSH) atua na conversão de compostos eletrofílicos sob condições fisiológicas, de 

forma espontânea ou catalisada pela GST e, em reação de degradação de peróxido de 

hidrogênio catalisado pela enzima GPx, com regeneração da glutationa oxidada (GSSG). Os 

níveis de glutationa reduzida na célula são dependentes de sua síntese ou regeneração a partir 

da GSSG pela enzima GR na presença de NADPH, mantendo os níveis de GSH sempre 

acima de GSSG (DEPONTE, 2013).  

Em A. lacustris submetidos à alta temperatura, o aumento dos níveis de GSH 

encontrados em 24 e 72 horas parecem não estarem relacionados com a atividade da GR, 

mas possivelmente à indução de síntese pelo fator de transcrição Nrf2, que potencializa a 

expressão gênica das enzimas glutamato cisteína ligase e glutationa sintetase 

(MUKAIGASA et al., 2012). 

Neste estudo, a condição de estresse oxidativo foi observada no fígado dos animais 

submetidos à baixa e alta temperatura, com ocorrência de danos celulares. Em 15 °C não 

houve alteração das defesas antioxidantes, ocorrendo aumento de LPO; já em 31 °C, as 
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defesas antioxidantes foram aumentadas após 24 horas de exposição, com aumento de 

atividade das enzimas CAT, SOD e GST e nos níveis de GSH, porém, não foram capazes de 

manter o equilíbrio do sistema antioxidante em 96 horas de exposição, quando foi observado 

dano oxidativo em proteínas. 

 
FIGURA 19 – ESQUEMA DAS VIAS METABÓLICAS HEPÁTICAS DE A. lacustris SOB 

ESTRESSE TÉRMICO  
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5 CONCLUSÃO 

 

Em relação ao metabolismo de carboidratos e proteínas, a baixa temperatura 

provocou mais alterações no metabolismo de A. lacustris em relação à alta temperatura, uma 

vez que, mesmo com taxas metabólicas baixas, ocorreu alta demanda energética nas 

primeiras 48 horas de exposição e o fígado utilizou, além da glicólise, a catálise de 

aminoácidos para provimento de substratos energéticos para a via aeróbica. Enquanto que 

em 31 °C, as taxas normais de atividade das enzimas abordadas, com exceção da CS e 

G6Pase, foram suficientes para atender as necessidades energéticas de ajuste fisiológico 

frente à mudança de temperatura. No entanto, em relação às defesas antioxidantes, a 

temperatura de 31 °C afetou mais o metabolismo do fígado nesta espécie, pois, apesar de 

haver aumento nas defesas antioxidantes, ocorre carbonilação de proteínas em 96 horas. E 

em 15 °C, apesar da não alteração nas defesas antioxidantes e da ocorrência de LPO, A. 

lacustris consegue recuperar os danos lipídicos em 96 horas. 
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CAPÍTULO II - ESTRATÉGIAS METABÓLICAS EM BRÂNQUIAS DE Astyanax 

lacustris SOB ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA E ALTA TEMPERATURA 

 

RESUMO 

Animais ectotérmicos, como a maioria dos peixes, são afetados pelas alterações de 
temperatura do ambiente e estão evolutivamente adaptados para ajustar seu metabolismo e 
manter a homeostase diante das variações térmicas da água. A espécie de peixe de água doce 
Astyanax lacustris é um recurso amplamente utilizado para alimentação, aquicultura e 
pesquisa e está distribuída na região subtropical da América do Sul, se caracterizando como 
um bom modelo para estudos de impactos ambientais. O objetivo deste trabalho foi avaliar 
as respostas metabólicas em brânquias de A. lacustris sob estresse térmico, utilizando 
biomarcadores do metabolismo de carboidratos e proteínas, da defesa antioxidante e de 
danos oxidativos, submetidos à baixa (15 °C) e alta temperatura (31 °C), com controles a 23 
°C, durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de exposição, utilizando análise pelo método 
espectrofotométrico. Os resultados demonstraram que não houveram alterações no 
metabolismo de carboidratos em baixa temperatura (15 ºC), pois os biomarcadores destas 
vias metabólicas não foram alterados. As defesas antioxidantes foram reduzidas, com 
exceção de um aumento pontual na atividade da glutationa peroxidase (GPx) em 96 h. 
Ocorreu estresse oxidativo em 12 h, verificado pelo aumento nos níveis de carbonilação de 
proteínas (PCO), demonstrando que as defesas antioxidantes não foram capazes de 
neutralizar as espécies reativas de oxigênio (EROs). Já em alta temperatura, ocorreu aumento 
na glicólise, ciclo do ácido cítrico e inibição da via das pentoses fosfato, indicando maior 
demanda energética. A alta temperatura também alterou as defesas antioxidantes, com maior 
atividade da GPx, glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST). Mas, o sistema 
de defesa antioxidante não foi capaz de proteger os tecidos branquiais da ação das EROs, 
pois ocorreu aumento de PCO em 6 e 24 h, indicando estresse oxidativo. Estes resultados 
demostram que as respostas metabólicas foram diferentes para temperaturas de inverno e 
verão, sendo que a alta temperatura afetou as brânquias de forma mais intensa. Apesar da 
ocorrência de estresse oxidativo, A. lacustris conseguiu recuperar a homeostase diante do 
estresse térmico, demonstrando que está adaptada às variações térmicas do ambiente. 

 
Palavras-chave: Homeostase. Metabolismo aeróbico. Espécies Reativas de Oxigênio. Defesa 

antioxidante. Estresse oxidativo.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O estresse pode ser provocado por qualquer fator que ameace o estado homeostático 

de um organismo e que desencadeia um conjunto de respostas para manutenção do equilíbrio 

metabólico (BARTON, 2002; SCHRECKK; TORT, 2016). Entretanto, situações severas de 

estresse, por intensidade e/ou duração, podem comprometer a resposta fisiológica e 

prejudicar sua saúde e bem-estar (BARTON, 2002). 

A temperatura do ambiente tem grande influência sobre os organismos biológicos, 

em especial aos peixes ectotérmicos (O’BRIEN, 2011; WEN et al., 2018). Baixas 

temperaturas impõem um desafio para a manutenção das taxas de ATP, uma vez que as 

reações químicas são reduzidas nessas condições (O’BRIEN, 2011); já o aumento de 

temperatura provoca hipóxia nos ambientes aquáticos naturais, além de aumentar a demanda 

energética nos tecidos e a produção de EROs, resultando em estresse oxidativo (BIRNIE-

GAUVIN et al., 2017; LUSCHAK, 2011; POL; FLIK; GORISSEN, 2017; WEN et al., 

2018). Estratégias adaptativas identificadas em espécies de peixes demonstram ajustes 

metabólicos selecionados evolutivamente e que garantem a sobrevivência em situação de 

estresse ambiental, com ajustes entre anabolismo e catabolismo e na produção e demanda de 

energia, a partir das fontes moleculares de carboidratos, proteínas e ácidos graxos (POL; 

FLIK; GORISSEN, 2017).  

A manutenção da homeostase energética e antioxidante em situações de estresse 

térmico é bem documentada em peixes de água doce, tanto para baixas quanto para altas 

temperaturas (DALVI et al., 2017; GRIM; MILES; CROCKETT, 2010; KAMMER; 

ORCZEWSKA; O’BRIEN, 2011; LERMEN et al., 2004; ROSSI et al., 2017; WEN et al., 

2017, 2018), no entanto, as respostas ao estresse térmico são diferentes entre as espécies, 

órgãos analisados e intensidade ou duração do estresse. Além disso, a grande diversidade e 

biogeografia dos peixes teleósteos impede uma descrição comum dos efeitos que o estresse 

térmico provocam nesses peixes (BALASCH; TORT, 2019).  

Os peixes de água doce do gênero Astyanax são abundantes em número de espécies, 

distribuídas na região Neotropical (ORNELAS-GARCÍA; DOMÍNGUEZ-DOMÍNGUEZ; 

DOADRIO, 2008). A espécie Astyanax lacustris Garutti e Britski, 2000 (LUCENA; 

SOARES, 2016), popularmente conhecida como lambari do rabo amarelo, é registrada na 

região subtropical da América do Sul (LUCENA; SOARES, 2016). São peixes de pequeno 

porte (10 – 15 cm de comprimento), que habitam pequenos lagos, riachos e rios, 
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apresentando hábito alimentar onívoro (BENNEMANN et al., 2005; VIANA; SUAREZ; 

LIMA-JUNIOR, 2013). Esta espécie é considerada como um bom modelo em estudos 

ambientais (GNOCCHI et al., 2020; MACÊDO et al., 2020; STEVANATO; OSTRENSKY, 

2018; ZAFRA-LEMOS et al., 2021). 

A principal função das brânquias é a respiração, promovida pela absorção de 

oxigênio (O2) e excreção de gás carbônico (CO2) da água (FIGURA 1). Mas, além da 

respiração, as brânquias possuem outras funções críticas, como o balanço ácido-base, 

regulação iônica e osmótica (EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005; FOYLE et al., 2020) e, 

pelo fato de serem diretamente expostas ao ambiente aquático, são sensíveis às alterações 

ambientais e desempenham um importante papel na resposta fisiológica ao estresse térmico, 

sendo de grande interesse para a investigação dos efeitos das mudanças de temperatura em 

peixes (WEN et al., 2018). 

Nos peixes de água doce, hiper osmóticos em relação ao ambiente, as brânquias e 

os rins participam da osmorregulação; o equilíbrio hídrico é mantido com a produção e 

excreção de grandes volumes de urina diluída, enquanto que a homeostase iônica é alcançada 

com proteínas de translocação de íons nas brânquias e nos rins, absorvendo íons ativamente 

da água, bem como reabsorvendo da urina (PERRY et al., 2003). A absorção ativa de íons, 

como sódio (Na+), cloro (Cl-) e cálcio (Ca2+), ocorre em células especializadas, os ionócitos, 

que são ricas em mitocôndrias para a produção de ATP e representam grande consumo de 

energia nas brânquias (DYMOWSKA, HWANG; GOSS, 2012).  

Já a amônia, originada a partir do catabolismo de aminoácidos e outros compostos 

nitrogenados, principalmente no fígado, é excretada sobretudo pelas brânquias, a partir da 

difusão de amônia do sangue para a água utilizando os íons H+ resultantes da conversão de 

CO2 em íon bicarbonato (HCO3
-) e H+, podendo ser excretada também a partir do 

bombeamento ativo dos íons H+ pela enzima do epitélio branquial H+-ATPase (EVANS; 

PIERMARINI; CHOE, 2005; WILKIE, 1997). 
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FIGURA 1 – ESTRUTURA BRANQUIAL EM PEIXES ACTINOPTERÍGEOS 

 
FONTE: Adaptado de Evans, Piermarini e Choe (2005) 

 

Estudar os efeitos do estresse térmico de forma específica torna-se uma ferramenta 

para entender os mecanismos adaptativos de cada espécie e fornece dados para a fisiologia 

comparada. Da mesma forma, as funções específicas de cada órgão fazem com que as 

respostas sejam variadas nos diferentes órgãos de um mesmo organismo.  

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 
 

Avaliar os efeitos do estresse térmico no metabolismo de carboidratos e proteínas, 

na defesa antioxidante e em danos oxidativos em brânquias de A. lacustris, na condição de 

choque térmico em baixa e alta temperatura. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 
 

 Investigar as possíveis variações na atividade das enzimas do metabolismo 

energético: hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK), piruvato quinase (PK), lactato 

desidrogenase (LDH), citrato sintase (CS) e malato desidrogenase (MDH), influenciadas por 

estresse térmico de baixa e alta temperatura em brânquias de A. lacustris; 
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 Avaliar as possíveis alterações na atividade das enzimas do metabolismo de 

proteínas: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e glutamato 

desidrogenase (GLDH), influenciadas por estresse térmico de baixa e alta temperatura em 

brânquias de A. lacustris; 

 Investigar as possíveis variações na atividade das enzimas da defesa antioxidante: 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-tranferase (GST), GPx 

(glutationa peroxidase), GR (glutationa redutase) e G6PDH (glicose 6 fosfato 

desidrogenase) e níveis de glutationa reduzida (GSH), influenciadas pelo estresse térmico 

de baixa e alta temperatura em brânquias de A. lacustris;  

 Avaliar a ocorrência de danos oxidativos em lipídeos e em proteínas, quantificando 

a peroxidação lipídica (LPO) e a carbonilação de proteínas (PCO), frente à estresse térmico 

de baixa e alta temperatura em brânquias de A. lacustris. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 OBTENÇÃO DE A. lacustris E BIOÉTICA 

 

Foram utilizados 240 exemplares de A. lacustris (comprimento padrão: 6,08 ± 0,84 

cm; peso médio: 8,84 ± 3,2 g), de ambos os sexos, os quais foram coletados com redes de 

pesca em lagos artificiais no Centro de Pesquisas e Extensão em Aquicultura Ildo Zago, 

situado no município de União da Vitória-PR, nas seguintes coordenadas geográficas: 

26°13'12.15"S; 51° 7'51.07"O. Para a coleta, foi obtida licença ambiental junto ao Instituto 

Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (SISBIO/ICMBio: número 63551-1) e 

licença para experimentação animal, junto à Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor 

de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (CEUA-BIO/UFPR: número 

1228).  

 

2.2 DESIGN EXPERIMENTAL E AMOSTRAGEM 

 

Após a coleta, os peixes foram levados para um tanque de 830 litros, no qual 

permaneceram durante 3 dias, em temperatura de 23 °C ± 1 °C, para aclimatação e 

recuperação do estresse da captura (FORGATI et al., 2017; SCHLEGER et al., 2021; 

SOUZA et al., 2018; RESENDE et al., 2022). O período de 72 horas é suficiente para que 

A. lacustris consiga se recuperar do estresse do transporte e manipulação (SILVA; 

OLIVEIRA, 2017). A água utilizada para abastecimento do tanque era de nascente própria, 

com vazão contínua de 4 L/min (BUENO-KRAWCZYK et al., 2015; LERMEN et al., 2004).  

Foi mantida aeração constante e fotoperíodo natural, de aproximadamente 13:30 horas 

luz/10:30 horas escuro (BAGNYUKOVA et al., 2007; CHUNG, 2000; LIRA et al., 2018; 

NAVARRO et al., 2014). Durante a aclimatação dos peixes, foram monitoradas as condições 

físico-químicas da água: oxigênio dissolvido (9,31 ± 2,17 mg/L), amônia tóxica (NH3) (0,009 

± 0,004 mg/L), pH (7,4 ± 0,31), nitrato (0,00 mg/L), nitrito (0,00 mg/L), dureza (75 ± 9 mg/L 

de CaCO3) e sem presença de cloro residual. 

Após a aclimatação, os peixes foram submetidos aos experimentos de choque 

térmico de baixa e alta temperatura, sendo separados randomicamente e transferidos em 

grupos de 10 indivíduos para aquários experimentais (densidade máxima de 1,8 g de peixe/L 

de água (CHUNG, 2000; VIEIRA; CORREIA; MOREIRA, 2013), com temperaturas de 15 
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±1 °C ou 31 ±1 °C e aeração constante (LERMEN et al., 2004), nas quais permaneceram 

durante 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas. Para cada situação experimental, foi mantido um grupo 

controle a 23 ±1 °C. Cada aquário experimental era limpo por sucção a cada 2 dias, com 

renovação de metade da água (LERMEN et al., 2004). 

O controle de temperatura da água dos aquários era mantido com termostatos 

eletrônicos submersos reguláveis (Aqua One®, VigoAr® e Atman®, com potência de 100 W) 

(FIGURA 2 – A). Para os experimentos de baixa temperatura (15 °C), os aquários foram 

mantidos no interior de um refrigerador horizontal (Consul/530 L), com controlador digital 

de temperatura (TC-900E POWER/07) (FIGURA 2 – B e C). 

 
FIGURA 2 – PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 
Legenda: A = Aquário utilizado para os experimentos de alta temperatura e controle. B = Refrigerador 
horizontal com termostato, utilizado para os experimentos de baixa temperatura. C = Detalhe dos aquários no 
interior do refrigerador. 
 
 

Os peixes foram alimentados a cada 24 horas, de forma simultânea nos grupos 

controles e experimentais, com ração comercial Supra® Aqua Line (teor de proteína de 42 

%), em uma proporção de 1 % do peso animal (CHUNG, 2000; LERMEN et al., 2004). A 
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última alimentação foi fornecida entre 22 e 24 horas antes da eutanásia (MADEIRA; 

VINAGRE; DINIZ, 2016; VINAGRE et al., 2014), desta forma, os resultados não são 

afetados pelo estado nutricional dos peixes (HEMRE; KARZ, 1997; SOUZA et al., 2018). 

Durante a alimentação, foi observado se os peixes consumiam todo o alimento e se 

apresentavam mobilidade em busca do mesmo.  

Após o fim de cada período de exposição ao choque térmico de baixa ou alta 

temperatura ou nos grupos controles, foram amostrados 10 indivíduos, os quais foram 

retirados de dois aquários diferentes, caracterizando duplicata. Cada aquário foi considerado 

como unidade experimental, e os 5 peixes retirados aleatoriamente de cada aquário foram 

considerados como unidades amostrais. Os peixes foram anestesiados com 20 mg L-1 de 

benzocaína (a partir de uma solução estoque de 0,1 % (p.v-1) em etanol a 95%) e eutanasiados 

com secção medular, sendo imediatamente dissecados e as brânquias coletadas. Foram 

retirados os arcos branquiais e os filamentos branquiais foram armazenados imediatamente 

em gelo e armazenados em nitrogênio líquido. 

 

2.3 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

As análises de espectrofotometria de massa foram realizadas em espectrofotômetro 

de microplaca (Epoch Microplate Sprectrophotometer, BioTek, Winooski, VT, USA), em 

triplicata, com concentração saturante de substrato e com condições ótimas de pH, em 

temperatura ambiente de 22 °C (ROBINSON, 2008). Para a determinação da concentração 

de proteínas totais, foi utilizado o método de Bradford (1976), utilizando Coomassie Brilliant 

Blue G-250 e albumina de soro bovina (BSA) como padrão (absorbância em 595 nm).  

 

2.3.1 Determinação da atividade das enzimas do metabolismo de carboidratos e proteínas 
 

As amostras de brânquias foram pesadas e homogeneizadas, numa proporção de 1:5 

(p.v-1), em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4) e sonicadas por 15 segundos (máximo de 18 

J), para ruptura de membranas e liberação das enzimas. Após, foram centrifugadas a 14.000 

G por 10 minutos (4 °C) e o sobrenadante foi obtido para determinação dos níveis de 

atividade enzimática. 

A atividade da hexoquinase (HK, EC 2.7.1.1) foi mensurada conforme Baldwin et 

al. (2007), com acompanhamento da redução de NAPD+ na presença de glicose-6-fosfato 
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desidrogenase (G6PDH), em sistema de reação contendo 50 mM de tampão imidazol (pH 

7,4) 2 mM de glicose, 2 mM de ATP, 10 μM de MgCl2, 0,4 mM de NADP+, 1 mM de 

ditiotreitol, 2 mM de KCl e 0,3 U/mL de G6PDH, em comprimento de onda de 340 nm. 

A atividade da fosfofrutoquinase (PFK, EC 2.7.1.11) foi avaliada seguindo a 

metodologia de Baldwin et al. (2007), em sistema de reação com tampão Tris-HCl a 50 mM 

(pH 8,2), 10 mM de MgCl2, 1 mM de ATP, 0,15 mM de NAPH, 0,15 mM de NADH, 2 mM 

de AMP, 250 mM de KCl, 1 U/mL de glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH), 1,2 U/mL 

de aldolase (ALD), 10 U/mL de triose fosfato isomerase (TPI) e 5 mM de frutose-6-fosfato, 

em comprimento de onda de 340nm. 

A atividade da piruvato quinase (PK, EC 2.7.1.40) foi determinada a partir da 

oxidação de NADH em NAD+ durante a formação de lactato a partir do piruvato gerado 

pela desfosforilação de fosfoenolpiruvato (LEVESQUE et al., 2002), em meio de reação 

com tampão imidazol a 50 mM (pH 7,4), 10 mM de MgCl2, 25 mM de KCl, 150 μM de 

NADH, 5 mM de ADP, 5 mM de fosfoenolpiruvato (PEP) e 9 U/mL de lactato desidrogenase 

(LDH). A absorbância foi medida em 340 nm. 

A atividade da lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) foi medida a partir da 

oxidação de NADH, decorrente da conversão de piruvato a lactato (THUESEN; 

MCCULLOUGH; CHILDRESS, 2005), em sistema de reação contendo tampão Tris HCl a 

50 mM (pH 7,4), 1 mM de piruvato de sódio, 100 mM de KCl e 0,25 mM de NADH, com 

absorbância medida em 340 nm. 

A atividade da citrato sintase (CS, EC 4.1.3.7) foi determinada a partir do complexo 

de CoA-SH com 5,5’ – ditio-bis-(ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) (SABOROWSKI; 

BUCHHOLZ, 2002). O meio de reação foi formado com 50 mM de tampão Tris HCl (pH 

7,4), 100 mM de KCl, 1 mM de EDTA, 200 μM de DTNB, 200 μM de acetil-SCoA e 500 

μM de oxaloacetato, com absorbância em 412 nm. 

A atividade da malato desidrogenase (MDH, EC 1.1.1) foi verificada com a 

conversão de malato em oxaloacetato, com medição da oxidação de NADH (CHILDRESS; 

SOMERO, 1979), em meio de reação com tampão Tris-HCl a 50 mM (pH 7,4), 0,4 mM de 

oxaloacetato, 20 mM de MgCl2 e 150 μM de NADH, com absorbância medida em 340nm. 

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) foi medida 

conforme Ciardiello, Camardellla e Di Prisco (1995), com a redução de NADP+ com a 

oxidação de glicose-6-fosfato. O sistema de reação consistiu em 100 mM de tampão Tris-
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HCl (pH7,4), 0,2 mM de NADP+ e 1 mM de glicose-6-fosfato, com leitura em absorbância 

de 340 nm. 

A atividade da glutamato desidrogenase (GLDH, EC 1.4.1.3) foi determinada pela 

formação de NADPH, a partir da oxidação de NADP+, conforme Ciardiello et al. (2000), 

em sistema de reação contendo tampão Tris HCl a 100 mM (pH 7,4), 2 mM de NADP+, 0,8 

mM de ADP e 40 mM de L-glutamato. A absorbância foi medida em 340 nm. 

A atividade da aspartato aminotransferase / transaminase glutâmico-oxalacética 

(AST/TGO, EC 2.6.1.1), foi determinada a partir de kit comercial (Gold Analisa Diagnóstica 

Ltda, referência: 352, MS 80022230149), com formação de glutamato e oxaloacetato, com 

absorbância medida em 505 nm. 

A atividade da alanina aminotransferase / transaminase glutâmico pirúvica 

(ALT/TGP, EC 2.6.1.2), foi realizada a partir de kit comercial (Gold Analisa Diagnóstica 

Ltda, referência 353, MS 80022230150), com formação de glutamato e piruvato, com 

absorbância medida em 505 nm. 

 

2.3.2 Determinação da atividade dos marcadores do sistema de defesa antioxidante  
 

As amostras de brânquias foram pesadas e homogeneizadas em 50 mM de tampão 

Tris-HCl (pH 7,4), numa proporção de 1:5 (p.v-1) em banho de gelo e centrifugadas a 12.000 

G a 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi obtido para determinação dos níveis de 

marcadores de estresse oxidativo. 

A atividade da superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada pelo 

método de Crouch et al. (1981), pela capacidade de inibição da redução de cloreto de azul 

de nitrotetrazólio (NBT) para azul formazan pelo superóxido (O2-), que é gerado pela 

hidroxilamina em solução alcalina. O sistema de reação foi preparado com 0,05 mM de 

EDTA, 100 μM de NBT e 36,85 mM de cloreto de hidroxilamina em 91 mM de tampão 

carbonato de sódio (pH 10,2), com absorbância medida em 560 nm.  

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pela degradação de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) em oxigênio e água, em meio de reação contendo 50 mM de 

tampão Tris-HCl (pH 8,0), 30 mM de H2O2. A redução da absorbância do H2O2 foi 

acompanhada em 240 nm (AEBI, 1984).  

A atividade da glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) foi medida através da 

oxidação de NADPH. A enzima utiliza glutationa reduzida (GSH) para reduzir peróxido 
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orgânico originando glutationa dissulfídica (GSSG). Esta última é reduzida pela enzima 

glutationa redutase (GR) utilizando elétrons doados pelo NADPH (WENDEL, 1981). O 

meio de reação continha 0,1 M de tampão fosfato de sódio (pH 7,0), 2 mM de azida sódica, 

0,2 mM de NADPH, 2 mM de GSH, 1 U/mL de GR e 0,5 mM de H2O2, com absorbância 

medida em 340 nm. 

A atividade da glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7) foi mensurada de acordo com 

a metodologia de Sies et al. (1979), na conversão de GSSG em GSH, em 0,1 M de tampão 

fosfato de potássio (pH 7,6) em EDTA 5 mM, 0,5 mM de NADPH e 5 mM de GSSG. A 

absorbância foi medida em 340 nm. 

A atividade da glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) foi avaliada após a 

conjugação do grupo tiol da GSH ao substrato de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), onde 

forma-se como produto da reação, o conjugado GS-DNB, conforme Keen, Habig e Jakoby 

(1976). O meio de reação foi formado com 0,1 M de tampão fosfato de potássio (pH 6,5), 

1,5 mM de GSH e 2 mM de CDNB. A absorbância foi medida em 340 nm. 

Os níveis de glutationa reduzida e outros tióis foram determinados através da 

metodologia de Sedlak e Lindsay (1968).  O método baseia-se na precipitação de proteínas 

e posterior reação de tióis não proteicos com 0,16 mM do ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico 

(DTNB), gerando um produto que absorve luz em 415 nm. Os valores foram expressos em 

nmol de tióis por mg de proteína. 

 

2.3.3 Determinação de marcadores de danos oxidativos  
 

Para a determinação da peroxidação lipídica (LPO), foi utilizado o método de 

TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico), descrito por Federici, Shaw e Handy 

(2007), com modificações. O método consiste na medição de um dos produtos finais da 

peroxidação lipídica, o malondialdeído (MDA), cuja reação com o ácido tiobarbitúrico 

(TBA) pode ser lida em absorbância de 535 nm. Os valores foram expressos em μmols de 

MDA por mg de proteína. 

O dano oxidativo em proteínas (PCO) foi determinado pelo método de Levine et al. 

(1994), que consiste na reação das proteínas carboniladas com 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DNPH), formando dinitrofenil hidrazonas que podem ser medidas em absorbância de 360 

nm. Os resultados foram expressos em nmols de carbonilas por mg de proteína. 
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2.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os valores de atividade enzimática e dos marcadores não enzimáticos (GSH, LPO 

e PCO) foram padronizados (z-transformados), considerando a média como 0 e o desvio 

padrão como 1 (SCHIELTZETH, 2010), para que as variáveis tenham a mesma ordem de 

grandeza. O efeito das duas variáveis independentes: temperatura (15 °C em comparação 

com 23 °C ou 31°C em comparação com 23 °C) e tempo (2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas) e a 

possível interação entre elas foi avaliado pela análise de variância (ANOVA 2 fatores), a um 

nível de 5% de significância. Para os marcadores em que ocorreu efeito significativo do fator 

tempo ou interação entre tempo e temperatura, foi aplicado o teste de Tukey, como teste post 

hoc, para cada variável resposta, a um nível de 5% de significância.  
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3 RESULTADOS 

 

Do total de peixes utilizados no experimento, 9 morreram durante os ensaios (7 

peixes dos grupos controle e 2 peixes expostos a 15 ºC). Os resultados da análise estatística 

(Anova 2 fatores) constam na Tabela 1. Os níveis de todos os biomarcadores avaliados 

constam nas Tabelas 2, 3, 4 e 5, apresentados pela média da atividade enzimática ou níveis 

do marcador e erro padrão. O Quadro 1 apresenta um resumo geral dos resultados obtidos 

dos biomarcadores metabólicos de brânquias sob estresse térmico. 

 

3.1 EFEITOS DA BAIXA TEMPERATURA NO METABOLISMO BRANQUIAL 

 

Os peixes expostos a 15 °C apresentaram baixa atividade natatória e baixa ingestão 

de alimentos em comparação aos peixes expostos a 31 °C. A redução de temperatura para 

15 °C não afetou a atividade das enzimas que atuam no metabolismo de carboidratos (HK, 

PFK, PK, LDH, CS, MDH e G6PDH) nas brânquias dos peixes, quando comparadas com os 

grupos controles (FIGURA 3 – A, B, C, D, E, F e G).  

 
FIGURA 3 – BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM BRÂNQUIAS DE A. 

lacustris SOB ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA 
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Legenda: HK-hexoquinase; PFK-fosfofrutoquinase; PK-piruvato quinase; CS-citrato sintase; MDH-malato 
desidrogenase e G6PDH-Glicose-6-fosfato desidrogenase. Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados 
com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são mostrados com barras pretas. As letras sobre as 
barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças 
estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os dados são 
apresentados em média ± erro padrão da média. 
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Em relação ao metabolismo de proteínas, a baixa temperatura reduziu a atividade 

da GLDH em 48 horas (30 %) e 96 horas (48 %) (FIGURA 4). 

 
FIGURA 4 – ATIVIDADE DA GLDH DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE 

TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: Os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

A baixa temperatura não afetou a atividade da AST (FIGURA 5). 

 
FIGURA 5 – ATIVIDADE DA AST DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 

DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: Os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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A baixa temperatura aumentou em 36 % a atividade da ALT em 2 horas e reduziu 

em 41 % em 12 horas (FIGURA 6). 

 
FIGURA 6 – ATIVIDADE DA ALT DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 

DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: Os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação às variações na atividade enzimática ao longo do tempo nos peixes 

expostos à baixa temperatura, não foi observada variação na atividade da enzima PK, porém, 

as demais apresentaram variações (Tabela 2), sendo que nas enzimas HK, PFK, LDH, CS, 

MDH, G6PDH e AST, foi observado comportamentos de variação ao longo do tempo 

bastante semelhantes entre o grupo controle (23 °C) e tratamento (15 °C). A HK apresentou 

maior atividade em 12 e 24 horas em relação aos demais tempos do ensaio (FIGURA 3 – 

A). A atividade da PFK foi maior em 2 horas, ocorrendo redução gradual da atividade em 6, 

12 e 24 horas, com novo aumento de atividade em 48 e 96 horas (FIGURA 3 – B). A 

atividade da LDH apresentou oscilação ao longo das 96 horas, com maiores valores em 6 e 

24 horas, valores intermediários em 2, 12 e 48 horas e menores valores em 96 horas 

(FIGURA 3 – D). A atividade da CS apresentou oscilações nas 96 horas de ensaio, com 

maiores valores em 2, 6 e 48 horas e menores valores em 12, 24 e 96 horas (FIGURA 3 – 

E).  A atividade da MDH apresentou oscilações de atividade ao longo das 96 horas de ensaio, 

com valores intermediários em 2 e 12 horas, maiores valores em 6 e 24 horas e menores 
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valores em 48 e 96 horas (FIGURA 3 – F). A G6PDH apresentou atividade baixa estável nas 

primeiras 24 horas, aumentando em 48 e 96 horas (FIGURA 3 – G). Nos animais do grupo 

controle (23 °C), a enzima GLDH manteve-se estável nas primeiras 12 horas de ensaio, 

ocorrendo aumento em 24 e 48 horas em comparação com 12 horas, com retorno aos níveis 

iniciais de atividade em 96 horas; enquanto que nos animais do grupo tratamento (15 °C), a 

atividade da GLDH manteve-se constante, ocorrendo uma redução pontual da atividade em 

96 horas, em comparação a 24 horas (FIGURA 4). A atividade da AST oscilou ao longo do 

ensaio, com maiores valores em 2, 6 e 48 horas, valores intermediários em 12 horas e 

menores valores em 24 e 96 horas (FIGURA 5). A atividade da ALT dos animais do grupo 

controle (23 °C) apresentou-se estável ao longo do ensaio, com um único momento de 

redução, em 24 horas; já nos animais do grupo tratamento (15 °C), a atividade da ALT foi 

alta em 2, 6 e 48 horas, baixa em 12 e 24 horas e intermediária em 96 horas (FIGURA 6). 

Em relação aos marcadores da defesa antioxidante e do estresse oxidativo, a 

redução da temperatura para 15 °C não afetou a atividade das enzimas SOD e CAT, bem 

como não alterou os níveis de GSH (FIGURA 7 - A, B e C, respectivamente). 

 

FIGURA 7 – BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris 
QUE NÃO SOFRERAM ALTERAÇÕES COM CHOQUE TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA 
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Legenda: SOD-superóxido dismutase; CAT-catalase; GSH-glutationa reduzida. Nota: os grupos controles (23 
°C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são mostrados com barras pretas. As 
letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

A baixa temperatura alterou a atividade da GPx, com uma redução de 51 % em 12 

horas e aumento de 97 % em 96 horas (FIGURA 8). 

 
FIGURA 8 – ATIVIDADE DA GPx DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 

DE BAIXA TEMPERATURA 
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Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

A baixa temperatura alterou a atividade da GR, com diminuição em 24 horas (30 

%) e 48 horas (29 %) (FIGURA 9). 

 
FIGURA 9 – ATIVIDADE DA GR DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 

DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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A baixa temperatura afetou a atividade da GST, que reduziu 30 % em 2 horas 

(FIGURA 10). 

 
FIGURA 10– ATIVIDADE DA GST DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE 

TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação aos danos oxidativos, a baixa temperatura não alterou o marcador de 

danos lipídicos (LPO), mas aumentou em 115 % os danos proteicos (PCO) em 12 horas, com 

posterior redução de 62 % em 48 horas (FIGURA 11 - A e B, respectivamente).  

 
FIGURA 11 – BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS EM BRÂNQUIAS DE A. lacustris SOB 

CHOQUE TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA 
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Legenda: LPO-peroxidação lipídica e PCO-carbonilação proteica. Nota: os grupos controles (23 °C) são 
mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (15 °C) são mostrados com barras pretas. As letras 
sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação às alterações ao longo do tempo nos marcadores da defesa antioxidante 

e de danos oxidativos nos peixes expostos à baixa temperatura, a atividade da enzima SOD 

e as concentrações dos marcadores de defesa, GSH e de dano, LPO, não apresentaram 

variação ao longo do ensaio. A enzima CAT apresentou aumento na atividade em 24 e 48 

horas, ambas em relação a 2 horas, nos grupos controle (23 °C) e tratamento (15 °C) 

(FIGURA 7 – B). Em animais submetidos a 23 °C, a atividade da GPx, apresentou valores 

baixos nas primeiras 24 horas, com exceção de um aumento em 12 horas; além de apresentar 

valores intermediários em 48 e 96 horas; nos animais do grupo tratamento (15 °C), foi 

observado aumento gradual da GPx, nas primeiras 12 horas, com redução da atividade em 

24 horas e novo aumento gradual, em 48 e 96 horas (FIGURA 8). A atividade da GR 

apresentou pequenas variações nas duas temperaturas de análise nas primeiras 12 horas, 

havendo, nos animais submetidos a 23 °C, um aumento gradual em 24 e 48 horas, com 

retorno aos níveis de atividade iniciais em 96 horas; nos animais submetidos a 15 °C, houve 

aumento da atividade em 48 horas, em relação a 2 horas (FIGURA 9). A GST apresentou 

comportamento bastante semelhante entre o grupo controle (23 °C) e tratamento (15 °C) ao 

longo do tempo de exposição, sendo que nos animais submetidos a 23 °C, apresentou 

atividade alta em 2 horas quando comparado aos demais períodos de ensaio, e em 6 horas, 

quando comparado a 48 e 96 horas; já o grupo a 15 °C apresentou atividade elevada da GST 

em 2, 6 e 12 horas, quando comparado a 24, 48 e 96 horas (FIGURA 10). No caso dos níveis 

de PCO, não houve variação ao longo do tempo nos animais submetidos a 23 °C e, no grupo 

a 15 °C, houve aumento em 6 e 12 horas, em comparação a 2 e 48 horas (FIGURA 11 – B). 

 

3.2 EFEITOS DA ALTA TEMPERATURA NO METABOLISMO BRANQUIAL 

 

Os peixes expostos a 31 °C apresentaram maior atividade natatória em comparação 

com os peixes expostos a 15 °C e se alimentaram imediatamente após a oferta de alimento, 

consumindo-o totalmente. O aumento de temperatura para 31 °C não afetou a atividade das 

enzimas HK, LDH e MDH, em relação ao grupo controle (FIGURA 12 – A, B e C, 

respectivamente). 



111 
 

FIGURA 12 – BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM BRÂNQUIAS DE 
A. lacustris QUE NÃO SOFRERAM ALTERAÇÕES SOB ESTRESSE TÉRMICO DE ALTA 

TEMPERATURA 

 

 
Legenda: HK-hexoquinase; LDH-lactato desidrogenase; MDH-malato desidrogenase. Nota: os grupos 
controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são mostrados com 
barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. 
Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e 
experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
 

 

O aumento de temperatura provocou alteração na atividade da PFK, com aumento 

em 2 horas (53 %) e 6 horas (147 %) (FIGURA 13). 

 
FIGURA 13 – ATIVIDADE DA PFK DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE 

TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 
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Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

O aumento de temperatura alterou a atividade da PK, com aumento de 148 % em 2 

horas (FIGURA 14). 

 
FIGURA 14 – ATIVIDADE DA PK DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE TÉRMICO 

DE ALTA TEMPERATURA 

 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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O aumento de temperatura alterou a atividade da CS, com aumento de 48 % em 2 

horas (FIGURA 15). 

 
FIGURA 15 – ATIVIDADE DA CS DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A CHOQUE 

TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

O aumento de temperatura alterou a atividade da G6PDH, com redução na atividade 

em 24 horas (66 %) e 96 horas (36 %) (FIGURA 16). 

 
FIGURA 16 – ATIVIDADE DA G6PDH DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris EXPOSTO A 

CHOQUE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 
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Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação ao metabolismo de proteínas, o aumento de temperatura para 31 °C não 

afetou a atividade enzimática da GLDH, AST e ALT, em comparação aos grupos controle 

(FIGURA 17 – A, B e C, respectivamente). 

 
FIGURA 17 – BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE PROTEÍNAS DE BRÂNQUIAS 

DE A. lacustris SOB CHOQUE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 

 
Legenda: GLDH-glutamato desidrogenase; AST-aspartato aminotransferase; ALT-alanina aminotransferase. 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
 

Em relação às variações na atividade das enzimas ao longo do tempo nos peixes 

expostos à alta temperatura, a enzima GLDH não apresentou variação. As enzimas HK, 

LDH, MDH, AST e ALT apresentaram variações ao longo do tempo do ensaio, com 

comportamentos semelhantes nos grupos controle (23 °C) e tratamento (31 °C). As enzimas 
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PFK, PK, CS e G6PDH apresentaram variações ao longo do tempo com comportamentos 

diferentes para os grupos controle (23 °C) e tratamento (31 °C). A HK teve aumento na 

atividade em 12 e 24 horas em relação aos demais períodos do ensaio (FIGURA 12 – A). A 

PFK apresentou atividade estável durante as 96 horas de ensaio no grupo controle (23 °C), 

ocorrendo apenas uma redução em 24 horas, quando comparada com 2 e 48 horas. Nos 

animais do grupo tratamento (31 °C), as maiores atividades da PFK ocorreram em 2 e 6 

horas e as menores atividades foram observadas em 12 e 24 horas, com valores 

intermediários em 48 e 96 horas do ensaio (FIGURA 13). A atividade da PK nos grupos 

controle (23 °C) esteve baixa em 2 horas, apresentando nível de atividade intermediário em 

6 horas e mais elevado em 12 e 24 horas, voltando a níveis intermediários em 48 e 96 horas. 

Para os animais submetidos ao tratamento (31 °C), não houve variação na atividade da 

enzima PK (FIGURA 14). A LDH apresentou atividade reduzida em 2 horas de ensaio, com 

aumento de atividade em 6, 12 e 24 horas e retorno aos níveis iniciais de atividade em 48 e 

96 horas (FIGURA 12 – B). A atividade da CS apresentou-se reduzida em 2 horas de ensaio 

nos grupos controle (23 °C), ocorrendo aumento de 6 a 24 horas e retorno aos níveis iniciais 

de atividade em 48 e 96 horas; nos grupos de tratamento (32 °C), a atividade da CS esteve 

com níveis altos em 2 e 24 horas, níveis intermediários em 6, 12 e 48 horas e níveis reduzidos 

de atividade em 96 horas (FIGURA 15). A MDH apresentou oscilação de atividade ao longo 

dos períodos de ensaio, ocorrendo atividade intermediária em 2 e 12 horas, atividade alta em 

6 e 24 horas, com posterior aparente estabilização em baixa atividade em 48 e 96 horas de 

ensaio (FIGURA 12 - C). A G6PDH apresentou atividade reduzida estável nos grupos 

controle (23 °C) em 2, 6 e 12 horas, com posterior aumento em 24, 48 e 96 horas; nos animais 

dos grupos de tratamento (31 °C), a atividade da G6PDH esteve reduzida nas primeiras 24 

horas de ensaio, ocorrendo aumento da atividade em 48 horas e redução posterior para nível 

intermediário, em 96 horas (FIGURA 16). A atividade da AST aumentou em 6 horas, em 

relação a 2, 24 e 96 horas (FIGURA 17 – B). A atividade da ALT apresentou aumento em 6 

e 48 horas quando comparada a 2, 12 e 24 horas, e em 96 horas, em relação a 12 e 24 horas 

(FIGURA 17 – C).  

Em relação à defesa antioxidante, a elevação de temperatura para 31 °C não alterou 

a atividade da SOD e os níveis GSH (FIGURA 18 – A e B). 

 
FIGURA 18 – BIOMARCADORES DA DEFESA ANTIOXIDANTE DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris 

QUE NÃO SOFRERAM ALTERAÇÕES COM CHOQUE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 
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Legenda: SOD-superóxido dismutase; GSH-glutationa reduzida. Nota: os grupos controles (23 °C) são 
mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são mostrados com barras pretas. As letras 
sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
 

O aumento de temperatura para 31 °C provocou diminuição em 26 % na atividade 

da CAT em 24 horas (FIGURA 19). 

 
FIGURA 19 – ATIVIDADE DA CAT DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris SOB CHOQUE 

TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

O aumento de temperatura provocou alteração na atividade da GPx, com aumento 

de 267 % em 96 horas (FIGURA 20). 
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FIGURA 20 – ATIVIDADE DA GPx DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris SOB CHOQUE 

TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

O aumento de temperatura provocou aumento de 72 % na atividade da GR em 6 

horas e diminuição de 27 % em 24 horas (FIGURA 21). 

 
FIGURA 21 – ATIVIDADE DA GR DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris SOB CHOQUE TÉRMICO 

DE ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
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O aumento de temperatura provocou aumento na atividade da GST, em 6 horas (96 

%), 12 horas (55 %), 24 horas (83 %) e 96 horas (129 %) (FIGURA 22). 

 
FIGURA 22 – ATIVIDADE DA GST DE BRÂNQUIAS DE A. lacustris SOB CHOQUE 

TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 

 
Nota: os grupos controles (23 °C) são mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são 
mostrados com barras pretas. As letras sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de 
exposição. Asteriscos (*) indicam diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo 
controle e experimentais. Os dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 

 

Em relação aos danos oxidativos, o aumento de temperatura não provocou alteração 

nos níveis de LPO, mas gerou aumento nos níveis de PCO em 6 horas (103 %) e 24 horas 

(95 %) (FIGURA 23 – A e B, respectivamente). 

 
FIGURA 23 – BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS EM BRÂNQUIAS DE A. lacustris SOB 

CHOQUE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA 
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Legenda: LPO-peroxidação lipídica e PCO-carbonilação proteica. Nota: os grupos controles (23 °C) são 
mostrados com barras brancas e os grupos experimentais (31 °C) são mostrados com barras pretas. As letras 
sobre as barras indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição. Asteriscos (*) indicam 
diferenças estatisticamente significativas (p ≤ 0.05) entre os peixes do grupo controle e experimentais. Os 
dados são apresentados em média ± erro padrão da média. 
 

Em relação às alterações ao longo do tempo nos marcadores de defesa antioxidante 

e de danos oxidativos nos peixes expostos ao ensaio de alta temperatura (31 °C), não foi 

observada variação na atividade da enzima SOD tanto nos grupos controle (23 °C) quanto 

nos grupos tratamento (31 °C). A atividade da CAT aumentou em 24 horas no grupo a 23 

°C, em relação aos demais tempos de exposição; e aumentou em 6 horas no grupo a 31 °C, 

em relação a 2, 12, 48 e 96 horas (FIGURA 19). A atividade da GPx, no grupo a 23 °C, teve 

aumento em 12 horas em relação a 2, 6 e 96 horas, enquanto que no grupo a 31°C apresentou 

menor atividade em 2 horas, em relação a 6, 12, 24 e 96 horas; e aumentou a atividade em 

96 horas, quando comparada a 2, 6, 24 e 48 horas (FIGURA 20). Os níveis de GSH estiveram 

baixos em 2 horas, em comparação com 48 horas, tanto no grupo a 23 °C quanto a 31 °C 

(FIGURA 18 – B). Já a atividade da GR, nos grupos controles (23 °C), apresentou 

diminuição em 6 horas e aumento em 24 horas, em relação aos demais tempos do ensaio, 

cuja atividade foi em níveis intermediários; enquanto que no grupo a 31 °C, houve 

diminuição em 2 horas, em relação a 12 horas (FIGURA 21). A atividade da GST, nos grupos 

de controle (23 °C), apresentou maior atividade em 2 horas, valores intermediários em 6, 12, 

24 e 96 horas e menor atividade em 48 horas, quando comparada a 2, 12 e 24 horas; nos 

grupos de tratamento (31 °C), a GST apresentou atividade estável, com redução em 48 horas 

(FIGURA 22). Os níveis de LPO, tanto nos grupos controle quanto nos grupos tratamento, 

mantiveram-se estáveis ao longo do ensaio, havendo apenas um aumento em 24 horas 

(FIGURA 23 – A). Os níveis de PCO, nos grupos controle (23 °C), aumentaram em 12 horas, 

em comparação com 2 e 24 horas; e no grupo a 31 °C estavam baixos em 2 horas, em 

comparação a 6 e 24 horas; e aumentaram em 6 horas, em relação a 2, 12, 48 e 96 horas 

(FIGURA 23 – B). 
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TABELA 1: RESULTADOS DA ANOVA PARA OS EFEITOS DA TEMPERATURA E TEMPOS DE 
EXPOSIÇÃO NOS BIOMARCADORES DE METABOLISMO DE CARBOIDRATOS, PROTEÍNAS, DEFESA 
ANTIOXIDANTE E DANOS OXIDATIVOS DE BRÂNQUIAS DE Astyanax lacustris EXPOSTOS A CHOQUE 
TÉRMICO DE BAIXA E ALTA TEMPERATURA. 

 
Temperatura X Tempo de exposição Tempo de exposição 

 

15°C 31°C 15°C 31°C 

F p F p F p F p 

HK 1,29 0,28 2,3 0,051 130,82 <0,001* 41,58 <0,001* 

PFK 1,24 0,3 3,35 0,007* 27,05 <0,001* 8,71 <0,001* 

PK 1,44 0,22 2,73 0,02* 1,71 0,14 6,09 <0,001* 

LDH 1,3 0,27 0,68 0,64 24,2 <0,001* 22,06 <0,001* 

CS 0,67 0,65 2,69 0,02* 9,13 <0,001* 8,79 <0,001* 

MDH 0,65 0,66 1,3 0,27 46,56 <0,001* 31,7 <0,001* 

G6PDH 0,48 0,79 2,33 0,048* 18,13 <0,001* 20,67 <0,001* 

GLDH 2,68 0,02* 0,58 0,71 5,23 <0,001* 1,9 0,1 

AST 0,53 0,75 0,9 0,48 16,37 <0,001* 4,36 0,001* 

ALT 6,17 <0,001* 1,94 0,09 23,48 <0,001* 18,55 <0,001* 

SOD 2,17 0,06 0,88 0,5 2,22 0,061 2,06 0,08 

CAT 0,73 0,6 2,34 0,04* 3,58 0,005* 11,72 <0,001* 

GPx 3,61 0,005* 5,22 <0,001* 18,41 <0,001* 11,12 <0,001* 

GSH 1,66 0,15 0,9 0,48 1,87 0,1 2,93 0,02* 

GR 2,59 0,03* 8,13 <0,001* 9,51 <0,001* 8,91 <0,001* 

GST 2,69 0,02* 3,07 0,012* 23,34 <0,001* 17,56 <0,001* 

LPO 0,88 0,5 1,47 0,2 1,25 0,29 2,45 0,03* 

PCO 3,81 0,004* 5,33 <0,001* 5,53 <0,001* 6,31 <0,001* 
Legenda: HK, hexoquinase; PFK, fosfofrutoquinase; PK, piruvato quinase; LDH, lactato desidrogenase; CS, citrato 
sintase; MDH, malato desidrogenase; G6PDH, glicose-6-fosfato desidrogenase; GLDH, glutamato desidrogenase; 
AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; SOD, superóxido dismutase; CAT, catalase; GPx, 
glutationa peroxidase; GSH, glutationa reduzida; GR, glutationa redutase; GST, glutationa-S-transferase; LPO, 
perozidação lipídica; PCO, carbonilação de proteínas. Nota: asteriscos (*) indicam diferenças significativas (p ≤ 0.05). 
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QUADRO 1 - RESUMO DOS RESULTADOS DOS BIOMARCADORES DO METABOLISMO DE 
CARBOIDRATOS, PROTEÍNAS, DEFESA ANTIOXIDANTE E ESTRESSE OXIDATIVO EM BRÂNQUIAS DE 

A. lacustris 
Comparação entre controle e tratamento ao longo do tempo 

Via metabólica Marcador 15°C 31°C 

Metabolismo de 
carboidratos 

HK = = 

PFK = ↑ 2h (53 %), ↑ 6h (147 %) 

PK = ↑ 2h (148 %) 

LDH = = 

CS = ↑ 2h (48 %) 

MDH = = 

G6PDH = ↓ 24h (66 %), ↓ 96h (36 %) 

Metabolismo de 
proteínas 

GLDH ↓ 48h (30 %), ↓ 96h (48 %) = 

AST = = 

ALT ↑ 2h (36 %), ↓ 12h (41 %) = 

Defesas 
antioxidantes 

SOD = = 

CAT = ↓ 24h (26 %) 

GPx ↓ 12h (51 %), ↑ 96h (97 %) ↑ 96h (267 %) 

GSH = = 

GR ↓ 24h (30 %), ↓ 48h (29 %) ↑ 6h (96 %), ↓ 24h (27 %) 

GST ↓ 2h (30 %) 
↑ 6h (96 %), ↑ 12h (55 %), 

 ↑ 24h (83 %), ↑ 96h (129 %) 

Danos oxidativos 
LPO = = 

PCO ↑ 12h (115 %), ↓ 48h (62 %) ↑ 6h (103 %), ↑ 24h (95 %) 
Nota: Os sinais de igual (=) indicam os biomarcadores que não sofreram alterações para a interação tempo e 
temperatura. Setas para cima indicam aumento de atividade ou níveis e setas para baixo indicam diminuição 
na atividade ou níveis. 
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4 DISCUSSÃO 

 

A mortalidade durante os experimentos representou 3,75 % do total de peixes 

utilizados, sendo considerada baixa (ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2015; 

SCHLEGER et al., 2022) e possivelmente foi decorrente de condições fisiológicas 

individuais, uma vez que as condições físico-químicas da água foram monitoradas e 

permaneceram adequadas durante o experimento.  

 As brânquias são órgãos com múltiplas funções, incluindo trocas gasosas, 

regulação iônica e ácido-básica, osmorregulação e excreção de nitrogênio (EVANS; 

PIERMARINI; CHOE, 2005; MOHAMAD et al., 2021). Pelo fato de estarem em contato 

direto com o ambiente, as brânquias são sensíveis às alterações nas condições abióticas, 

como a temperatura, e se tornam chave para investigação dos efeitos do estresse térmico 

sobre o metabolismo e fisiologia dos peixes. 

Neste trabalho, as alterações nos marcadores fisiológicos que ocorreram apenas em 

relação à variável tempo de exposição, foram consideradas como decorrentes do ciclo 

circadiano, fator de variação dos parâmetros fisiológicos dos organismos (BALASCH; 

TORT, 2019; RESENDE et al., 2022). A observação da frequente semelhança de 

comportamento dos marcadores apenas nos períodos de exposição testados, corroboram com 

a indicação de que não foram relacionadas com os efeitos das mudanças de temperatura, 

assim como reafirmam a importância da comparação entre grupos experimentais e controles, 

sujeitos às mesmas condições de ensaio, temporal, físico-químico e espacial, portanto, a 

discussão desta pesquisa tem como foco as variações significativas para a interação das 

variáveis temperatura e tempo de exposição. 

 

4.1 EFEITOS DO ESTRESSE TÉRMICO DE BAIXA TEMPERATURA NO 

METABOLISMO BRANQUIAL  

 

Os peixes de climas temperados sobrevivem aos períodos de frio adotando 

estratégias metabólicas, como o armazenamento de reservas energéticas na forma de 

triglicerídeos e/ou glicogênio durante as estações quentes para utilização nos períodos frios 

(FERNANDES; MCMEANS, 2019; SHUTER et al., 2012; VARIS; HAVERINEN; 

VORNANEN, 2016). Foi observado que os peixes expostos à baixa temperatura (15 °C) 

apresentaram redução na atividade natatória e na ingestão de alimentos, quando comparados 
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aos peixes expostos à alta temperatura (31 °C). Diversos autores associam as baixas 

temperaturas à redução nas taxas metabólicas (BEYAN et al., 2015; ROSSI et al., 2017; 

SPEERS-ROESCH; NORIN; DRIEDZIC, 2018; WEN et al., 2017). 

Neste estudo, não houve alteração nos marcadores da glicólise, ciclo do ácido 

cítrico, via das pentoses fosfato e, ocorreu diminuição no catabolismo de aminoácidos, 

percebida pela redução na atividade das enzimas GLDH em 48 e 96 horas e da ALT em 12 

horas, com exceção de um aumento isolado e pontual na atividade da ALT em 2 horas 

(FIGURA 24). Estes resultados indicam que não houve alteração na demanda energética nas 

brânquias para o ajuste homeostático em resposta ao estresse térmico ao frio. A redução no 

catabolismo de aminoácidos indica que o fígado pode estar suprindo a demanda energética, 

possivelmente a partir de gliconeogênese, como verificado no estudo de Schleger et al. 

(2022). 

A GLDH é uma enzima mitocondrial que atua de forma reversível no catabolismo 

de aminoácidos, fornecendo substrato para o ciclo do ácido cítrico em situações em que há 

maior demanda de ATP nas células, ao catalisar a conversão de glutamato em α-cetoglutarato 

e amônia, enquanto reduz NAD(P)+ em NAD(P)H+ (PLAITAKIS et al., 2017). Desta forma, 

a GLDH tem um papel fundamental na excreção de compostos nitrogenados e na homeostase 

redox. Neste estudo, devido à baixa atividade da GLDH em 48 e 96 horas (FIGURA 24), 

pode ter havido redução na produção de compostos nitrogenados pelas brânquias, mas, no 

entanto, não foram observados indícios de alteração do equilíbrio redox, pois não houve 

alteração nos níveis de LPO e ainda foi observada redução nos níveis de PCO em 48 horas. 

Adicionalmente, em baixa temperatura, houve redução da atividade das enzimas da 

defesa antioxidante, compreendendo na redução da GPx em 12 horas, da GR em 24 e 48 

horas e da GST em 2 horas (FIGURA 24).  A redução da atividade da GPx em 12 horas, 

somada ao aumento nos níveis de PCO neste horário, indicam a vulnerabilidade do órgão 

aos danos que podem ser provocados pelas EROs. A GPx atua na conversão do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em água, enquanto oxida a glutationa reduzida (GSH) em GSSG 

(ABELE; PUNTARULO, 2004; DEPONTE, 2013) e, quando o H2O2 não é decomposto 

enzimaticamente, pode se converter no radical livre hidroxila pela reação de Fenton 

(ABELE; PUNTARULO, 2004; REGOLI et al., 2011). 

Apesar de pontual, um indicador de ativação da defesa antioxidante foi o aumento 

na atividade da GPx em 96 horas, resposta que, somada à redução nos níveis de PCO em 48 
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horas, indicam que A. lacustris consegue se recuperar do estresse oxidativo e dos danos em 

proteínas, recuperando a homeostase a partir das 48 horas de exposição ao frio.  

 

4.2 EFEITOS DO ESTRESSE TÉRMICO DE ALTA TEMPERATURA NO 

METABOLISMO BRANQUIAL  

 

Em peixes, as brânquias são o primeiro local de captação de oxigênio do ambiente, 

e consequentemente um órgão-chave onde são esperados ajustes para a manutenção dos 

níveis de oxigênio e da performance do metabolismo aeróbico com o aumento da 

temperatura (BOWDEN; GARDINER; COUTURIER, 2014). A elevação da temperatura 

ambiental provoca aumento nas taxas metabólicas dos peixes, os quais aceleram a taxa 

respiratória para suprir os tecidos com oxigênio; porém, isso aumenta o contato das 

brânquias com o ambiente desfavorável, devido ao bombeamento acelerado de água pelos 

opérculos (MOHAMAD et al., 2021). As brânquias apresentam elevadas taxas metabólicas, 

as quais aumentam como consequência direta do aquecimento da água ou de uma maior 

mobilização energética promovida pelo cortisol, para recuperar a homeostase após o choque 

térmico (SOKOLOVA et al., 2012). 

O aumento na temperatura da água reduz os níveis de oxigênio dissolvido nos 

ambientes aquáticos naturais (HARASAWA et al., 2003). Alguns peixes, como Carassius 

carassius e Carassius auratus aumentam a área de superfície lamelar das brânquias em 

situações de hipóxia ou de altas temperaturas (BOWDEN; GARDINER; COUTURIER, 

2014; NILSSON; DYMOWSKA; STECYK, 2012; POL; FLIK; GORISSEN, 2017; 

SOLLID; WEBER; NILSSON, 2005), um ajuste que aumenta a captação de oxigênio. 

Porém, este aumento na superfície lamelar também eleva os custos energéticos com a 

osmorregulação. Sollid, Weber e Nilsson (2005) e Nilsson, Dymowska e Stecyk (2012) 

verificaram um aumento no consumo de oxigênio e da superfície respiratória em brânquias 

de carpa expostas ao aumento de temperatura. Esta resposta pode ser um reflexo de traços 

adaptativos à hipóxia que ocorre nos ambientes naturais em alta temperatura. 

As alterações nas brânquias em nível molecular para adaptação ao calor, 

compreendem em aumento no consumo de oxigênio (MOHAMAD et al., 2021; SOLLID; 

WEBER; NILSSON, 2005) e na demanda energética (BOWDEN; GARDINER; 

COUTURIER, 2014). Neste estudo, ocorreu aumento da via glicolítica, do ciclo do ácido 

cítrico e respiração aeróbica, verificados pelo aumento na atividade das enzimas PFK em 2 
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e 6 horas e da PK em 2 horas, aumento da CS em 2 horas; bem como houve redução da via 

das pentoses fosfato, com diminuição da atividade da G6PDH em 24 e 96 horas (FIGURA 

24). 

O período de maior alteração nas enzimas do metabolismo energético foi em 2 horas 

de exposição a 31 °C, o que indica que este período foi crítico para a adaptação de A. lacustris 

à alta temperatura. Resende et al. (2022), ao estudarem os efeitos da alta temperatura em 

brânquias de Psalidodon bifasciatus, também verificaram um aumento na demanda por ATP, 

refletindo em aumento na atividade das enzimas HK em 2h e PFK em 48h, as quais, ao 

promoverem a glicólise, aumentam as quantidades de substratos para o ciclo de Krebs e para 

a respiração celular aeróbica. Schleger et al. (2022), verificaram que o fígado de A. lacustris 

submetido à estresse térmico de 31 °C atuou exportando glicose nas primeiras 12 horas de 

estresse térmico para manutenção dos níveis energéticos dos tecidos, dado que indica 

aumento na demanda por energia com o calor e destaca a importância deste órgão para o 

suprimento de substratos energéticos.  

A redução na atividade da G6PDH em 24 e 96 horas (FIGURA 24) demonstra uma 

diminuição na capacidade da via das pentoses fosfato. A G6PDH, além de atuar no desvio 

dos esqueletos de carbono para a manutenção de ATP nas células, também atua nas defesas 

antioxidantes, ao catalisar a primeira reação da via das pentoses fosfato, tornando-se 

importante para a produção de NADPH nas células, o qual é utilizado para a redução da 

glutationa (GSH) pela GR (DALVI et al., 2017). Portanto, a redução da G6PDH reflete uma 

possível alteração no anabolismo e uma redução na proteção contra os danos oxidativos 

(PEDRÓN et al., 2017). A diminuição da G6PDH em altas temperaturas é uma resposta 

encontrada em outras espécies de peixes, como em Spaurus aurata (LAIZ-CARRÍON et al., 

2004) e Horabagrus brachysoma (DALVI et al., 2017). 

Neste estudo, em alta temperatura, a baixa atividade da G6PDH em 24 horas, 

associada com baixa atividade da GR, sugerem baixos níveis de NADPH e/ou NADP+ e, 

somadas com a baixa atividade da CAT, indicam uma redução na neutralização de H2O2,  e, 

com a ocorrência de PCO neste mesmo tempo de exposição (FIGURA 24), evidenciam que 

este foi um período crítico para a espécie; em que o sistema de defesa antioxidante esteve 

inibido e as células branquiais ficaram vulneráveis ao efeito deletério das EROs, ocorrendo 

estresse oxidativo em proteínas. Em brânquias, a ocorrência de danos em proteínas pode 

acarretar em desregulação nos gradientes iônicos e desequilibrar a osmorregulação, afetando 

a permeabilidade das membranas celulares (EVANS; PERMARINI; CHOE, 2005).  
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O aumento de temperatura eleva também as taxas de respiração celular e a geração 

de EROs (BAGNYUKOVA et al., 2007), a partir do aumento das taxas metabólicas, que 

elevam o fluxo na cadeia transportadora de elétrons, gerando assim uma maior produção de 

EROs (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017). Desta forma, a elevação de temperatura pode 

provocar estresse metabólico via desequilíbrio entre uma maior produção de EROs e sua 

eliminação (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; JIN et al., 2019; LUSHCHAK, 2011), e as 

estruturas celulares podem ficar susceptíveis ao estresse oxidativo, sofrendo danos como a 

carbonilação de proteínas e a lipoperoxidação. O sistema de defesa antioxidante é importante 

para a proteção contra as EROs, protegendo os tecidos do estresse oxidativo com estratégias 

que podem envolver o aumento da atividade de enzimas da defesa antioxidante, como a SOD 

e a CAT, ou a elevação nos níveis de antioxidantes de baixa massa molecular, como a 

glutationa reduzida (GSH) (WEN et al., 2018).  

Neste estudo, além do aumento da glicólise e ciclo do ácido cítrico em alta 

temperatura; também foi perceptível a ativação do sistema de defesa antioxidante, com 

aumento na atividade da GR em 6 horas, GPx em 96 horas e GST em 6, 12, 24 e 96 horas 

(FIGURA 24), o que demonstra que está havendo aumento das defesas antioxidantes, 

possivelmente via fator de transcrição Nrf2 (DINKOVA-KOSTOVA; KOSTOV; 

KAZANTSEV, 2018;  MUKAIGASA et al., 2012; WANG; ZHU, 2019). No entanto, 

mesmo com a ativação da defesa antioxidante, A. lacustris não foi capaz de evitar o estresse 

oxidativo, percebido pela alta PCO em 6 horas e 24 horas, demonstrando que esta espécie é 

vulnerável ao calor, pois em 6 horas GR e GST estavam com alta atividade, mas não foram 

capazes de neutralizar as EROs e em 24 horas a defesa antioxidante colapsou, com baixa 

atividade da G6PDH, da GR e da CAT (FIGURA 24).  

A GST desempenhou um importante papel na defesa antioxidante das brânquias de 

A. lacustris submetidos à alta temperatura, com alta atividade em 6, 12, 24 e 96 horas 

(FIGURA 24). As GSTs são uma família multifuncional de proteínas envolvidas na 

detoxificação celular de compostos como xenobióticos e poluentes ambientais, a partir da 

conjugação da glutationa reduzida (GSH) com compostos tóxicos que contenham grupos 

eletrofílicos, reduzindo sua toxicidade, aumentando a solubilidade em água ou tornando-os 

mais fáceis de serem degradados e excretados (CARLETTI et al., 2008).  

As isoformas de GST, assim como a GPx, também atuam na conversão de 

hidroperóxidos lipídicos (LOOH) a álcool, enquanto oxidam a GSH em GSSG. Os LOOH 

são radicais livres formados a partir do radical hidroxila, que iniciam a peroxidação lipídica 
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nas membranas (REGOLI et al., 2011). Esta importante ação, principalmente da GST nas 

brânquias expostas à alta temperatura, podem indicar uma proteção aos danos lipídicos e 

explicar a não alteração nos níveis de LPO. No estudo de Garcia et al. (2015), em brânquias 

de Paralichthys orbignyanus, expostos à alta temperatura, foi percebido aumento na 

atividade da CAT e da GST e nos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), indicando que, mesmo com a ativação das defesas antioxidantes, a espécie não 

conseguiu prevenir os danos oxidativos. Neste estudo, a ativação das defesas foi eficiente 

para evitar o aumento nos níveis de TBARS. 

Percebe-se que em alta temperatura, a resposta metabólica das brânquias ocorre nos 

primeiros horários da exposição, tanto no metabolismo energético quanto na defesa 

antioxidante. Esta resposta ao estresse térmico nos dois primeiros horários de exposição ao 

calor sugere aumento na demanda energética e o aumento na atividade das enzimas da defesa 

antioxidante, indica uma resposta a um provável aumento na produção de EROs. A resposta 

da defesa antioxidante se estende para 24 e 96 horas. Já em baixa temperatura, o período 

mais crítico foi de 12 horas, ao haver redução nas defesas antioxidantes (GPx) e aumento 

nos níveis de PCO. 
 

 

FIGURA 24 – ESQUEMA DAS VIAS METABÓLICAS BRANQUIAIS DE A. lacustris SOB 

ESTRESSE TÉRMICO  
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5 CONCLUSÃO 

 

A baixa temperatura provocou pouco efeito no metabolismo energético. Com exceção 

da redução do catabolismo de aminoácidos, as demais vias investigadas: glicólise, ciclo do 

ácido cítrico e das pentoses fosfato, não foram alteradas. Também houve diminuição das 

defesas antioxidantes e ocorrência de carbonilação de proteínas, demonstrando que a não 

alteração das defesas antioxidantes deixou o órgão vulnerável à ação das EROs. 

Ao contrário, em alta temperatura, possivelmente ocorreu aumento na demanda 

energética, com elevação na atividade das enzimas da glicólise, do ciclo do ácido cítrico e 

inibição da via das pentoses fosfato. O estresse térmico pelo calor também provocou um 

desequilíbrio entre a produção de EROs e sua neutralização pelas defesas antioxidantes, pois, 

mesmo com as defesas antioxidantes ativadas, houve estresse oxidativo, percebido pela 

ocorrência de carbonilação de proteínas.  

Desta forma, conclui-se que tanto o estresse térmico de baixa temperatura quanto de 

alta temperatura afetam o metabolismo de brânquias de A. lacustris, sendo que a alta 

temperatura afeta de forma mais intensa; e ambas provocam estresse oxidativo. No entanto, A. 

lacustris consegue estabelecer o equilíbrio homeostático após 48 horas de exposição ao frio e 

após 24 horas de exposição ao calor, demonstrando que a espécie está adaptada às variações 

térmicas enfrentadas nesta intensidade e duração. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A espécie de peixe de água doce Astyanax lacustris é abundante no rio Iguaçu, no estado 

do Paraná. Estudar suas respostas metabólicas frente às variações de temperatura entre inverno 

e verão nesta região permite conhecer como esta espécie está adaptada evolutivamente e fornece 

subsídios para ações de manejo e conservação deste importante recurso natural. 

No capítulo I, foram estudados os efeitos do estresse térmico de baixa (15 ºC) e alta (31 

ºC) temperatura no fígado. Os resultados demostraram que a baixa temperatura provocou alta 

demanda energética, com aumento da via glicolítica, no ciclo do ácido cítrico e no catabolismo 

de aminoácidos; e a baixa temperatura não afetou o metabolismo antioxidante. Em alta 

temperatura, o fígado atuou exportando glicose para atender à demanda energética, e teve 

aumento nas defesas antioxidantes. Foi verificado aumento nos níveis de peroxidação lipídica 

em baixa temperatura e aumento nos níveis de proteínas carboniladas em alta temperatura, 

indicando que em ambas as temperaturas houve estresse oxidativo, ou seja, houve um 

desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade de 

neutralização destes radicais livres. 

No capítulo II, constam os resultados do estudo de estresse térmico de baixa (15 ºC) e 

alta (31 ºC) temperatura no metabolismo de brânquias. Em baixa temperatura, ocorreu redução 

nas taxas metabólicas, não havendo alterações no metabolismo de carboidratos e de proteínas 

e houve redução nas defesas antioxidantes. Ocorreu dano oxidativo, com aumento nos níveis 

de carbonilação de proteínas. Já em alta temperatura, ocorreu aumento na glicólise, ciclo do 

ácido cítrico e inibição da via das pentoses fosfato, indicando aumento na demanda energética, 

além de aumento nas defesas antioxidantes. Porém, a resposta da defesa antioxidante não foi 

suficiente para conter o estresse oxidativo, ocorrendo danos em proteínas. 

Estes resultados demostram que o estresse térmico desencadeou diferentes respostas 

metabólicas para as temperaturas de inverno e verão e que os órgãos, fígado e brânquias, 

também apresentam respostas diferenciadas. Mesmo com a ocorrência de estresse oxidativo, A. 

lacustris reestabelece a homeostase após um período de ajustes, demonstrando que consegue 

suportar as variações térmicas com a intensidade e duração impostas neste estudo. 
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