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RESUMO

A integridade ecoldgica dos rios, lagos e oceanos € representada pelo estado
natural dos corpos d 'agua. Por sua vez, as praticas humanas ao alterar a
dindmica natural de temperatura dos ambientes aquaticos, seja com aguas
quentes ou frias, dao origem a poluicado térmica. Deste modo, as populagdes de
peixes quando em contato direto com as alteragdes de temperatura da agua,
produzem espécies reativas de oxigénio que afetam a ativacao, detoxificacao,
citoprotecdo e homeostase de todos o6rgdos, bem como de suas taxas
metabdlicas e de sobrevivéncia, devido a predominancia ectotérmica. Por isso,
conhecer a biologia do estresse térmico agudo em Rhamdia voulezi, espécie de
peixe nativa e endémica da bacia hidrografica do Rio Iguacu, pode dar suporte
para a biodiversidade e conservacgao da ictiofauna local, brasileira e mundial. O
estudo propds avaliar os marcadores bioquimicos do metabolismo energético e
defesa antioxidante do encéfalo, coracado e musculo de Rhamdia voulezi (n=73)
submetido ao estresse térmico agudo de 31°C apds a aclimatagao de 21°C por
2,6, 12, 24 e 96 horas, respectivamente. Os resultados indicaram aumento da
atividade de SOD, GPx e MDH, bem como a redug¢ao de SOD, HK e CK no
encéfalo. No coragdo apenas a PCO reduziu e no musculo houve aumento de
CAT e glicogénio e diminuicdo de G6PDH e ALT. A variacdo dos marcadores de
estresse oxidativo dos trés érgéos foi explicada pela PCA em 66,91%. A dos
marcadores metabdlicos do encéfalo e musculo em 61,16%. Os agrupamentos
dos marcadores bioquimicos, assim como a separagdo dos 6Orgaos foram
corroborados com os resultados da PERMANOVA. Além disso, a categorizacao
dos marcadores bioquimicos no IBR demostrou que R. voulezi possui ajustes
metabdlicos e fisioldgicos de aclimatacdo, bem como sensibilidade térmica a
temperatura de 31°C, mesmo com a higidez fragilizada em todos os tempos de
exposigao. O qual fez concluir que a temperatura de 31°C tem influéncia sobre o
estado metabdlico e oxidativo de R. voulezi e que diferentes estratégias
metabdlicas foram estabelecidas durante as abordagens bioldgicas observadas.
O encéfalo sugeriu obter uma elevada demanda energética com eficiente
sistema de defesa antioxidante. O coracado apresentou maior fornecimento de
oxigénio aos tecidos e regulagdo dos mecanismos redox e de sinalizagao celular.
O musculo preservou as fibras musculares e manteve o fornecimento de energia
sob condicbes metabdlicas extenuantes. Juntamente a isso, os dados de IBR,
sensibilidade térmica e higidez forneceram conhecimento sobre o efeito do
estresse térmico agudo em R. voulezi coletados na bacia hidrografica do rio
Iguagu e expostos a temperatura de 31°C.

Palavra-chave: Jundia, biomarcadores, ecotoxicologia aquatica, encéfalo,
coragao, musculo, temperatura, peixe.



ABSTRACT

The ecological integrity of rivers, lakes and oceans is represented by the natural
state of water bodies. In turn, human practices by altering the natural temperature
dynamics of aquatic environments, whether with hot or cold waters, give rise to
thermal pollution. Thus, fish populations, when in direct contact with changes in
water temperature, produce reactive oxygen species that affect the activation,
detoxification, cytoprotection and homeostasis of all organs, as well as their
metabolic and survival rates, due to the ectothermic predominance. Therefore,
knowing the biology of acute heat stress in Rhamdia voulezi, a species of fish
native and endemic to the Iguagu River watershed, can support the biodiversity
and conservation of the local, Brazilian and global ichthyofauna. The study
proposed to evaluate the biochemical markers of energy metabolism and
antioxidant defense of the brain, heart and muscle of Rhamdia voulezi (n=73)
submitted to acute heat stress of 31°C after acclimation of 21°C for 2, 6, 12, 24
and 96 hours, respectively. The results indicated increased activity of SOD, GPx
and MDH, as well as the reduction of SOD, HK and CK in the brain. In the heart
only the PCO reduced and in the muscle, there was an increase in CAT and
glycogen and a decrease in G6PDH and ALT. The variation of oxidative stress
markers of the three organs was explained by PCA in 66.91%. That of the
metabolic markers of the brain and muscle in 61.16%. The groupings of
biochemical markers, as well as the separation of organs were corroborated with
the results of PERMANOVA. In addition, the categorization of biochemical
markers in the IBR showed that R. voulezi has metabolic and physiological
acclimation adjustments, as well as thermal sensitivity at a temperature of 31°C,
even with poor hygiene at all exposure times. This led to the conclusion that the
temperature of 31°C has an influence on the metabolic and oxidative state of R.
voulezi and that different metabolic strategies were established during the
observed biological approaches. The brain suggested obtaining a high energy
demand with an efficient antioxidant defense system. The heart showed greater
oxygen supply to tissues and regulation of redox and cell signaling mechanisms.
The muscle preserved muscle fibers and maintained the energy supply under
strenuous metabolic conditions. Along with this, IBR, thermal sensitivity and
hygiene data provided knowledge about the effect of acute heat stress on R.
voulezi collected in the Iguagu River watershed and exposed to a temperature of
31°C.

Keyword: Jundia, biomarkers, aquatic ecotoxicology, brain, heart, muscle,
temperature, fish.
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Mg - Microgramas

ML - Microlitro

pmol — Micromol
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1. INTRODUGAO
Os ecossistemas aquaticos sdo caracterizados pelas interagdes ecologicas

entre a biota existente e os componentes fisico-quimicos da agua (COSTA et al.,
2008; MARTINS; ANTUNES, 2019). Entretanto, os parametros que determinam
a qualidade da agua como: temperatura, turbidez, pressao, pH, concentragao de
oxigénio dissolvido, salinidade, ions e depdsito de sedimento tém sido
modificados de forma rapida ou extrema sob a influéncia de atividades antropicas
de origem bioldgica, fisica e/ou quimica. Essas mudangas podem ocasionar
perda da biodiversidade aquatica e alterar a dinamica natural das comunidades
biolégicas habitantes (CURRIE; TUFTS, 1997; MARIANO et al., 2009;
SANTANA; FREITAS, 2012; SCHILLER et al., 2017).

Assim, as caracteristicas geomorfolégicas e morfodindmicas da bacia
hidrografica do rio Iguacgu, fizeram com que o rio fosse dividido em trés regides:
alto, baixo e médio Iguacgu, com diferentes regimes térmicos. A qualidade de
suas aguas ao ser enquadrada na classe Il, conforme a resolucao do CONAMA
N° 357 de 2005, tornou-se fonte principal de abastecimento urbano no Estado
do Parana. Essas caracteristicas juntamente com o carater endémico da fauna
de peixes que corresponde a 75% fez com que a bacia tenha grande importancia
ecoldgica para a ictiofauna, sendo denominada ecorregido de biodiversidade
global (BAUMGARTNER et al., 2012; BRASIL, 2022; DAGA et al., 2016).

Por ser o principal recurso hidrico da regido, o Iguagu tem sofrido
modificagdes na temperatura de suas aguas devido a poluigdo térmica gerada
pela remogcdo de vegetacdo e/ou sombras das margens, represamento,
influéncia da agropecuaria, da gestdo de canais e das reacdes cinéticas
produzidas pelas seis usinas hidrelétricas instaladas ao longo do seu percurso
(ABDI; ENDRENY, 2019; BAUMGARTNER et al., 2012; DAGA et al., 2016;
FICKE; MYRICK; HANSEN, 2007; LANGAN et al., 2001). Dado que a integridade
ecologica dos rios, lagos e oceanos € representada pelo estado natural dos
corpos d 'agua. As praticas humanas ao alterar a dindmica natural de
temperatura dos ambientes aquaticos, seja com aguas quentes ou frias, dao
origem a poluicdo térmica (BOBAT, 2015; FEVILOVA; RASOVA,
VELEGZHANINOV, 2021).
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Tal fato representa um desafio substancial para a manutencao fisiologica e
metabdlica dos peixes, visto que o aumento de temperatura da agua pode
ocasionar a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (JESUS;
INACIO; COELHO, 2013). Isso pode implicar na sensibilidade destes
organismos a adaptabilidade e a incapacidade de neutralizar as EROs e reparar
as lesdes (MADEIRA et al., 2016; NATI et al., 2021). Muitas vezes caracterizadas
pelos efeitos persistentes que incluem alteragdes no desempenho natatdrio,
anatomia cardiaca, resposta cerebral e ativagao das respostas metabdlicas com
consequente aumento de consumo de oxigénio, que impacta na sua
sobrevivéncia e distribuicao geografica (GARCIA et al., 2015; PRZEPIURA et al.,
2019).

Desta forma, conhecer e entender os mecanismos biolégicos do estresse
térmico em Rhamdia voulezi, conhecido como jundia, espécie de peixe nativa e
endémica do rio Iguagu, descrita em 1911 por Haseman, pode dar suporte para
a biodiversidade e conservacdo da ictiofauna local, brasileira e mundial
(DECARLI et al., 2016; DIEMER et al., 2012; FEIDEN et al., 2010; GARAVELLO;
SHIBATTA, 2016; PIMENTA SIVIDANES et al., 2012). Visto que o uso de
marcadores bioquimicos, como parametros de dano oxidativos, atividade de
enzimas antioxidante e enzimas-chaves do metabolismo energético e de outras
vias metabdlicas sdo suporte para a compreensao do estado fisioldgico, celular,
molecular e do ajuste homeostatico desses animais frente ao estresse térmico
(FIGURA 1) (MARIANO et al., 2009; PRZEPIURA et al., 2019; SOUZA et al.,
2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar marcadores bioquimicos do metabolismo de carboidratos, proteinas

e de estresse oxidativo no musculo, coragdo e encéfalo de Rhamdia voulezi

submetido ao estresse térmico agudo de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas

de exposicéao.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade dos marcadores bioquimicos relacionados com a
defesa antioxidante: catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-
transferase (GST) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) no
coracao, musculo e encéfalo de Rhamdia voulezi submetidos ao estresse
térmico agudo de 31°C.

Avaliar os niveis de glutationa reduzida (GSH), carbonilagao de proteinas
(PCO), lipoperoxidagao (LPO) e espécies reativas de oxigénio total
(EROs) no coragao, musculo e encéfalo de Rhamdia voulezi submetidos
ao estresse térmico agudo de 31°C.

Avaliar a atividade dos marcadores bioquimicos do metabolismo de
carboidrato e ciclo de Krebs: hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK),
piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), citrato sintase (CS),
malato desidrogenase (MDH), glicogénio fosforilase (GP) e glicose-6-
fosfatase (G6Pase) no musculo e encéfalo de Rhamdia voulezi
submetidos ao estresse térmico agudo de 31°C.

Avaliar a atividade da creatina quinase total (CK) no musculo e encéfalo

de Rhamdia voulezi submetidos ao estresse térmico agudo de 31°C.

Avaliar a atividade dos marcadores bioquimicos do metabolismo de
proteinas: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e glutamato desidrogenase (GLDH) no musculo e encéfalo de
Rhamdia voulezi submetidos ao estresse térmico agudo de 31°C.

Avaliar a concentragdo de lactato, piruvato e glicogénio no musculo e
encéfalo de Rhamdia voulezi submetidos ao estresse térmico agudo de
31°C.
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e Avaliar a atividade de acetilcolinesterase (AChE) no encéfalo e musculo
de Rhamdia voulezi submetido ao estresse térmico agudo de 31°C.

e Comparar os marcadores bioquimicos mensurados no encéfalo, coragao
e musculo de Rhamdia voulezi submetidos ao estresse térmico agudo de
31°C.

e Avaliar a sensibilidade térmica e o fator de condi¢gao de Rhamdia voulezi

submetidos ao estresse térmico agudo de 31°C.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs) versus Estresse oxidativo

A via de degradacdo do oxigénio, que gera radicais livres, ocorre nas
mitocdndrias, citoplasma e membranas celulares e pode ser favorecida pelos
ions de ferro e cobre (BARBOSA et al., 2010; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

A enzima citocromo c oxidase ou complexo IV ao catalisar a reagcdo em que
o oxigénio sofre reducao tetravalente, com a incorporagao de quatro elétrons ao
final da cadeia transportadora de elétrons, resulta na formagéo de agua. Essa
acgao da citocromo c¢ oxidase controla a geracéo de radicais livres e impede que
haja producao excessiva na mitocdndria (BARBOSA et al., 2010; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

A redugao univalente do oxigénio ao longo da cadeia respiratéria,
determina a producéo de EROs, como os radicais superoxidos (O2¢), hidroxila
(OHe) e peroxido de hidrogénio (H202) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
SILVA; GONGCALVES, 2010). Os ions de ferro e cobre sdo catalisadores
potentes das reacdes de geragao de radicais livres por participarem das reagdes
oxido-reducao de Fenton (gera radical OH+ por meio da reagao H202) e Haber-
Weiss (catalisa a reagao entre H202 e radical O2¢ para gerar 0 mesmo radical
OHe-). Além disso, Oz pode participar de rea¢des de geragdo de OHe« ao reagir
com o radical livre éxido nitrico (NO-) e produzir espécies reativas de nitrogénio,
o peroxinitrito (ONOOQO), com potencial reativo (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; KOURY; DONANGELO, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Por ser um agente oxidante fraco, o Oz* pode reduzir o ferro idnico e seus
complexos, tornando-o capaz de causar danos aos aminoacidos e perda de
fungédo proteica. Ao passo que o H202 é uma espécie reativa de oxigénio
extremamente deletéria e com capacidade de atravessar camadas lipidicas e
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reagir com metais de transigao e algumas hemoproteinas. Tal agao pode induzir
alteragdes cromossdmicas, quebra de DNA e oxidagao dos compostos sulfidrila
na auséncia de catalisadores (BARBOSA et al., 2014; SILVA; GONCALVES,
2010).

Ja o OH- é o agente reativo mais conhecido dos sistemas bioldgicos.
Quando produzido in vivo, pode causar danos proximo ao local em que foi
sintetizado, reagindo amplamente com aminoacidos, RNA e DNA. Assim como
a oxidacao dos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares através
da conversao de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em radicais livres alcoxila
(LO-) e peroxila (LO2*) (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; SILVA; GONCALVES, 2010; VALKO et al., 2007).

Por outro lado, as enzimas NADPH oxidases também sao fontes geradoras
de radicais livres. Como possuem a funcao de transferir elétrons através das
membranas celulares, normalmente o aceptor de elétrons € o oxigénio, que em
decorréncia, gera o radical Oz (BARBOSA et al., 2010; WELCH et al., 2002).

A produgdo desequilibrada das EROs e seus efeitos negativos no
organismo sao controlados pelo sistema antioxidante e caracteriza o estresse
oxidativo (VASCONCELOS et al., 2014). Diante disso, o sistema de defesa
antioxidante pode reduzir e/ou inibir o efeito deletério das EROs por meio de
diferentes mecanismos de acdo (BARBOSA et al., 2014; BARBOSA et al., 2010;
KOURY; DONANGELO, 2003).

Caracterizados como antioxidantes enzimaticos, aqueles produzidos pelo
préprio organismo, ou ndo-enzimatico. Os antioxidantes podem ser classificados
em prevengao (impede formagdo de EROs), varredura (impede ataques de
EROs) e reparo (reconstituicdo e reparo de estruturas biolégicas danificadas)
(BARBOSA et al., 2010; BARBOSA et al., 2014; COTINGUIBA et al., 2013).

A defesa antioxidante enzimatica € composta por enzimas que protegem,
controlam, reparam e previnem os danos causados pela formagcdo de EROS.
Sendo elas: superoxido dismutase (SOD) que catalisa a destruicdo do radical
anion superoxido (O2") em oxigénio e perdxido de hidrogénio; catalase (CAT)
que converte peroxido de hidrogénio em H20 e Og; glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GR) que participam do ciclo redutor da glutationa (GSH)
removendo o hidroperdxido, lipoperoxidos e o perdoxido de hidrogénio e;

glutationa S-transferase (GST) que catalisa o ataque nucleofilico da forma
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reduzida da GSH (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; KINNULA, 2005; RAHMAN;
BISWAS; KODE, 2006; SILVA; GONCALVES, 2010).

No que refere a defesa antioxidante nao-enzimatica, os principais
compostos incluidos sdo os carotenoides, flavonoides, pigmentos biliares, urato
e vitaminas C e E que captam os radicais e atuam em sinergia para proteger os
danos oxidativos as células e tecidos. Assim como a GSH, que combate de forma
direta algumas EROs e possui papel central na biotransformacéao e eliminagao
de xenobidticos, peroxidos e radicais livres em conjunto com as enzimas GPx e
GST (COTINGUIBA et al., 2013; KINNULA, 2005).

Em contrapartida, a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
presente na via das pentoses catalisa a conversao de NADP (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato) em NADPH. O NADPH formado é essencial nas
vias biossintéticas, pois protege as células de danos provocados por substancias
oxidativas como o H20:2 e radicais livres superdxidos (ZHANG; TSAO, 2016).
Além do mais, o principal fornecimento de NADPH para a biossintese de acidos
graxos e esteroides € da via das pentoses, que atua na redugao das ligagdes
duplas e dos grupos carbonilas formados no processo (NELSON et al., 2022).

Sendo assim, quando a acado dos antioxidantes nao supera os niveis de
EROs, sdao formados metabdlitos especificos que podem ser identificados,
quantificados e utilizados como marcadores de dano celulares, tais como
peroxidagao lipidica (LPO) e carbonilagdo de proteinas (PCO) (FEDERICI,
SHAW; HANDY, 2007; LEVINE et al., 1994).

A LPO inicia-se com o sequestro do hidrogénio da membrana celular e
formagao do radical lipidico, que consequentemente, reage com oxigénio para
formar o radical peroxila. Esse radical peroxila, por sua vez, sequestra novo
hidrogénio do acido graxo poliinsaturado e forma novamente o radical lipidico.
Finalizando apenas quando os radicais produzidos se propagam até destruirem
a si mesmos (BOKOV; CHAUDHURI; RICHARDSON, 2004; ENGERS;
BEHLING; FRIZZO, 2011; FRISARD et al., 2007).

Tais reacbes alteram as propriedades fisico-quimicas das membranas
celulares e ocasiona perda de permeabilidade, seletividade das trocas idnicas,
expansdo do liquido extracelular, risco de liberacdo das organelas com
consequente morte celular e formacdo de produtos citotdxicos como o

malondialdeido, detectado a partir do método de substancias reativas ao acido
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tiobarbiturico (TBARS) (ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011; FEDERICI; SHAW;
HANDY, 2007).

Outro importante processo ocasionado € a PCO decorrente da agao das
EROs sobre os grupos tidis. A oxidagcdo das proteinas gera agregagbes e
fragmentagdes de aminoacidos que levam a perda de fungdo e aumento da taxa
de degradagdo como consequéncia bioldgica, detectado pela presenca dos
grupos carbonil (BUDANOV; LEE; KARIN, 2010; LEVINE et al., 1994; RONSEIN
et al., 2006).

Assim, o DNA juntamente com as proteinas nucleares e as histonas, ao ser
oxidado pelos peroxidos, promove danos subsequentes que incluem ligacdes
cruzadas de DNA-proteinas e mutagdes (ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011;
RONSEIN et al., 2006).

3.2 Metabolismo de carboidratos
A glicose € um monbémero centralizador dos carboidratos e pode ser

estocada na forma de glicogénio nos animais. No momento em que o organismo
necessita de energia, a via glicolitica € acionada, e a glicose € convertida em
piruvato (NELSON et al., 2022).

A fosforilagdo da glicose inicia-se com a enzima hexoquinase (HK), onde a
molécula de ATP converte a glicose em glicose-6-fosfato. Apds sua conversao,
a enzima fosfo-hexose-isomerase converte a glicose-6-fosfato em frutose-6-
fosfato pela reagdo sucessiva de catalise enzimatica basica e acida geral
(MARZZOCO; TORRES, 2015).

Nesta etapa, a enzima fosfofrutoquinase (PFK) catalisa a transferéncia de
um fosfato do ATP para a hidroxila do carbono 1 da frutose-6-fosfato para formar
a frutose-1,6-bifosfato. Por acdo da enzima frutose-1,6-bifosfato aldolase
também chamada de aldolase, a frutose-1,6-bifosfato € quebrada e duas trioses
de fosfatos diferentes s&o liberadas, o gliceraldeido-3-fosfato e a
diidroxiacetona-fosfato (NELSON et al., 2022; VOET; VOET, 2013).

Destas trioses de fosfato liberadas, apenas a gliceraldeido-3-fosfato pode
ser diretamente degradada nas etapas subsequentes da via glicolitica. Sendo, a
diidroxiacetona-fosfato convertida em gliceraldeido-3-fosfato pela enzima triose
fosfato isomerase (VOET; VOET, 2013)
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Em seguida, a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase utiliza o NAD*
para oxidar o gliceraldeido-3-fosfato a partir do fosfato, constituindo-se o 1,3-
bisfosfoglicerato. O grupo fosforil do 1,3-bisfosfoglicerato é transferido para uma
molécula de ADP pela enzima fosfoglicerato-quinase para formar ATP e 3-
fosfoglicerato. Assim, a enzima fosfoglicerato-mutase catalisa a isomerizagéo do
3-fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato, que pela agao da enzima enolase desidrata,
converte o 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. O grupo fosforil do
fosfoenolpiruvato € entéo transferido para o ADP pela piruvatoquinase (PK), no
qual é formado o enol do piruvato que tautomeriza para piruvato e uma molécula
de ATP (MARZZOCO; TORRES, 2015; NELSON et al., 2022; VOET; VOET,
2013).

Uma vez formado o piruvato, este na condicao aerdbica, pode formar
lactato pela enzima lactato desidrogenase (LDH) ou etanol pela enzima piruvato-
descarboxilase. Ja na condi¢gao anaerobica, o piruvato é convertido em acetil-
coezima-A pela enzima piruvato-desidrogenase para entrar no ciclo do acido
citrico e formar dioxido de carbono e agua (MARZZOCO; TORRES, 2015;
NELSON et al., 2022).

Mas, se a sintese de glicose for oriunda da rota do anabolismo, também
chamada de gliconeogénese, o piruvato € convertido em glicose numa reverséo
das reagobes de glicdlise através de hidrolises e liberacado de fosfato inorganico
com perda de energia. As conversbes realizadas se ddao com a 1,3-
bifosfoglicerato para gliceraldeido-3-fosfato com gasto de energia e conversao
de NADH em NAD?; frutose-1,6-bifosfato a frutose-6-fosfato pela frutose 1,6-
bisfosfatas e; glicose-6-fosfato para glicose a partir da enzima glicose-6-
fosfatase (BERG et al., 2014; MARZZOCO; TORRES, 2015).

Outra caracteristica da rota do anabolismo estad na reagao da enzima
piruvato-carboxilase ao utilizar a biotina e ATP para adicionar bicarbonato ao
piruvato, formando oxaloacetato, para em seguida ser transformado em
fosfoenolpiruvato a partir da hidrolise do GTP em GDP. Nao sendo possivel
converter o piruvato diretamente em fosfoenolpiruvato (BERG et al., 2014;
NELSON et al., 2022).

Mas se a glicose estiver estocada na forma de glicogénio, ocorre a
biossintese do glicogénio. O glicogénio é quebrado pela enzima glicogénio-

fosforilase (GP) para liberar moléculas de glicose 1-fosfato. As moléculas de
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glicose 1-fosfato liberadas s&o convertidas em glicose-6-fosfato pela enzima
fosfoglicomutase, para assim, formar glicose (BERG et al., 2014).

Embora o destino principal da glicose € servir de fonte energética e gerar
ATP, a glicose-6-fosfato formada durante o metabolismo de carboidratos pode
ser direcionada para a via das pentoses para a producao de pentose-fosfato que
sdo necessarias na sintese de acido ribonucleico (RNA), acido
desoxirribonucleico (DNA), nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido
(NADH), dinucleotideo de flavina e adenina reduzido (FADH2), adenosina
trifosfato (ATP) e coenzima A (BERG et al., 2014; MARZZOCO; TORRES, 2015;
NELSON et al., 2022; VOET; VOET, 2013).

3.3 Ciclo de Krebs
O ciclo de Krebs ¢é responsavel pelo metabolismo degradativo de

carboidratos, acidos graxos, aminoacidos e etanol para a produgao de inumeros
precursores biossintéticos (MARZZOCO; TORRES, 2015).

O ponto convergente do catabolismo, a acetil-co-enzima A (acetil-CoA), na
mitocondria, é totalmente oxidada a diéxido de carbono (CO:2) pelo ciclo de
Krebs, com a producido de coezimas reduzidas que sao oxidadas pela cadeia
transportadora de elétrons para a formagéao de ATP (VOET; VOET, 2013).

Esse processo pode ser observado no momento em que o piruvato oriundo
da via glicolitica, origina o grupo acetila e forma acetil-CoA mitocondrial. Neste
momento, a enzima citrato-sintase (CS) condensa a acetil-CoA e o oxaloacetato
para formar citrato. O citrato formado é entdo catalisado pela enzima aconitase
(aconitato-hidratase) a isocitrato por uma reacao reversivel a partir da adigao de
agua (H20) a ligagao dupla do cis-aconitato. O qual liga a enzima de duas
maneiras diferentes, a citrato e a isocitrato (BERG et al., 2014; MARZZOCO;
TORRES, 2015; NELSON et al., 2022).

Subsequente a isso, a enzima isocitrato-desidrogenase catalisa a
descarboxilagao oxidativa do citrato para formar a-cetoglutarato e CO2. A mesma
reacao de descarboxilagao oxidativa ocorre com a-cetoglutarato na presenga do
complexo da a-cetoglutarato-desidrogenase, na qual € convertida em succinil-
CoA e CO2 (NELSON et al., 2022; VOET; VOET, 2013).

ApOs a sua conversao em succinil-CoA, a enzima succinil-CoA-sintase, por

reacao reversivel, converte a succinil-CoA em succinato, para posteriormente
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ser oxidada em fumarato pela flavoproteina succionato-desidrogenase
(NELSON et al., 2022).

Nesta etapa em que a succinato-desidrogenase catalisa a oxidagéo do
succinato, ocorre a produgéo da ligagao dupla frans, dando origem ao fumarato,
a partir da reducao concomitante da coenzima redox FAD em FADH2. Neste
momento, ocorre a hidratagao reversivel do fumarato a L-malato pela enzima
fumarase para produzir o malato. Assim, a malato desidrogenase (MDH) oxida o
malato a oxaloacetato novamente, reduzindo NAD* a NADPH para fechar o ciclo
(MARZZOCO; TORRES, 2015; NELSON et al., 2022; VOET; VOET, 2013).

Com isso, os produtos NADH e FADH formados no ciclo de Krebs sao
reoxidados pelo oxigénio na cadeia transportadora de elétrons e na fosforilagao
oxidativa para completar a quebra de combustivel metabdlico e impulsionar a
sintese de ATP (MARZZOCO; TORRES, 2015; NELSON et al., 2022; VOET;
VOET, 2013).

3.4 Metabolismo da creatina
Adquirida por fontes enddgenas, a creatina pode ser sintetizada a partir de

unidades de aminoacidos L-arginina, glicina e metionina ou pode ser obtida
através da dieta. Sua biossintese é catalisada pela enzima L-arginina: glicina
amidinotransferase (AGAT) a partir do sistema de retroalimentacao realizado
pelo produto final da creatina, seja de origem enddégena ou exdgena (SILVA;
BRACHT, 2001).

Quando presente no interior celular, a creatina é fosforilada a fosfocreatina
pela enzima creatina quinase (CK). Por ser uma enzima que participa na
homeostase de células com necessidades energéticas variaveis e intermitentes,
como, por exemplo, tecidos neurais, musculo esquelético e cardiaco
(SCHNEIDER; PERICO; POZZOBON, 2015; VOGEL; ROMAN; SIQUEIRA,
2019).

A funcéo da CK é criar um reservatorio energético prontamente disponivel;
prevenir aumento de ADP livre; fornecer um sistema de transporte de energia
em que a fosfocreatina seja o carreador de energia; criar um reservatério de
prétons; suprir os sitios subcelulares com taxas apropriadas de ATP/ADP e

permitir a sinalizag&o para o inicio da glicogendlise (SILVA; BRACHT, 2001).
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Além do mais, a CK apresenta trés isoformas citoplasmaticas: a muscular
(CK-MM), a cerebral (CK-BB) e a cardiaca (CK-MB). Enquanto as isoformas
ubiqua (CK-Miu) e a sarcomérica (CK-Mis) sdao mitocondriais e expressas no
cérebro e musculo estriado, respectivamente. Essas isoenzimas sao
consideradas importantes marcadores de danos celulares ao aumento dos niveis
séricos de CK nas células (SCHNEIDER; PERICO; POZZOBON, 2015; SILVA;
BRACHT, 2001).

3.5 Metabolismo de proteinas
Os aminoacidos glutamato, aspartato, glutamina e alanina possuem papel

central no metabolismo de nitrogénio. Sendo facilmente convertidos em
intermediarios do acido citrico, o glutamato e a glutamina sdo convertidos em a-
cetoglutarato, enquanto a alanina é convertida em piruvato e o aspartato em
oxaloacetato (NELSON et al., 2022)

As enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino dos aminoacidos
para a-cetoglutarato para originar o acido glutamico e o cetoacido na presenca
da coenzima piridoxal-fosfato (Vitamina Bs) (MOTTA, 2009)

A enzima glutamato-desidrogenase (GLDH) atua como importante
intersecto do metabolismo do nitrogénio e do carbono. As reacbes de
transaminagdao ocorrem no citosol das mitocondrias e sdo catalisadas por
enzimas aminotransferases ou transaminases. Do mesmo modo que a acao
combinada das aminotransferases e da GLDH caracterizam a transdesaminacao
(MOTTA, 2009; NELSON et al., 2022)

Por serem amplamente distribuidas pelo organismo, a AST € uma enzima
encontrada especificamente nas mitocondrias, com atividade elevada no
musculo esquelético, miocardio, figado e atividade menor no cérebro, pulmbes,
baco, eritrocitos e pancreas. Ja a ALT é predominantemente encontrada no
citoplasma e esta presente no rim, com niveis maiores no figado, podendo ser
considerada um marcador de dano hepatico (MOTTA, 2009; NELSON et al.,
2022).
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3.6 Acetilcolinesterase
A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima reguladora que hidrolisa a

acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas do cérebro, bem como das jungdes
neuromusculares (PERES et al., 2016).

Por ser uma enzima com caracteristicas unicas devido a sua organizagao
do sitio ativo e de seu mecanismo catalitico, a AChE apresenta grande
importancia na regulacao das fungdes cerebrais, desenvolvimento, crescimento
de neurites, nivel de calcio e sobrevivéncia neural (PERES et al., 2016; PORTO
et al., 2021; TOUGU; KESVATERA, 1996).

As diversas condi¢des toxicoldgicas que geram estresse oxidativo podem
alterar a atividade da AChE, principalmente na sua forma ligada a membrana.
Visto que mudangas em sua atividade acompanham comumente sinais de
alteracdo de comportamento. A AChE é frequentemente estudada como
biomarcador de efeitos agudos de toxicidade devido a sua agao direta sobre as
sinapses no sistema nervoso. Além disso, 0 aumento da sua atividade possui
relagao positiva com a producéo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) devido a LPO (PERES et al., 2016; PORTO et al., 2021).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta e aclimatacao de R. voulezi

A coleta e a realizacdo dos experimentos seguiram legislagao brasileira
vigente, sendo a licenga n° 63551-1 do Instituto Chico Mendes de Conservacao
da Biodiversidade (SISBIO/ICMBio) e as n°1228 e 1228C da Comiss&o de Etica
no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Parana (CEUA — BIO/UFPR).

Espécimes de R. voulezi (n=73) foram coletados com vara de pesca (linha
e anzol), na regido do médio Iguagu (Sul 26°14°58.50” e Oeste 51°6°33.07"),
municipio de Unido da Vitoria-PR (FIGURA 2). Apés a coleta, os espécimes
foram transportados para o Centro de Pesquisa e Extensdo em Aquicultura lldo
Zago, da Universidade Estadual do Parana (UNESPAR), Unido da Vitéria-PR,

local em que ocorreram os experimentos.
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FIGURA 2: BACIA HIDROGRAFICA DA REGIAO MEDIO IGUAGU, PARANA, BRASIL.
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FONTE: proprio autor (2022)

NOTA: Regido em que os espécimes de Rhamdia voulezi foram coletados (poligono em

vermelho) no afluente do médio Iguagu, no municipio de Unido da Vitoria (PR).

Durante 8 dias, os peixes foram aclimatados numa temperatura constante
de 21+ 0,5°C em tanques de 1000 litros com agua constantemente aerada e
monitorada, sendo a temperatura de 21+ 0,5°C controlada por termostato
(Aquaterm 08 Full Cauge), Oz dissolvido de 7,5+1,0mg/L, amoénia de
0,18+0,5mg/L e pH de 7,0+0,5. Os tanques foram configurados com sistemas
estaticos e a limpeza ocorreu por sucgao diaria, com aproximadamente 50% da
agua renovada diariamente com agua originaria do préprio curso d’agua. Os
peixes foram alimentados (média: 1% peso corporal) diariamente com ragéo
comercial (Supra® Aqua Line, com teor de proteina de 42%) (LERMEN et al.,
2004; RESENDE et al., 2022; SCHLEGER et al., 2022).

4.2 Exposicao de R. voulezi ao estresse térmico agudo de 31°C
Apoés aclimatagdo, os exemplares de R. voulezi (FIGURA 3) foram

randomicamente transferidos para tanques de 460 L com agua constantemente
aerada e separados em grupo controle (21 + 0,5°C) e exposto ao estresse

térmico de alta temperatura (31 + 0,5°C) do qual ficaram mantidos por 2, 6, 12,
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24 e 96 horas. O numero de peixes por grupo (controle e experimental) para
cada tempo foi de n=7, com excecao de 96 horas com n=8. A temperatura da
agua ficou mantida e controlada rigorosamente por sistema de aquecimento
elétrico com termostatos (Aqua One®, VigoAr®e Atman®, com poténcia de 200 e

500 W).
FIGURA 3: ESPECIME DE Rhamdia voulezi

FONTE: GRAVELLO E SHIBATTA (2016)

Os tempos de exposi¢ao simularam situagdes de estresse agudo que sao
geradas pela mudanga de temperatura durante a determinagdo das taxas
metabdlicas e fisioldégicas que ocorrem, a fim de restabelecer a homeostase
(FORGATI et al., 2017; MORA; MAYA, 2006; PRZEPIURA et al., 2019; SOUZA
et al., 2018). A temperatura testada foi baseada na temperatura ambiental onde
Rhamdia quelen, espécie de peixe do mesmo género de R. voulezi, € encontrada
na América do Sul (CHIPPARI-GOMES; GOMES; BALDISSEROTTO, 1999;
LERMEN et al., 2004).

Durante o experimento, a agua dos tanques permaneceu em vazao
constante de 1 L/min numa densidade média de 4,3 + 1,4g/L e os parametros
abidticos foram monitorados: aménia (NH3) (0,003 + Omg/L), oxigénio dissolvido
(9 £ 1,41 mg/L) e pH (7,15 £ 0,21). Para todos os grupos, o fornecimento de
alimento foi o mesmo da aclimatacao, sendo a ultima alimentacao fornecida entre
22 e 24 horas antes da eutanasia dos peixes (JIANG et al., 2022; MADEIRA et
al., 2016; RESENDE et al., 2022; SCHLEGER et al., 2022).

Ao final de cada experimento os peixes foram anestesiados com

benzocaina 1% (p v-1), eutanasiados por sec¢ao medular e dissecados. As
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amostras de coragdao, musculo e encéfalo foram removidas, fixadas e
armazenadas em nitrogénio liquido e processadas no Laboratério de Biologia
Adaptativa do Departamento de Biologia Celular do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da UFPR.

4.3 Procedimentos analiticos
Para os ensaios bioquimicos, o coragdo, encéfalo e musculo foram

pesados e homogeneizados em tampao Tris-HCL (50mM, pH 7,4; propor¢ao de
1:5 (p v-1)), mantidos em gelo e centrifugados a 12.000 g em 4°C por 20 minutos
para as analises do estresse oxidativo e de neurotoxicidade do encéfalo e
musculo. Para as analises metabdlicas, o encéfalo e musculo foram
centrifugados a 14.000 g em 4°C por 10 minutos, com a realizacédo da ruptura de
membranas dos tecidos através da sonicagao em 18 joules. O coragéo por nao
obter material biolégico suficiente, optou-se por fazer as analises do sistema
antioxidante.

Os sobrenadantes foram armazenados a -80°C e utilizados na
determinagado dos marcadores bioquimicos. A concentracdo de proteinas totais
das amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976) com o uso da
albumina de soro bovina (BSA) como padrdao, mensurada a 595nm. As
metodologias foram padronizadas em leitora de microplacas com
espectrofotometria (EPOCH Microplate Spectrophotometer, Biotek, Winooski,
VT, USA) e espectrofluorimetro (Tecan i-control, 2.0.10.0) e a EROs totais
expressa em unidades de fluorescéncia, conforme proposto por Perussolo et al.
(2019).

4.3.1 Marcadores bioquimicos de estresse oxidativo
A Tabela 1 apresenta as metodologias utilizadas para mensurar as

atividades enzimaticas e concentragbes dos marcadores bioquimicos de

estresse oxidativo do encéfalo, coracdo e musculo de Rhamdia voulezi.
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TABELA 1: METODOS UTILIZADOS PARA MENSURAR OS MARCADORES BIOQUIMICOS
DE ESTRESSE OXIDATIVO.

Biomarcador

Abs

Método de

Componentes do

(Sigla, E.C.) (nm) Observagao Sistema de Reagao BEGER
Catalase 240 Degradacéo de H202. Tampao TRIS-HCI (1M, AEBI (1984).
(CAT, 1.11.1.6) EDTA 5nM; pH8,0) e

peroxido de hidrogénio
30mM.
Superdéxido 560 Reducao do Tampado carbonato de CROUCH et al.
dismutase nitrotetrazolio (NBT) soédio (182 mM; pH 10,2), (1981).
(SOD, 1.15.1.1) pelo Oo. cloreto de hidrolamina
(37mM), EDTA (1mM) e
NBT (0,1mM).
Glutationa S- 340 Formagéo de tioétera Tampado fosfato de KEEN; HABIG;
transferase partir da reacdo do potassio (0,1 M; pH 6,5), JAKOBY
(GST, 2.5.1.18) substrato CDNB- GSH (1,36 mM) e CDNB  (1976).
GSH. em etanol (2,7mM).
Glutationa 340 Oxidagao do NAPDH. Tampao fosfato de s6dio WENDEL
peroxidase (50mM; pH 7,0), azida (1981).
(GPx, 1.11.1.9) soédica (2mM), NADPH
(0,2mM), GSH (2uM),
GR (1U/mL) e perdxido
de hidrogénio.
Glutationa reduzida 340 Oxidagdo de NADPH. Tampao fosfato de KEEN; HABIG;
(GR, 1.6.4.2) potassio (0,1 M; EDTA JAKOBY
5,0 Mm; pH 7,6), NADPH (1976).
(0,5 mM) e GSSG
(5mM).
Glicose-6-fosfato 340 Formacédo de NADH. Tampao TrissHCL ANTONIETTA
desidrogenase (97mM; pH 7,4), NADP* CIARDIELLO;
(G6PDH, 1.1.1.49) (0,2Mm) e Glicose-6- CAMARDELLA;
fosfato (1mM). DI PRISCO
(1995).
Glutationa 415 Tidis nao protéicos Tampéo tris-base (0,4M; SEDLAK;
(GSH) reativo ao acido 5,5- pH 8,9) etanol, DTNB e LINDSAY
ditiobis-2- curva padrao de GSH. (1968).
nitrobenzéico
(DTNB).
Lipoperoxidagao 535 Malonaldeido reativo Tampéo Tris-HCL FEDERICI;
(LPO) (MDA) ao TBARS. (50nM; pH 7,0), BHT, SHAW; HANDY
etanol 95%, NaOH 0,3%, (2007)
TBA 1,3%, TCA 10% e adaptado.
50%, PBS (pH 7,4) e
solugéo padrao de MDA.
Carbonilagéo de 360 Dinitrofenill Solugdo de HCL 2M, LEVINE et al
proteinas hidrazonas formadas DNPH, TCA 28%, (1994).
(PCO) a partir da reagdo Solugdo de etanol +
entre 2,4-Dinitrofenil- acetato de etila 1:1 e
hidrazina (DNPH) e solugdo padrao de
proteinas hidrocloreto de
carboniladas. guanidina.
Espécies reativas de | 485/528 Formagao de Diclorofluoresceina, DRIVER;
oxigénio total diclorofluoresceina. etanol PA, KODAVANTI;
(EROs) dimetilsulféxido (DMSO MUNDY (2000)
PA). adaptado  por
PERUSSOLO
et al. (2019).

Fonte: préprio autor (2022)
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NOTA: O E.C. (do inglés Enzyme Commission Numbers) refere ao método de observagéo que é

detectado na espectrofotometria, determinado por um comprimento de onda em nanémetros

(nm) definido pela absorbancia (abs). Cada analise possui a referéncia da metodologia utilizada

como base.

4.3.2 Marcadores bioquimicos metabdlicos
A Tabela 2 apresenta as metodologias utilizadas para mensurar as

atividades enzimaticas e concentragcbes dos marcadores bioquimicos

metabodlicos do encéfalo e musculo de Rhamdia voulezi.

TABELA 2: METODOS UTILIZADOS NA MENSURAGAO DOS MARCADORES BIOQUIMICOS

METABOLICOS.

Biomarcador

Abs

Método de

Componentes do

(Sigla, E.C.) (nm) Observacao Sistema de Reacéao G
Hexoquinase 340 Formagdo de Tampéao Imidazol (50 mM, BALDWIN et al.
(HK, 2.7.1.1) NADPH pH 7,4), Glicose (2mM), (2007).

ATP (2mM), MgCl2
(10mM), NADP* (0,4Mm),
Ditiotreitol (1mM), KCL
(2mM) e Glicose-6-fosfato
desidrogenase (0,3U/mL).
Fosfofrutoquinase 340  Oxidacao do Tampéo Tris-HCL (50 BALDWIN et al.
(PFK, 2.7.1.11) NADH mM, pH 8,2), MgCl. (2007).
(10mM), ATP  (1mM),
NADH (0,15mM), AMP
(2mM), KCL (250Mm),
Glicerofosfato
desidrogenase  (1U/ml),
Aldolase (1U/ml), Triose
fosfato isomerase (10
U/ml) e Frutose-6-fosfato
(5mM).
Piruvato quinase 340  Oxidagao do Tampéao Imidazol (50mM, LEVESQUE et al.
(PK, 2.7.1.40) NADH pH 7,4), MgCI2 (10mM), (2002).
KCL (25mM), NADH
(150uM), ADP (5mM),
Fosfoenolpiruvato (5mM)
e Lactato desidrogenase
(9U/mL)
Citrato sintase 412 Formacéao do Tampéo Tris-HCL (50mM, SABOROWSKI;
(CS,4.2.3.7) complexo COA- pH 7,4), KCL (100mM), BUCHHOLZ
SH e 5,5ditio- EDTA (1mM), DTNB (2002).
bis (acido-2- (0,2mM) e Acetil-SCoA e
nitrobenzoico) oxaloacetato (0,5mM).
(DTNB).
Malato desidrogenase 340  Oxidacéao do Tampéo Tris-HCL (50mM, CHILDRESS;
(MDH, 1.1.1) NADH pH 7,4), Oxaloacetato SOMERO (1979).
(0,4mM), MgCl2 (20mM) e
NADH (0,150mM).
Lactato desidrogenase 340  Oxidacéao do Tampao Tris-HCL (50mM, THUESEN;
(LDH, 1.1.1.27) NADH pH 7,4), Piruvato de s6dio MCCULLOUGH,;
(1mM), KCL (100mM) e CHILDRESS

NADH (0,25mM).

(2005).



Glicose-6-Fosfatase
(G6Pase, 3.1.3.9)

Glicogénio fosforilase
(GP,2.4.1.1)

Creatina quinase total
(CK, 2.7.3.2)

Alanina aminotransferase
(ALT, 2.6.1.2)

Aspartato
aminotransferase (AST,
2.6.1.1)

Glutamato desidrogenase
(GLDH, 1.4.1.3)

Glicogénio

Lactato

Piruvato

600

340

340

505

505

340

480

570

440

Formacdo de
fosfato.

Formagcdo de
NADPH.

Formagcdo de
NADPH.
Formacdo de
hidrazona.

Formagédo de
hidrazona.

Formagcédo de
NADH.

Glicose liberada
apos  hidrolise
acida.

Formagcédo de
um  complexo
entre o lactato e
o sulfato de
cobre.
Reagdo entre
hidroxido de
sodio, carbonato
de sédio e
Dinitrofenilhidra
zina (DNPH).

Tampéo Imidazol (50mM,
pH 7, 4), EDTA (0,9Mm),
Glicose-6-fosfato
(13,25mM), NaOH
(17,5mM), Mobilato de
amoénia 4,2%, Verde de
Malachita 0,045% e
Tween 20.

Tampao K2HPO4 (45mM,
pH 7,0), NADP*
(0,34mM), Glicose 1,6
bifosfato (4uM), EDTA
(0,1mM), MgClz (15mM),
Fosfoglicomutase
(1,6U/mL), Glicose-6-
fosfato desidrogenase
(12U/mL), AMP (1,6mM) e
Glicogénio (0,2mg/ML).
KIT ANALISA (REF.116)

KIT ANALISA (REF.352)

KIT ANALISA (REF. 353)

Tampao Tris-HCL
(100mM, pH 7,4), NADP
(2mM), ADP (0,8mM) e L-
Glutamato (40mM).

KOH 6M, etanol, K2SOa4
10%, H20 destilada, fenol
4,1%, H2SO4 concentrado
e solugdo padrdao de
glicose 100nmols.

CuSOs4 4%, H2SO0s, p-
fenilfenol, TCA 20% e
solugcéo padrao de lactato
(0,1mM).

DNPH 0,1% em HCI 2M,
NaOH 1,3M, TCA 20% e
solugéo padrao de
piruvato (7,2mM).
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FATHI et al.
(2002).

CHANG et al
(2007).

HZRDER et al.
(1990).
REITMAN;
FRANKEL
(1957).
REITMAN;
FRANKEL
(1957).
ANTONIETTA
CIARDIELLO;
CAMARDELLA;
DI PRISCO
(1995).

DUBOIS et al.
(1956) e
adaptado por
BIDINOTTO;
MORAES;
SOUZA (1997).
HARROWER;
BROWN (1972).

LU (1939).

Fonte: préprio autor (2022).

NOTA: O E.C. (do inglés Enzyme Commission Numbers) refere ao método de observagao que é

detectado na espectrofotometria, determinado por comprimento de onda em nandémetros (nm)

definido pela absorbancia (abs). Cada analise possui a referéncia da metodologia utilizada como

base.
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4.3.3 Marcador bioquimico de neurotoxicidade
A acetilcolinesterase (AChE) foi mensurada no encéfalo e musculo de R.

voulezi a partir da reagao entre a tiocolina e o DTNB em 405 nm (ELLMAN et al.,
1961).

4.4 Analises estatisticas
Os resultados foram apresentados como média £ erro padrdo e o nivel de

significancia considerado no estudo foi de 5% (p<0,05). Os pacotes ggplot2
(WICKHAM, 2016) e ggradar (BION, 2022) foram utilizados na confecgao dos
graficos de barra e starplots. Todas as analises estatisticas e representacgdes
graficas foram realizadas no software R, verséo 4.1.3 (R CORE TEAM, 2022)

Os dados obtidos foram transformados pelo método do quantil ordenado
(PETERSON; CAVANAUGH, 2020) com o uso do pacote bestNormalize
(PETERSON, 2021). A verificagao da normalidade foi realizada no teste Shapiro-
Wilk e a homocedasticidade no teste de Levene. As diferengas entre grupo
controle, tratado e tempos de exposi¢ao para cada marcador bioquimico foram
analisadas por ANOVA bifatorial e aplicado o teste de post hoc de Tukey pelo
pacote emmeans (LENTH, 2022).

Para investigar a potencial variagdo existente foi aplicada a analise
multivariada de componentes principais (PCA). Avaliados em dois conjuntos de
dados, conforme a resposta ao estresse oxidativo e metabdlico. As matrizes
foram compostas por 10 variaveis para os marcadores de estresse oxidativo dos
trés 6rgéos e 15 variaveis para os marcadores metabdlicos do encéfalo e
musculo. As PCAs foram realizadas com dados ‘standardize’ e plotadas com o
uso dos pacotes FactoMineR (LE; JOSSE; HUSSON, 2008) e factoextra
(KASSAMBARA; MUNDT, 2020).

As diferengcas entre os 6rgdos e marcadores de estresse oxidativo e
metabdlicos foram avaliadas pela analise de varidncia multivariada
permutacional ndo paramétrica (PERMANOVA) e as comparagdes par a par
foram verificadas com a fungao ‘pairwise.adonis’ pelo método ‘euclidian’ e 999
permutacdes. Os dados foram visualizados com a escala multidimensional nao
métrica (NMDS) no pacote vegan (MARTINEZ ARBIZU, 2020; OKSANEN et al.,
2022).
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A resposta global do estresse térmico de 31° C para os trés 6rgados e
tempos de exposicdao foi calculada através da Resposta Integrada de
Biomarcadores (IBR) realizado na interface CALculate IBR, desenvolvido pelo
Laboratory for Continental Environments (LIEC) by Lorraine University (CALIBRI,
2022). Os multiplos marcadores avaliados foram integrados em seis categorias
de niveis biologicos, conforme as respostas geradas para a manutencao
fisiolégica e metabdlica ocasionada pelo estresse térmico: i) defesa antioxidante
- composto por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (SOD, CAT, GR,
GPx, GST, GSH e G6PDH) que sédo importantes defensores celulares contra o
estresse oxidativo ao desencadear respostas primarias e secundarias, com o
auxilio da G6PDH na regeneracao de NADP*em NADH (CHENG et al., 2018;
MADEIRA et al., 2018; PRZEPIURA et al., 2019; SCHLEGER et al., 2022;
SOUZA et al., 2018; ZHANG; TSAO, 2016) ii) EROs e marcadores de dano
oxidativo — composto por EROs, LPO e PCO que respondem o efeito
macromolecular gerado (reversivel ou irreversivel) nas células e tecidos a partir
do fluxo de espécies reativas de oxigénio produzidas durante o estresse
oxidativo (MADEIRA et al., 2016; NATI et al., 2021); iii) metabolismo oxidativo —
composto por HK, PFK, PK, PIRUVATO, CS e MDH que s&o relacionados com
a manutengcdo e produgdo de energia no organismo (NATI et al., 2021;
SCHLEGER et al., 2022); iv) metabolismo do glicogénio — composto por
glicogénio, GP e G6Pase que sao associados com as necessidades metabdlicas
através da regulagédo das vias glicolitica e gliconeogénese (DAl et al., 2022;
MALHEIRQOS, 2006); v) sistema de ATP — composto por lactato, LDH e CK que
sdo mobilizados pelas células quando ndo recebem oxigenacgéao suficientes (DAI
et al., 2022) e; vi) metabolismo de aminoacidos — composto por GLDH, AST e
ALT que sao essenciais para o funcionamento do organismo (ZHAO et al., 2022).
O efeito da temperatura nos grupos expostos ao estresse térmico de 31°C em
relacdo ao controle, bem como a mobilizagdo das fungdes biolégicas para o
processo de aclimatagdo da espécie foram observados através dos valores
médios aumentado de IBR (BEVITORIO et al., 2022; CAMPOS et al., 2019;
DEVIN et al., 2014; VIEIRA et al., 2022). Ja a informagado biologica de
sensibilidade (Sb) sugerido por Dias et al. (2020), foi estimado com base no valor
de IBR das condigbes de temperatura testada (IBR231°c) e controle (IBR123c)

para cada horario e categoria, aplicado na férmula Sb = ((IBR231°c — IBR123°c) /
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IBR123°c) x 100 e expresso em porcentagem (%) para os trés orgaos. As
porcentagens negativas e positivas expressam a diminuigdo e o aumento da
sensibilidade dos 6rgaos a temperatura de 31°C durante os tempos de exposi¢cao
(2,6, 12, 24 e 96 horas). A condi¢cdo de saude foi estimada pelo fator de condi¢&o
(K) com base na curva de regressao a partir do comprimento total (cm) e massa
corporal (g) dos peixes, aplicado na formula K = M/SL®, onde b indica a inclinagao
da curva. Os peixes machos e fémeas foram considerados como uma Unica
categoria e os controles foram unidos numa média geral (BUENO-KRAWCZYK
et al., 2015; KANDALSKI et al., 2019; LE-CREN, 1951).

5. RESULTADOS
Os peixes sobreviveram ao longo dos tempos experimentais (2, 6, 12, 24

e 96 horas) e nas temperaturas testadas (21°C e 31°C), com excegao de morte
de 1 peixe em 2h (31°C), 3 peixes em 2h (21°C) e 1 peixe em 6h (21°C).

5.1 Marcadores bioquimicos: Encéfalo de R. voulezi
No encéfalo de R. voulezi os marcadores de estresse oxidativo CAT, GR,

GSH, GST, G6PDH, LPO, PCO e EROs nao apresentaram alteragdes
significativas em relacdo aos seus controles, assim como para o marcador
colinérgico AChE. A atividade da SOD (p = 0,0241; p = 0.0008) diminuiu em 2
horas e aumentou em 6 horas, enquanto que a GPx (p = 0.0013) aumentou 24
horas de exposicdo nos grupos experimentais quando comparados com seus
respectivos controles. As atividades de SOD, CAT, GST, GPx e GR e as
concentracbes de GSH, PCO, EROs e AChE apresentaram diferencas
estatisticas entre os tempos de exposicéo de 2, 6, 12, 24 e 96 horas (Figuras 4
e 5).
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FIGURA 4: ATIVIDADE DOS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO DO ENCEFALO DE
Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Atividade dos marcadores de estresse oxidativo do encéfalo de Rhamdia voulezi
expostos ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrdo. Os asteriscos indicam diferengas significativas entre
controle e tratamento, enquanto que os numeros em cima das barras indicam diferencas
significativas entre os tempos de exposi¢cao (p < 0,05). a) superdxido dismutase (SOD), b)
catalase (CAT), c) glutationa S-transferase (GST), d) glutationa peroxidase (GPx), e) glutationa

redutase (GR) e f) glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH).
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FIGURA 5: CONCENTRAGAO DE GSH, EROs, AChE E MARCADORES DE DANO
OXIDATIVO DO ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.

a) LPO m21oc PCO @21°C
m31ec 4 E31°C
&
(1]
=
5
(=}
g? &
5 84
o j=)]
5 £
$ E
(=) j =
g, 8
g 2
g
=
0 0
Tempo Tempo
c) GSH 219G d) EROs 21 0Q
31°C 319C
1500 8
g6 3 <
I @
] @
= @
3 5
= 21000
E 3
Kz e
Q
= £ 500
= =]
0 0 2H 6H 12H 24H 96H
Tempo Tempo
e AChE 219G
g’ 0,25 31 OC
® ©
= 23
ko] I
3 020
=]
o
@ @
SE
g ,g 015
B a
£8
g 010
o
5}
°o
[
Z 005
o~
2
£
0.0 6H 12H 24H 96H
Tempo

NOTA: Concentragdo de GSH, EROS, AChE e marcadores de dano oxidativo do encéfalo de
Rhamdia voulezi expostos ao estresse térmico de 31° C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os
resultados foram apresentados como média * erro padrdao. Os nimeros em cima das barras
indicam diferengas significativas entre os tempos de exposicéo (p < 0,05). a) lipoperoxidagéo
(LPO), b) carbonilagédo de proteinas (PCO), c) glutationa reduzida (GSH), d) espécies reativas
de oxigénio total (EROs) e e) acetilcolinesterase (AChE).
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No encéfalo de R. voulezi a atividade dos marcadores metabdlicos CS,
G6Pase, GLDH, GP, LDH, PFK, PK, AST, ALT, piruvato, lactato e glicogénio néo
apresentaram alteragbes significativas em relagdo aos seus controles. As
atividades da HK (p = 0.0109) e CK (p = 0.0017) diminuiram em 2 horas e a
atividade da MDH (p = 0.0027) aumentou em 12 horas de exposi¢do quando
comparado com seus respectivos controles. As atividades de CK, CS, GP, HK,
MDH, AST e ALT apresentaram diferencas estatisticas entre os tempos de

exposicéo de 2, 6, 12, 24 e 96 horas (Figuras 6, 7 e 8).
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FIGURA 6: ATIVIDADE DOS MARCADORES METABOLICOS DE CARBOIDRATOS DO
ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Atividade dos marcadores metabolicos de carboidratos do encéfalo de Rhamdia voulezi
expostos ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrao. Os asteriscos indicam diferengas significativas entre
controle e tratamento, enquanto que os numeros em cima das barras indicam diferencas
significativas entre os tempos de exposi¢éo (p < 0,05). a) hexoquinase (HK), b) fosfofrutoquinase
(PFK), c) piruvato quinase (PK), d) glicogénio fosforilase (GP), e) glicose-6-fosfatase (G6Pase)

e f) lactato desidrogenase (LDH).
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FIGURA 7: ATIVIDADE DOS MARCADORES METABOLICOS DE CREATINA QUINASE,
PROTEINA E CICLO DE KREBS DO ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO
ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Atividade dos marcadores metabolicos de creatina quinase, proteina, e ciclo de Krebs do
encéfalo de Rhamdia voulezi expostos ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96
horas. Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo. Os asteriscos indicam
diferengas significativas entre controle e tratamento, enquanto que os numeros em cima das
barras indicam diferencas significativas entre os tempos de exposicao (p < 0,05). a) creatina
quinase (CK), b) malato desidrogenase (MDH), c) citrato sintase (CS), d) glutamato
desidrogenase (GLDH), e) aspartato aminotransferase (AST) e f) alanina aminotransferase
(ALT).
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FIGURA 8: CONCENTRAGAO DOS MARCADORES METABOLICOS LACTATO, PIRUVATO
E GLICOGENIO DO ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO

AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Concentragdo dos marcadores metabdlicos lactato, piruvato e glicogénio do encéfalo de
Rhamdia voulezi expostos ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os
resultados foram apresentados como média * erro padrdao. Os niumeros em cima das barras
indicam diferencas significativas entre os tempos de exposicéo (p < 0,05). a) lactato, b) piruvato

e c) glicogénio.

5.2 Marcadores bioquimicos: Coragao de R. voulezi
No coracao de R. voulezi os marcadores de estresse oxidativo SOD, CAT,

GPx, GR, GSH, GST, G6PDH, LPO e EROs nao apresentaram alteragbes
significativas em relagao aos seus controles. Apenas a PCO (p = 0,0109) reduziu
em 2 horas de exposigédo, a 31°C, quando comparado com seu controle. As
atividades de GST, G6PDH e as concentragdes de LPO e PCO apresentaram
diferencas estatisticas entre os tempos de exposicéo de 2, 6, 12, 24 e 96 horas
(Figuras 9 e 10).
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FIGURA 9: ATIVIDADE DOS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO DO CORAGAO DE
Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Atividade dos marcadores de estresse oxidativo do coragdo de Rhamdia voulezi expostos
ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os resultados foram apresentados
como média * erro padrdo. Os numeros em cima das barras indicam diferengas significativas
entre os tempos de exposicao (p < 0,05). a) superoxido dismutase (SOD), b) catalase (CAT), c)
glutationa S-transferase (GST), d) glutationa peroxidase (GPx), €) glutationa redutase (GR) e f)

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH).
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FIGURA 10: CONCENTRAGAO DE GSH, EROs E MARCADORES DE DANO OXIDATIVO DO
CORACAO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Concentragdo de GSH, EROS e marcadores de dano oxidativo do coragao de Rhamdia
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voulezi expostos ao estresse térmico de 31° C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os resultados
foram apresentados como média + erro padrdo. Os asteriscos indicam diferencgas significativas
entre controle e tratamento, enquanto que os nimeros em cima das barras indicam diferengas
significativas entre os tempos de exposi¢éo (p < 0,05). a) lipoperoxidagéo (LPO), b) carbonilagéo
de proteinas (PCO), ¢) glutationa reduzida (GSH) e d) espécies reativas de oxigénio total (EROs).

5.3 Marcadores bioquimicos: Musculo de R. voulezi
No musculo de R. voulezi os marcadores de estresse oxidativo SOD, GPx,

GR, GSH, GST, LPO, PCO e EROs nao apresentaram alteragdes significativas
em relagao aos seus controles, bem como para o marcador colinérgico AChE. A
atividade de G6PDH (p = 0.0019) diminuiu em 12 horas e a da CAT (p = 0.0463)
aumentou em 24 horas de exposi¢ao quando comparado com seus respectivos
controles. As atividades de SOD, CAT, GST, G6PDH, GSH e as concentragdes
de PCO e EROs apresentaram diferencas estatisticas entre os tempos de
exposicao de 2, 6, 12, 24 e 96 horas (Figuras 11 e 12).



49

FIGURA 11: ATIVIDADE DOS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO DO MUSCULO
DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Atividade dos marcadores de estresse oxidativo do musculo de Rhamdia voulezi expostos
ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os resultados foram apresentados
como meédia * erro padrdo. Os asteriscos indicam diferengas significativas entre controle e
tratamento, enquanto que os niUmeros em cima das barras indicam diferencgas significativas entre
os tempos de exposicédo (p < 0,05). a) superdxido dismutase (SOD), b) catalase (CAT), c)
glutationa S-transferase (GST), d) glutationa peroxidase (GPx), e) glutationa redutase (GR) e f)

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH).
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FIGURA 12: CONCENTRAGAO DE GSH, EROs, AChE E MARCADORES DE DANO
OXIDATIVO DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Concentragdo de GSH, EROS e marcadores de dano oxidativo do musculo de Rhamdia
voulezi expostos ao estresse térmico de 31° C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os resultados
foram apresentados como média *+ erro padrdo. Os numeros em cima das barras indicam
diferencgas significativas entre os tempos de exposigéo (p < 0,05). a) lipoperoxidagéo (LPO), b)
carbonilagéo de proteinas (PCO), c) glutationa reduzida (GSH), d) espécies reativas de oxigénio
total (EROs) e e) acetilcolinesterase (AChE).
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No musculo de R. voulezi os marcadores metabdlicos CK, CS, G6Pase,
GLDH, GP, HK, LDH, MDH, PFK, PK, AST, piruvato e lactato ndo apresentaram
alteragdes significativas em relagado aos seus controles. A atividade de ALT (p =
0.004) diminuiu em 12 horas e os niveis de glicogénio (p = 0.0096) aumentaram
em 96 horas de exposicdo quando comparado com seus respectivos controles.
As atividades de CK, PK, AST, ALT e as concentracdes de lactato e glicogénio
apresentaram diferengas estatisticas entre os tempos de exposic¢ao de 2, 6, 12,
24 e 96 horas (Figuras 13, 14 e 15).



52

FIGURA 13: ATIVIDADE DOS MARCADORES METABOLICOS DE CARBOIDRATOS DO
MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Atividade dos marcadores metabdlicos de carboidratos do musculo de Rhamdia voulezi
expostos ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os resultados foram
apresentados como média % erro padrdo. Os niumeros em cima das barras indicam diferengas
significativas entre os tempos de exposigéo (p < 0,05). a) hexoquinase (HK), b) fosfofrutoquinase
(PFK), c) piruvato quinase (PK), d) glicogénio fosforilase (GP), e) glicose-6-fosfatase (G6Pase)
e f) lactato desidrogenase (LDH).
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FIGURA 14: ATIVIDADE DOS MARCADORES METABOLICOS DE CREATINA QUINASE,
PROTEINA E CICLO DE KREBS DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO
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NOTA: Atividade dos marcadores metabolicos de creatina quinase, proteina, e ciclo de Krebs do

musculo de Rhamdia voulezi expostos ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96

horas. Os resultados foram apresentados como média + erro padrao. Os asteriscos indicam

diferengas significativas entre controle e tratamento, enquanto que os numeros em cima das

barras indicam diferencas significativas entre os tempos de exposicdo (p < 0,05). a) creatina

quinase (CK), b) malato desidrogenase (MDH), c) citrato sintase (CS), d) glutamato

desidrogenase (GLDH), e) aspartato aminotransferase (AST) e f) alanina aminotransferase

(ALT).
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FIGURA 15: CONCENTRAGAO DOS MARCADORES METABOLICOS LACTATO, PIRUVATO
E GLICOGENIO DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Concentragdo dos marcadores metabdlicos lactato, piruvato e glicogénio do musculo de
Rhamdia voulezi expostos ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Os
resultados foram apresentados como média = erro padrdo. Os asteriscos indicam diferencas
significativas entre controle e tratamento, enquanto que os numeros em cima das barras indicam
diferengas significativas entre os tempos de exposigédo (p < 0,05). a) lactato, b) piruvato e c)

glicogénio.

5.4 Marcadores bioquimicos: Comparagao entre os 6rgaos de R. voulezi
A variacdo dos marcadores de estresse oxidativo do coragao, encéfalo e

musculo de R. voulezi foram explicados na PCA com 66,91%. Sumarizado no
primeiro eixo com 40,50% e no segundo eixo com 26,41%. O biplot apontou que
CAT, GPx, GR, GSH e PCO possuem associacdo com o coragdo. Ficando a
G6PDH e a GST préximas. Da mesma forma, EROs, LPO e SOD apresentaram
associagao com o encéfalo, enquanto, o musculo ndo obteve associagao direta

com nenhum marcador (Figura 16).
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FIGURA 16: ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DOS MARCADORES DE
ESTRESSE OXIDATIVO DO CORACAO, ENCEFALO E MUSCULO DE Rhamdia voulezi
SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Biplot da analise de componentes principais (PCA) dos marcadores de estresse oxidativo
do coragao, encéfalo e musculo de Rhamdia voulezi expostos ao estresse térmico de 31°C. SOD:
superoxido dismutase, CAT: catalase, GST: glutationa S-transferase, GPx: glutationa
peroxidase, GR: glutationa redutase, G6PDH: glicose-6-fosfato desidrogenase, LPO:
lipoperoxidagédo, PCO: carbonilagdo de proteinas, GSH: glutationa reduzida e EROs: espécies

reativas de oxigénio.

As observagdes acima foram comprovadas pela combinacdo par a par
encontrada na PERMANOVA ao indicar diferencas entre os marcadores de
estresse oxidativo SOD, CAT, GST, GPx, GSH, G6PDH e EROs (p<0,001) nos
trés orgaos, com excegao da GR (p=0,831) entre musculo e encéfalo; PCO
(p=0,057; p=0,903) entre encéfalo, coragdo e musculo e LPO (p=0,086) entre
coragao e musculo que nao foram significativas. As diferengas no agrupamento
entre coragao, enceéfalo e musculo (R2:0,57; R2:0,49; R2:0,54; p=0,001) para os
marcadores de estresse oxidativo sdo visualizadas no grafico de ordenacao

abaixo (Figura 17).
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FIGURA 17: DIFERENCAS NO AGRUPAMENTO ENTRE CORAGAO, ENCEFALO E
MUSCULO PARA OS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO DE Rhamdia voulezi

SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: O grafico de ordenagao destaca as diferengas de agrupamento existente entre coragao,

encéfalo e musculo de Rhamdia voulezi para os marcadores de estresse oxidativo.

A variacdo dos marcadores metabdlicos do encéfalo e musculo de R.
voulezi foram explicados na PCA com 61,16%. Presente no primeiro eixo com
46, 98% e no segundo eixo com 14,18%. A dispersao dos dados apontou o
encéfalo associado com AST, CS, HK, MDH e piruvato. O musculo associou-se
com a ALT, lactato, LDH, GLDH, GP, glicogénio e PK. Além disso, foi observado
que os marcadores G6Pase, PFK e CK possuem associagao inversa com 0O
glicogénio (Figura 18).
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FIGURA 18: ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DOS MARCADORES
METABOLICOS DO ENCEFALO E MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO
ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Biplot da analise de componentes principais (PCA) dos marcadores metabdlicos do
enceéfalo e musculo de Rhamdia voulezi expostos ao estresse térmico de 31°C. G6Pase: glicose-
6-fosfatase, HK: hexoquinase, PFK: fosfofrutoquinase, PK: piruvato quinase, piruvato, lactato,
LDH: lactato desidrogenase, GP: glicogénio fosforilase, glicogénio, CK: creatina quinase, CS:
citrato sintase, MDH: malato desidrogenase, ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato

aminotransferase e GLDH: glutamato desidrogenase.

As observagdes foram comprovadas pela PERMANOVA ao indicar
diferengas entre os marcadores metabdlicos CS, GP, HK, LDH, MDH, PK, AST,
ALT, lactato e piruvato (p<0,001) no encéfalo e musculo, com exceg¢ao da CK
(p=0,118), G6Pase (p=0,213), GLDH (p=0,939), PFK (0,514) e glicogénio
(p=0,717). As diferengas no agrupamento entre encéfalo e musculo (R2:0,52;
p=0,01) para os marcadores metabdlicos sao visualizadas no grafico de
ordenagao abaixo (Figura 19).
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FIGURA 19: DIFERENCAS NO AGRUPAMENTO ENTRE ENCEFALO E MUSCULO PARA OS
MARCADORES METABOLICOS DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: O grafico de ordenagéo destaca as diferengas de agrupamento existentes entre

encéfalo e musculo de Rhamdia voulezi para os marcadores metabdlicos.

5.5 Resposta integrada dos biomarcadores (IBR) e condi¢ao corporal em
R. voulezi

Encéfalo, coragdo e musculo possuem respostas diferentes, conforme as
categorias de IBR descritas para cada tempo de exposig¢ao e 6rgdo. Em 2 horas
foram encontrados valores aumentados de IBR no musculo nas categorias de
defesa antioxidante (IBR:12,38), metabolismo oxidativo (IBR:1,52), metabolismo
de glicogénio (IBR:3,27) e sistema de ATP (IBR:2,50) (Figuras 22, 27, 29 e 31).
Em 6 horas foram encontrados valores aumentados de IBR em defesa
antioxidante no encéfalo (IBR:12,13) e coracéo (IBR:10.89) (Figuras 20 e 21);
metabolismo oxidativo no encéfalo (IBR:2,41) e musculo (IBR:7,44) (Figuras 26
e 27); EROs e marcadores de dano oxidativo (IBR:5,59) e sistema de ATP
(IBR:1,22) no encéfalo (Figuras 23 e 30). Em 12 horas foram encontrados valores
aumentados de IBR em EROs e marcadores de dano oxidativo e metabolismo
oxidativo no encéfalo (IBR:4,08; IBR:4,57) (Figuras 23 e 26) e musculo (IBR:4,45;
IBR:7,74) (Figura 25 e 27); metabolismo de aminoacido no encéfalo (IBR:3,50)
(Figura 32) e metabolismo do glicogénio no musculo (IBR:2,08) (Figura 29). Em

24 horas foram encontrados valores aumentados de IBR em todas as categorias
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dos trés orgaos, com excecado do sistema de ATP no musculo. Em 96 horas
foram encontrados valores aumentados de IBR em defesa antioxidante no
coragao (IBR:8,06) (Figura 21) e musculo (IBR:8,38) (Figura 22); EROs e
marcadores de dano oxidativo no coragao (IBR:2,21) (Figura 24); metabolismo
oxidativo (IBR:17,58), metabolismo do glicogénio (IBR:2,86), sistema de ATP
(IBR:8,86) e metabolismo de aminoacido (IBR:11,63) no encéfalo (Figuras 26,
28, 30 e 32).

FIGURA 20: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DA DEFESA
ANTIOXIDANTE DO ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE
TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) da defesa antioxidante do
encéfalo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96
horas. SOD: superdxido dismutase, CAT: catalase, GST: glutationa S-transferase, GPx:
glutationa peroxidase, GR: glutationa redutase, GSH: glutationa reduzida e G6PDH: glicose-6-

fosfato desidrogenase.
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FIGURA 21: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DA DEFESA
ANTIOXIDANTE DO CORAGAO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) da defesa antioxidante do

coragao de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas.

SOD: superoxido dismutase, CAT: catalase, GST: glutationa S-transferase, GPx: glutationa

peroxidase, GR: glutationa redutase, GSH: glutationa reduzida e G6PDH: glicose-6-fosfato

desidrogenase.
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FIGURA 22: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DA DEFESA
ANTIOXIDANTE DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) da defesa antioxidante do

musculo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96

horas. SOD: superdxido dismutase, CAT: catalase, GST: glutationa S-transferase, GPx:
glutationa peroxidase, GR: glutationa redutase, GSH: glutationa reduzida e G6PDH: glicose-6-

fosfato desidrogenase.
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FIGURA 23: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DE EROs E DANO
OXIDATIVO DO ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) de EROs e dano oxidativo do
encéfalo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96
horas. LPO: lipoperoxidagado, PCO: carbonilagdo de proteinas e EROs: espécies reativas de

oxigénio.
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FIGURA 24: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DE EROs E DANO
OXIDATIVO DO CORAGAO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) de EROs e dano oxidativo do
coragao de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas.

LPO: lipoperoxidagao, PCO: carbonilagdo de proteinas e EROs: espécies reativas de oxigénio.
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FIGURA 25: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DE EROs E DANO
OXIDATIVO DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.

2 horas 6 horas 12 horas
LPO LPO LPO
3 1.8 3
1.5 09 1.5
: : o;
EROS PCO EROS PCO EROS PGO
—8— 21°C(IBR:1,78) —#— 31°C(IBR: 1,27} —8— 21°C(IBR:0,24) —@— 31°C{IBR:0) —#— 21°C(BR: 4,28) —®— 31°C(IBR: 4,45)
24 horas 96 horas
LPO LPO
3 4
15 2
EROS PCO EROS PCO
—8— 21°C(IBR:2,05) —8— 31°C (IBR: 3,69) —8— 21°C(IBR:543) —@— 31°C(IBR: 0,24)

NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) de EROs e dano oxidativo do
musculo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96
horas. LPO: lipoperoxidagdo, PCO: carbonilagdo de proteinas e EROs: espécies reativas de

oxigénio.
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FIGURA 26: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO METABOLISMO
OXIDATIVO DO ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do metabolismo oxidativo do
encéfalo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96
horas. HK: hexoquinase, PFK: fosfofrutoquinase, PK: piruvato, piruvato, CS: citrato sintase e

MDH: malato desidrogenase.
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FIGURA 27: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO METABOLISMO
OXIDATIVO DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO
AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do metabolismo oxidativo do
musculo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96
horas. HK: hexoquinase, PFK: fosfofrutoquinase, PK: piruvato, piruvato, CS: citrato sintase e

MDH: malato desidrogenase.
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FIGURA 28: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO METABOLISMO
DO GLICOGENIO DO ENCEF{-\LO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE
TERMICO AGUDO DE 31°C.
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NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do metabolismo do glicogénio
do encéfalo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96

horas. Glicogénio, GP: glicogénio fosforilase e G6Pase: glicose-6-fosfatase.
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FIGURA 29: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO METABOLISMO
DO GLICOGENIO DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE

2 horas

GLICOGENIO
3

Gb6Pase GP

—&— 21°C (BR:0) —@— 31°C (IBR: 3,27)

24 horas

GLICOGENIO
32

G6Pase GP

—8— 21°C(IBR:4,77) —®— 31°C (IBR: 5,35)

TERMICO AGUDO DE 31°C.

6 horas

GLICOGENIO
31

1,55

G6Pase GP

—8— 21°C(BR:169) —@— 31°C(IBR:091)

96 horas

GLICOGENIO
36

GBPase GP

—8— 21°C(IBR:6,95) —8— 31°C(IBR:4,17)

12 horas

GLICOGENIO
2

/N

G6Pase GP

—&— 21°C(BR:1,16) —@— 31°C (IBR: 2,08)

NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do metabolismo do glicogénio

do musculo de Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96

horas. Glicogénio, GP: glicogénio fosforilase e G6Pase: glicose-6-fosfatase.



69

FIGURA 30: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO SISTEMA ATP DO
ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.

2 horas

LDH
26

CK LACTATO

—o— 21°C(IBR:2,63) —®— 31°C (IBR: 2,56)

24 horas

LDH
31

1,55

CK LACTATO

—&— 21°C(IBR:1,37) —®— 31°C (IBR:4,80)

6 horas

LDH
1.80

09

CK

—o— 21°C(IBR: 0,13}

LACTATO

—8— 31°C(IBR:1,22)

96 horas

CK

—&— 21°C(IBR:7.30)

LACTATO

—&— 31°C(IBR: 8,86)

12 horas

LDH
2.6

1.3

CK LACTATO

—8— 21°C(IBR: 0,61}

—8— 31°C(IBR: 0,33)

NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do sistema ATP do encéfalo de

Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Lactato,

LDH: lactato desidrogenase e CK: creatina quinase.
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FIGURA 31: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO SISTEMA ATP DO
MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE TERMICO AGUDO DE 31°C.

2 horas

LDH
2.2

1,1

CK LACTATO

—e— 21°C(IBR:0) —@— 31°C (IBR:2,50)

24 horas

LDH
33

1,65

CK LACTATO

—8— 21°C(IBR:4,09) —8— 31°C (IBR: 3,68)

6 horas

LDH

LACTATO

—&— 21°C(IBR: 4,43} —@— 31°C (IBR: 3,86)

96 horas

LDH
38

1.9

CK LACTATO

—8— 21°C(IBR:4,37) —8— 31°C (IBR: 3,37)

12 horas

LDH
2.2

LACTATO

—o— 21°C(IBR:4,71) —8— 31°C(IBR: 2,92)

NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do sistema ATP do musculo de

Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. Lactato,

LDH: lactato desidrogenase e CK: creatina quinase.
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FIGURA 32: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO METABOLISMO
DE AMINOACIDOS DO ENCEFALO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE

2 horas

AST
2

GLDH ALT

—8— 21°C(IBR: 1,17) —@— 31°C (IBR: 0,98)

24 horas

AST
1.2

0.8

A

GLDH ALT

—&— 21°C(IBR:0,01) —@— 31°C (IBR: 0,24)

TERMICO AGUDO DE 31°C.

6 horas 12 horas

AST AST
1.10 .

0,55

GLDH ALT GLDH ALT

—8— 21°C(IBR:0,28) —®— 31°C (IBR: 0) —8— 21°C(IBR:3,04) —®— 31°C (IBR: 3,50)

96 horas

AST
3,30

GLDH ALT

—8— 21°C(IBR:0,87) —8— 31°C (IBR: 11,63)

NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do sistema ATP do encéfalo de

Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. ALT:

alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase e GLDH: glutamato desidrogenase.
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FIGURA 33: RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (IBR) DO METABOLISMO
DE AMINOACIDOS DO MUSCULO DE Rhamdia voulezi SUBMETIDO AO ESTRESSE
TERMICO AGUDO DE 31°C.

2 horas 6 horas 12 horas
AST AST AST
3.10 35 35

15 1,75 1,75

GLDH ALT GLDH ALT GLDH ALT

—&— 21°C(IBR:692) —@— 31°C (IBR:4,59) —&— 21°C(IBR:369) —@— 31°C(IBR:1,13) —&— 21°C(IBR:539) —®— 31°C(IBR:4,52)

24 horas 96 horas

AST AST
3 3,30

GLDH ALT GLDH ALT

@ 21°C(IBR:0) —®— 31°C(IBR:6,69) @ 21°C(IBR:8,62) —@— 31°C(IBR:4,33)

NOTA: Valores da Resposta Integrada dos Biomarcadores (IBR) do sistema ATP do musculo de
Rhamdia voulezi exposto ao estresse térmico de 31°C durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas. ALT:

alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase e GLDH: glutamato desidrogenase.

A integracao de todos os tempos visando comparar as respostas entre os
orgaos, indicou que o coracgao apresentou valor aumentado de IBR para a defesa
antioxidante (IBR:10,98); o encéfalo para EROs e marcadores de dano oxidativo
(IBR:2,67); metabolismo oxidativo (IBR:5,94) e metabolismo de aminoacidos
(IBR:1,32) e; o musculo para o metabolismo de glicogénio (IBR:5,15) e sistema
de ATP (IBR:4,22) (Figura 34). Os valores de IBR do grupo controle,
experimental e de integracdo dos 6rgaos, conforme todas as categorias, foram

sumarizados na figura 35 e na figura 36
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Ao avaliar a sensibilidade dos 6rgaos sob o efeito do estresse térmico de
31°C, o encéfalo apresentou maior taxa de variagao de IBR para a temperatura
de 31°C em 6, 24 e 96 horas, seguido do coragao em 24 horas e musculo em 96
horas. O que indicou o encéfalo como o 6rgdo mais sensivel (Tabela 3).

A temperatura de 31°C também afetou a higidez dos peixes em todos os
tempos analisados (p<0,001), conforme o fator de condi¢do, quando comparado
com a média geral dos controles. Mas nao foram encontradas diferengas
estatisticas na exposigao de 6 horas em relagdo a exposi¢éo de 2 (p=0,76) e 96
horas (p=0,45) (Tabela 4).
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6. DISCUSSAO
Os peixes habitam ambientes aquaticos termicamente diversos e

apresentam tolerancia térmica que varia entre -2,5°C a +44°C (BENNETT;
BEITINGER, 1997; SOMERO; DEVRIES, 1967). Por serem em sua maioria
ectotérmicos, sao fisiologicamente suscetiveis a sofrer influéncia direta da
temperatura na determinacao das taxas metabolicas (JOHNSTON; DUNN, 1987;
RITCHIE; FRIESEN, 2022).

Deste modo, os resultados encontrados no comportamento enzimatico de
alguns marcadores bioquimicos entre os tempos de exposicdo podem ter
associacdo com o ritmo circadiano e/ou variabilidade individual. Pois ha uma
maior expressao dos genes enzimaticos num determinado periodo do dia. O que
explica o aumento ou a diminuigdo da atividade enzimatica ou dos niveis de
alguns marcadores bioquimicos durante o controle homeostatico (CHADWICK;
NISLOW; MCCORMICK, 2015; DA SILVA REIS et al., 2019; FADHLAOQUI;
COUTURE, 2016; MACEINA; SAMMONS, 2006; MACHADO et al.,, 2014;
NAVARRO-GUILLEN; MOYANO; YUFERA, 2015; SOLOVYEV; GISBERT,
2022; VERA; MIGAUD, 2016). Além do mais, nas reagdes mediadas por
enzimas, o aumento da temperatura aumenta a taxa catalitica das enzimas
durante seu estado ativo, da qual aumenta a energia cinética para gerar a
sensibilidade térmica (KAZMI et al., 2022).

§.1 ~Influéncia do estresse térmico agudo de 31°C sob a fisiologia dos
oérgaos

No encéfalo, as respostas ao estresse sdo desencadeadas pelo sistema
nervoso central. Por ser um érgao vulneravel as flutuacoes térmicas e com maior
atividade metabdlica nos peixes. A alta temperatura pode alterar a dinamica
entre suprimento de substrato e vias metabdlicas energéticas do érgéo, bem
como o sistema de defesa antioxidante (PRZEPIURA et al., 2019; RATKO et al.,
2022; TOPAL et al., 2021).

Em R. voulezi, a diminuicao da atividade de SOD do encéfalo em 2 horas
pode indicar que houve consumo da SOD no momento de neutralizar os radicais
superéxidos formados para melhorar a capacidade antioxidante do encéfalo,
conforme proposto por Dong et al. (2022). Porém outros autores acreditam que
a diminuigdo da SOD pode ser devido ao excesso de H202, acumulo de EROs,
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producado de oxidantes ou indicativo de danos nos mecanismos antioxidantes (LI
et al., 2011; POOPAL et al., 2017; SAGLAM et al., 2014; VUTUKURU et al.,
2006). Isso pode fornecer evidéncias de que a alta temperatura pode alterar a
fisiologia dos 6rgaos dos peixes e corroborar com os estudos de Machado et al.
(2014) que constataram a mesma observagdo no figado do peixe antartico
Notothenia coriiceps exposto a 0 e 8°C durante 1, 3 e 6 dias. Enquanto que Topal
et al. (2021) verificaram que os niveis de expressdo de mRNA de SOD foram
diminuidas no encéfalo de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostas a
15°C, 20°C e 25°C durante 2, 4, 6 e 8 horas de exposicao.

Ja areducao da atividade de HK, que atua no estagio inicial da via glicolitica
ao converter glicose em glicose-6-fosfato através da fosforilagdo por ATP, assim
como da enzima CK, que catalisa a reacdo de conversdo da creatina em
fosfocreatina para ATP, demonstraram que o metabolismo energético cerebral
de R. voulezi em 2 horas pode ser adequado pelas células neuronais, gliais e
astrocitarias (BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011; HEMMER;
WALLIMANN, 1993). Posto que os ajustes e a necessidade energética do
encéfalo sdo acompanhados de forma invariavel pelas mudangas no fluxo
sanguineo e na utilizacdo da glicose (BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETT],
2011; BRANDAO et al., 2022; HEMMER; WALLIMANN, 1993). A diminuigéo da
HK no encéfalo de salmao do Atlantico e de truta arco-iris privados de alimentos
sugeriram que uma possivel queda de glicose exdgena pode provocar redugéo
nos niveis de glicogénio cerebral nas células da glia (BELANGER; ALLAMAN;
MAGISTRETTI, 2011; SOENGAS; ALDEGUNDE, 2002).

Além do mais, o aumento de temperatura da agua pode diminuir o
quantitativo de oxigénio solubilizado e causar hipoxia no encéfalo (PORTNER,
2001). Segundo Farhat et al. (2021), Carassius auratus (peixe dourado)
aclimatados a hipoxia cronica apresentaram a atividade de HK reduzida e
demonstraram que o encéfalo promove supressdo metabdlica no intuito de
ajustar o suprimento glicolitico de piruvato a partir da redugdo de Na * /K" -
ATPase cerebral e da regulagdo negativa da citocromo ¢ oxidase diante da
diminuicdo da densidade mitocondrial.

A partir disso, a ATPase que também depende do ATP produzido pelo
circuito creatina/fosfocreatina para controlar a homeostase energética cerebral

pode ser afetado pela reducdo da atividade de Na * /K * -ATPase e reduzir a
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atividade de CK no tecido cerebral conforme observado por Souza et al. (2019)
em Rhamdia quelen que foram suplementados por aflatoxina B1. Isso faz com
que as células cerebrais sofram injurias quanto ao gradiente eletroquimico das
membranas, volume celular, manutencdo do potencial de membrana e dos
neurotransmissores excitatorios e celulares (DE LORES ARNAIZ; ORDIERES,
2014; SOUZA et al., 2019; STREIJGER et al., 2010) devido as anormalidades
comportamentais ja conhecidas e descritas por Streijger et al. (2010).

Por outro lado, estudos demonstraram que a diminuicdo da CK é mediada
pela oxidagdo de lipidios, proteinas e grupos tiol, bem como pela reducéo da
capacidade antioxidante global do encéfalo (GLASER et al., 2010; KOUFEN;
STARK, 2000; SOUZA, et al., 2019). De acordo com Koufen; Stark (2000), o
grupo tiol € presente no sitio catalitico da CK e exerce papel na protegao contra
a inativagdo de radicais livres para que a atividade enzimatica da CK seja
adequada.

Em 6 horas, o aumento da atividade da SOD ao indicar que a defesa
antioxidante do encéfalo de R. voulezi foi mobilizada para neutralizar o radical
superoxido (DRINGEN, 2000; MONIRUZZAMAN et al., 2022; RAJU et al., 2022).
Sugeriu que houve uma elevagao do sistema antioxidante no combate aos danos
associados as ceélulas neuronais durante a conversdo de O2~em H202 e
oxigénio molecular (CUI et al.,, 2020; DRINGEN, 2000; JOY et al., 2017;
MONIRUZZAMAN et al., 2022). Isso pode ser justificado por Joy et al. (2017) ao
sugerir que o encéfalo de Etroplus suratensis submetido ao estresse térmico
gradual de temperatura a 38°C foi capaz de regular a atividade da SOD de forma
positiva.

Em 12 horas, o aumento da incidéncia de MDH no ciclo de Krebs sugeriu
que o encéfalo de R. voulezi necessitou de energia. Isso pode indicar que os
niveis globais de ATP na mitocondria encontravam-se elevados. O que
comprova a necessidade do encéfalo em suprir sua demanda energética para
lidar com o estresse sofrido (NAGARJUNA et al., 2019; NAGESWARI et al.,
2022). Resultados semelhantes a isso foram relatados por Resende et al. (2022)
em branquias de Psalidodon bifasciatus submetidas a temperatura de 31°C e
Kumar et al. (2022) em musculo e figado de Labeo rohita expostos a particulas

de superparamagnéticas de 6xido de ferro.
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Em 24 horas, o aumento da GPx no encéfalo demonstrou a capacidade
antioxidante das células astrogliais em eliminar H202. Isso se da pela alta
afinidade e eficiéncia da GPx em neutralizar H202 mesmo que em pequenas
quantidades (CUI et al., 2020; KANG et al., 2005). Dado que a familia das
enzimas glutationas detoxifica EROs e protegem os peixes dos danos oxidativos
em resposta a flutuacdes de temperaturas (DO et al., 2019; HEISE et al., 2006).
Ratko et al. (2022) também encontraram aumento da atividade de GPx no
encéfalo de Astyanax lacustris submetido a temperatura de 31°C.

Quanto ao controle térmico da excitabilidade elétrica do coragado dos peixes
para adequar as fungdes cardiacas de acordo com as mudancgas sazonais
regulares e agudas de temperatura (VORNANEN, 2016), estudos apontam que
tempos iniciais ao aumento de temperatura causam maior demanda da funcéo
cardiaca e circulatdria do sangue para o ajuste do didxido de carbono, que
refletem nas taxas de abertura e fechamento dos canais idnicos e nas taxas de
bombeamento e transporte (GAMPERL; THOMAS; SYME, 2022; KEEN; HABIG;
JAKOBY, 1976; RIYANTO; MAWARDI; KHOERUNNISA, 2022; VORNANEN,
2016). A medida que as exposicdes crénicas de temperatura remodelam todos
os aspectos da funcédo cardiaca (KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976; RIYANTO;
MAWARDI; KHOERUNNISA, 2022; VORNANEN, 2016).

A reducdo da PCO no coragao de R. voulezi em 2 horas pode ser explicada
pela diminuigdo dependente de tiol no conteudo de carbonila, descrito
principalmente em componentes bioldgicos termolabil. Dado que a
glutaredoxina-1 (Grx1) pode atuar como catalisador direto na descarbonilagcao
de proteina primaria que ocorre em moléculas de peroxirredoxina, com o objetivo
de regular a sinalizagao celular e o mecanismo de sinalizagéo redox através da
conversao de um aminoacido em outro ou da inativacao transitéria das moléculas
de peroxirredoxina, que reduzem H202 na obtencgao de respostas para os ajustes
fino da sinalizagao de EROs (SUZUKI, 2017; WONG et al., 2010, 2013). Madeira
et al. (2016) afirmaram encontrar redu¢cao de PCO em larvas de Sparus aurata
exposta a 24°C diante a uma simulagao do efeito de mudancga global, enquanto
que Resende et al. (2022) observaram redugdes em branquias de Psalidodon
bifasciatus submetida a temperatura 31°C.

No musculo, estudos apontam que o estresse térmico pode influenciar

diretamente o desempenho natatério dos peixes, bem como as propriedades
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contrateis das fibras musculares, atividade enzimatica, qualidade e ordem de
recrutamento das fibras e dindmica metabdlica que sado ajustadas durante as
mudancas de temperaturas (GUDERLEY; BLIER, 1988; OCHIAI; OZAWA,
2020).

Assim, a diminuigdo da atividade de G6PDH em 12 horas sugeriu que a
funcao lipogénica do musculo de R voulezi pode ter sido diminuida, bem como o
fornecimento de NADPH (YENGKOKPAM et al., 2022). Isso pode indicar
prejuizos da reserva e massa muscular de R. voulezi que foram explicadas pela
diminuicao da atividade da AST no citoplasma muscular neste mesmo tempo de
exposicao (SOARES FILHO et al., 2012). Segundo Kumar et al. (2011), o figado
e 0 musculo de Labeo rohita submetido a alta temperatura e alimentado com
proteina dietética de 20% e 40% também apresentaram diminui¢des na atividade
de G6PDH e AST. Enquanto que Pereira et al. (2022) relataram diminui¢ao da
atividade de AST no musculo de Astyanax lacustris exposto por 96 horas a
temperatura de 31°C. Mostram que a energia fornecida em condigéo de alta
temperatura pode ser dependente de aminoacidos ao invés do catabolismo de
carboidratos que ocorre na via das pentoses (KUMAR et al., 2011)

Por outro lado, o aumento da atividade da CAT em 24 horas revelou a
capacidade antioxidante do musculo de R. voulezi em proteger os miécitos dos
efeitos deletérios das EROs. O qual de forma indireta garante o crescimento e a
qualidade das fibras musculares (CAl et al., 2022; ZHU et al., 2022), bem como
0 aumento da reserva de glicogénio em 96 horas de exposicao, para manter as
contragbes musculares de R. voulezi durante as condigdes metabdlicas
extenuantes juntamente com a ressintese de ATP (OLSEN et al., 2022). Sao
corroborados por Madeira et al. (2013) ao afirmar que a influéncia da alta
temperatura aumentou a atividade de CAT do musculo dos peixes estuarinos
Liza ramada e Dicentrarchus labrax e, por Joy et al. (2017) em Etroplus
suratensis submetido a 38°C. Enquanto que Van; Hardewig; Holker (2005)
verificaram maior conteudo de glicogénio muscular de Rutilus rutilus aclimatados

a 27°C e 20°C em comparagao aqueles expostos a 4°C.
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6.2 Caracterizagao dos marcadores antioxidantes e metabdlicos de
Rhamdia voulezi a 31°C

Os resultados encontrados na separagao dos marcadores antioxidantes e
metabdlicos do encéfalo, coragdo e musculo de R. voulezi nas PCAs e nas
PERMANOVA podem ser explicados pelos mecanismos citoprotetores e pela
necessidade energética de cada 6rgao.

Os marcadores de estresse oxidativo SOD, LPO e EROs associados com
o encéfalo corrobora a teoria deste 6rgdo ser suscetivel a danos oxidativos e
vulneravel a EROs (LUSHCHAK et al., 2009). Visto que a maior parte do
metabolismo oxidativo do encéfalo ocorre nos neurbénios e, embora essas células
tenham o mecanismo de defesa limitada contra o estresse oxidativo
(BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011). Estudos indicam que danos
oxidativos no encéfalo podem diminuir a fungdo cognitiva e ocasionar perda de
comportamento e tempos de resposta durante os processos de termorregulacéo,
devido a alta presenca de acidos graxos insaturados presentes nas membranas
(FORSTER et al., 1996; RITCHIE; FRIESEN, 2022). O qual se torna propenso a
lipoperoxidagdo e com a necessidade de um sistema antioxidante altamente
eficiente para desempenhar as fungdes vitais do corpo, bem como de percepcéao
e codificacao dos sinais neuroenddcrinos durante a mudanca de temperatura
(BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011; LUSHCHAK et al., 2009;
PRZEPIURA et al., 2019).

Diante disso, a associagao dos marcadores CAT, GPx, GR, GSH, PCO
G6PDH e GST no coracao de R. voulezi caracterizaram a necessidade destas
enzimas em remodelar todas as funcdes cardiacas para responder ao estressor
fisiologico (KEEN et al., 2016). Que ocorre por meio de mecanismos bioquimicos,
fisiolégicos e biomecanicos na tentativa de preservar as fungbes cardiacas de
transporte de oxigénio, substratos e subprodutos metabdlicos de todo o corpo
durante os processos biolégicos ativos (KEEN et al., 2016).

Agora a nao associagao especifica do musculo por nenhum marcador
antioxidante sugeriu uma menor resposta das enzimas antioxidantes devido ao
processo de adaptagcdo muscular dos peixes para condi¢des extremas do
ambiente aquatico. Isso se da pela plasticidade do musculo em poder

desempenhar forgas necessarias para a locomogao ou forrageamento durante
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as diferencas de tempo e velocidade (DR. DEV BRAT MISHRA, 2022; OLSEN
et al., 2022).

Assim, os marcadores metabodlicos AST, CS, HK, MDH e piruvato no
encéfalo explicam o alto requisito de energia deste 6rgdo para as fungdes
cerebrais que correspondem a neurotransmissado glutamatérgica e a utilizagéo
de glicose como principal fonte de energia (BELANGER; ALLAMAN;
MAGISTRETTI, 2011). A medida que a ALT, lactato, LDH, GLDH, GP,
glicogénio, PK, G6Pase, PFK e CK ao associar com o musculo indicam a
necessidade do metabolismo anaerébico em fornecer ATP, bem como a
fosforilacao enzimatica de carboidratos para atender as demandas energéticas

sob o estimulo ambiental na garantia da sobrevivéncia (OLSEN et al., 2022).

6.3 Resposta integrada dos biomarcadores (IBR), sensibilidade térmica e
condigcao corporal em R. voulezi para a habilidade de aclimatagcao a 31°C

Os resultados de IBR, sensibilidade térmica e fator de condigao
demonstraram que os ajustes fisiologicos e metabdlicos de cada 6rgao em R.
voulezi sdo dependentes do tempo de exposicéo e da sensibilidade dos mesmos.
Ainda que suas caracteristicas sejam determinadas pelo agente estressor,
vulnerabilidade e plasticidade do individuo em suportar as mudancgas
ocasionadas no ambiente (MADEIRA; LEAL; et al., 2018; PARISI; FRANKLIN;
CRAMP, 2022).

A habilidade de aclimatacdo de R. voulezi a temperatura de 31°C foi
dependente dos tempos de exposicédo e das respostas encontradas nos érgaos
para o valor aumentado de IBR conforme considerado por Campos et al. (2019)
e Madeira; Mendonga et al. (2018). Mesmo que haja diferengas na origem e
funcdo biolégica dos marcadores e tecidos. A sensibilidade dos tecidos a
temperatura de 31°C demonstrou induzir um efeito hormético em R. voulezi ao
definir a relagdo n&o linear entre estressor e condicionamento metabdlico
(CALABRESE, 2013; RITCHIE; FRIESEN, 2022). Posto que os efeitos
experimentais de aclimatacdo, sejam estes agudos ou crénicos, ao induzir
respostas distintas nos ectotérmicos, destacam expressdes filogenéticas de
adaptacao térmica que sao desenvolvidas ao longo do ciclo de vida do individuo
para a otimizagcdo das fungbes corporeas, fisiologicas e comportamentais ao
nicho ambiental (RITCHIE; FRIESEN, 2022).
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A categorizagéo do IBR com base nos marcadores de estresse oxidativo e
metabdlicos revelou a capacidade de R. voulezi em mobilizar e sustentar as
necessidades metabdlicas através da capacidade de oxigenagao e alocagao/uso
de energia para a produc¢ao de ATP dos tecidos. Do qual foram apontados pelas
taxas de variacao do IBR do encéfalo, coracao e musculo respectivamente para
a suscetibilidade e sensibilidade térmica. Além disso, o alto percentual de
sensibilidade indicado no encéfalo demonstrou a produgcdo de calor
intraencefalico que ocorre neste 6rgdo a partir de flutuagdes minimas de
temperatura que foram sentidas durante sua exposicao a temperatura de 31°C
em relagdo ao coragao e musculo. Dado que o sangue do encéfalo € mais frio
que o proprio encéfalo, as temperaturas no encéfalo tendem aumentar
rapidamente, numa escala bem maior do que o sangue arterial em resposta a
todos os desafios (KIYATKIN, 2010; RITCHIE; FRIESEN, 2022).

Os valores aumentados de IBR descritos nas categorias para cada 6rgao e
tempo de exposi¢do para a temperatura de 31°C sugeriram que os espécimes
de R. voulezi sofreram estresse térmico e corroborou com os estudos que
utilizaram faixas de temperaturas, espécies de peixes e tempos de exposicao
diferentes (CAMPOS et al., 2019; DAl et al., 2022; DIAS et al., 2020; FORGATI
et al., 2017; KANDALSKI et al., 2019; MADEIRA et al., 2016; MADEIRA; LEAL
et al., 2018; MADEIRA; MENDONCA et al., 2018; MADEIRA et al., 2013;
MADEIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2022; PRZEPIURA et al., 2019; RATKO
et al., 2022; RESENDE et al., 2022; SCHLEGER et al., 2022; SOUZA et al.,
2018).

Perante a isso, o fator de condigdo ao demonstrar afetado pela temperatura
de 31°C durante os cinco tempos de exposi¢cdo. Explica a capacidade de
aclimatagédo térmica dos individuos de R. voulezi diante das mudangas de
temperatura e da variabilidade térmica de exposi¢cdo. Que sao muitas vezes
caracterizadas pelas diferengcas de comportamento homeostaticos dos peixes
sob a influéncia da poluigdo térmica dos rios através do declinio das respostas
biolégicas que mais tarde impactam no desenvolvimento corporal ou na
sobrevivéncia da espécie (CAMPOS et al., 2019; ILHA et al., 2018; PARISI;
FRANKLIN; CRAMP, 2022). Esse resultado também apresenta uma possivel
avaliagao das condigbes de temperatura da bacia do rio Iguagu, bem como do

estado metabdlico dos peixes quando acometidos pela poluigdo térmica das
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usinas de energia instaladas neste rio, como da consequente perda hidrica
ocasionada pelas agdes antropicas (BAUMGARTNER et al., 2012). Visto que R.
voulezi vive sob regime térmico do afluente médio Iguacu, local de amostragem,
que possui temperatura inferior a 22°C na época mais quente do ano (ALVARES
et al., 2013; BAUMGARTNER et al., 2012).

7. CONCLUSOES
Neste estudo, os resultados demonstraram que a temperatura de 31°C teve

influéncia sobre o estado metabdlico e oxidativo do encéfalo, coragao e musculo
de R. voulezi durante 2, 6, 12, 24 e 96 horas de exposi¢cao apos a aclimatacao
de 21°C.

As alteragdes encontradas na atividade de SOD, HK, CK, GPx e MDH no
enceéfalo, assim como a integracado dos biomarcadores SOD, LPO, EROs, AST,
CS, HK, MDH e piruvato na PCA, sugeriram que o encéfalo de R. voulezi possui
elevada demanda metabdlica sob a condicdo de 31°C para controlar a atividade
neuronal e excitatéria que ocorrem durante as variagbes de temperatura. Com
um eficiente sistema de defesa antioxidante que protege as membranas de
lipoperoxidacao.

No coracédo, a PCO e a associacao dos marcadores CAT, GPx, GR, GSH,
PCO G6PDH e GST na PCA indicaram que as func¢des cardiacas de R. voulezi
foram reajustadas com a temperatura de 31°C a partir da eliminacdo das EROs
e regulacédo da sinalizagao celular e dos mecanismos de sinalizagao redox ja
conhecidos na literatura, com intuito de fornecer maior quantidade de oxigénio
aos tecidos.

Agora as mudancas encontradas na G6PDH, AST, CAT e glicogénio do
musculo de R.voulezi, assim como a associagao dos marcadores ALT, lactato,
LDH, GLDH, GP, glicogénio, PK, G6Pase, PFK e CK na PCA. Revelaram que a
qualidade das fibras musculares de R.voulezi foi mantida pela defesa oxidante
sob a condig&o de 31° C, bem como o fornecimento de energia.

Os dados de IBR e sensibilidade térmica demonstraram que R. voulezi
possui habilidade de aclimatagao a temperatura de 31°C apés ser aclimatado a
21°C, através de diferentes estratégias metabdlicas que foram estabelecidas
durante as abordagens biolégicas encontradas nos tempos de exposicéo deste

estudo e no fator condicdo ao fornecer um conhecimento prévio sobre a
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qualidade de higidez de R. voulezi na bacia hidrografica do rio Iguagu e de seus
mecanismos de ajuste metabdlico e fisioldgico frente a exposicdo do estresse

térmico agudo simulados sob o efeito da temperatura de 31°C.
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