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RESUMO

A temperatura está entre os principais fatores abióticos que influenciam a 
sobrevivência e a homeostase dos peixes, podendo causar estresse e efeitos 
fisiológicos negativos nos organismos, quando os seus limites adequados são 
extrapolados. Nativa do Brasil, Astyanax lacustris possui relevância na alimentação 
e na pesca, em programas de aquicultura e de monitoramento ambiental, além de 
potencial expressivo na pesquisa. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as 
enzimas de defesa antioxidante e marcadores de dano celular no miocárdio de A. 
lacustris expostos a estresse térmico de alta e baixa temperatura. Os 240 espécimes 
de A. lacustris foram coletados na região de União da Vitória (PR), em lagos 
artificiais, e expostos, posteriormente a baixa (15°C ±1) e alta (31°C ±1) 
temperatura, com um grupo controle (23°C ±1) para cada situação experimental. Os 
peixes foram mantidos nestas temperaturas em regimes distintos de tempo: 2, 6, 12, 
24, 48, 72 e 96 horas. Em 31°C foi observado um aumento da enzima superóxido 
dismutase (SOD) no tempo de 12 horas e uma redução em 72 horas. A enzima 
glutationa peroxidase (GPx) em 31°C diminuiu sua atividade em 12 horas, sugerindo 
maior susceptibilidade dos miócitos à degradação causada pelo peróxido de 
hidrogênio (H2O2), e aumentou em 96 horas. A glutationa reduzida (GSH) reduziu 
em 6 horas e aumentou em 96 horas de exposição a alta temperatura. Em 15°C, 
foram observadas alterações em GPx, que aumentou sua atividade em 48 e 96 
horas e diminuiu em 72 horas, e em GSH que aumentou em 2 horas. Os resultados 
indicam que os componentes basais do sistema de defesa antioxidante no tecido 
cardíaco de A. lacustris, são eficientes em eliminar peróxidos de hidrogênio durante 
a exposição à 31°C e a 15°C, evitando assim danos às estruturas celulares. A 
análise de componentes principais (PCA) não conseguiu agrupar eficientemente as 
temperaturas alta (31°C) e baixa (15°C) para tirar conclusões sobre diferentes 
tratamentos, destacando a importância do índice integrado de respostas de 
biomarcadores (IBR) nesse contexto, ampliando a sensibilidade nas comparações 
considerando um conjunto de biomarcadores.

Palavras-chave: peixes subtropicais; temperatura; biomarcadores; coração;
bioenergética.



ABSTRACT

Temperature is among the main abiotic factors that influence the survival and 
homeostasis of fish, potentially causing stress and negative physiological effects on 
organisms when their appropriate limits are exceeded. Native to Brazil, Astyanax 
lacustris holds relevance in both food consumption and fishing, aquaculture 
programs, environmental monitoring, and significant potential in research. Thus, the 
objective of this study was to evaluate antioxidant defense enzymes and cellular 
damage markers in the myocardium of A. lacustris exposed to high and low thermal 
stress. The 240 specimens of A. lacustris were collected in the União da Vitória 
region (PR), in artificial lakes, and subsequently exposed to low (15°C ±1) and high 
(31°C ±1) temperatures, with a control group (23°C ±1) for each experimental 
condition. The fish were kept at these temperatures for different time regimes: 2, 6, 
12, 24, 48, 72, and 96 hours. At 31°C, an increase in the enzyme superoxide 
dismutase (SOD) was observed at 12 hours and a decrease at 72 hours. The 
enzyme glutathione peroxidase (GPx) at 31°C decreased its activity at 12 hours, 
suggesting greater susceptibility of the myocytes to degradation caused by H2O2, 
and increased at 96 hours. Reduced glutathione (GSH) decreased at 6 hours and 
increased at 96 hours of exposure to high temperature. At 15°C, alterations in GPx 
markers were observed, which increased their activity at 48 and 96 hours and 
decreased at 72 hours, and GSH increased at 2 hours. The results indicate that the 
basal components of the antioxidant defense system in the cardiac tissue of A. 
lacustris are efficient in eliminating hydrogen peroxides during exposure to 31°C and 
15°C, thus avoiding damage to cellular structures. Principal component analysis 
(PCA) failed to efficiently group high (31°C) and low (15°C) temperatures to draw 
conclusions about different treatments, highlighting the importance of the integrated 
biomarker response index (IBR) in this context, increasing sensitivity in comparisons 
considering a set of biomarkers.

Keywords: subtropical Fish; temperature; biomarkers; heart; bioenergetics.
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1.INTRODUÇÃO

1.1 Visão translacional do estudo sobre o coração e suas patologias

A função do coração humano é de extrema importância, entretanto, sua 

suscetibilidade a doenças e sua capacidade limitada de regeneração o tornam um 

órgão de notável fragilidade. A doença cardíaca é uma das principais causa de 

mortalidade em escala mundial (JEWHURST; MCLAUGHLIN, 2016). Em 2020, 

aproximadamente 19 milhões de mortes foram atribuídas as doenças 

cardiovasculares em todo o mundo, o que representou um aumento de 18,7% em 

relação a 2010 (TSAO et al., 2022). Segundo a Organização Mundial de Saúde 

78,57 a cada 100.000 pessoas morrem no Brasil por doença cardíaca isquêmica, 

sendo, esta, a principal causa de morte entre brasileiros (WHO, 2019).

Um dos grandes problemas enfrentados no desenvolvimento de tratamentos 

para lesões no tecido cardíaco está relacionada à limitada capacidade de reparação 

do coração de mamíferos adultos. Eventos como infartos ou lesões físicas no 

coração frequentemente culminam em cicatrizes permanentes, desencadeando 

processos de remodelação cardíaca e disfunção cardíaca, os quais, em última 

análise, contribuem para o desenvolvimento da insuficiência cardíaca progressiva 

(SCHWINGER, 2021) As pesquisas no campo da reparação cardíaca em mamíferos 

geralmente se dividem em duas abordagens distintas: terapias baseadas em 

células-tronco ou células progenitoras cardíacas e a exploração das vias de reparo 

endógenas (MÜLLER; LEMCKE; DAVID, 2018). No entanto, recentemente, tem 

surgido a compreensão de que essas duas abordagens podem estar mais 

interligadas do que previamente considerado. Evidências sugerem que estratégias
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baseadas em células-tronco podem operar de maneira indireta, agindo sobre as 

células cardíacas existentes e estimulando os processos de reparação endógenos, 

em vez de promover diretamente a restauração do tecido por meio das próprias 

células-tronco (MÜLLER; LEMCKE; DAVID, 2018; VUJIC; NATARAJAN; LEE, 2020). 

Assim, a compreensão da capacidade intrínseca de reparação do coração emerge 

como uma abordagem integral no desenvolvimento de novos métodos de 

tratamento.

Na maioria dos vertebrados, o desenvolvimento do coração pode ser 

artificialmente dividido nas seguintes etapas: (1) indução de células cardiogênicas a 

partir do mesoderma embrionário; (2) coalescência dessas células em um tubo 

cardíaco linear; (3) looping cardíaco e desenvolvimento assimétrico; e (4) 

especialização das câmaras e crescimento cardíaco. Esses processos são 

altamente semelhantes na maioria dos vertebrados, o que indica a conservação 

evolutiva do plano de construção do coração (XIA et al., 2020).

Devido à conservação evolutiva do desenvolvimento, observações em 

modelos não mamíferos têm contribuído com insights básicos sobre os mecanismos 

de desenvolvimento cardíaco e nos permitem fazer extrapolações para os seres 

humanos. Apesar das diferenças na forma final e na fisiologia, muitas descobertas 

importantes sobre o desenvolvimento do coração humano foram guiadas por 

estudos em modelos não mamíferos (XIA et al., 2020). Nesse contexto, as redes 

genéticas que controlam o desenvolvimento do coração em vertebrados também são 

altamente conservadas, permitindo a modelagem de distúrbios cardíacos humanos 

em modelos animais. Diferentes modelos animais, tanto mamíferos (como ratos, 

porcos e coelhos) quanto não mamíferos (como moscas-das-frutas, sapos, peixes e 

galinhas), têm sido usados para investigar patologias das doenças cardíacas, cada
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um com suas vantagens e limitações. Os dados e conclusões obtidos desses 

modelos podem ser complementares e contribuir para uma visão mais abrangente 

do desenvolvimento cardíaco e das doenças (XIA et al., 2020).

Nas últimas décadas, a comunidade científica direcionou sua atenção para os 

corações de não mamíferos como modelos de reparação cardíaca. Em particular, os 

"vertebrados inferiores” , que incluem anfíbios e peixes, têm se mostrado sistemas de 

estudo altamente acessíveis nessa área de pesquisa. Pesquisas foram conduzidas 

na regeneração cardíaca de anfíbios urodelos, principalmente no tritão 

Notophthalmus viridescens, mas também em outros, como o axolote Amblystoma 

mexicanum e a salamandra Triturus viridescens. Muitos dos eventos morfológicos e 

celulares associados à regeneração cardíaca foram primeiramente caracterizados 

nesses sistemas de anfíbios, e eles ainda desempenham um papel crucial como 

modelos para o estudo dos processos regenerativos (BECKER; CHAPIN; SHERRY, 

1974; JEWHURST; MCLAUGHLIN, 2016; OBERPRILLER; OBERPRILLER, 1974)

Foi apenas em 2002 que se descobriu que uma espécie de peixe era capaz 

de regeneração cardíaca em organismos adultos - o zebrafish, Danio rerio. Poss et 

al. (2002) demonstraram que corações de zebrafish podem regenerar 

completamente o tecido cardíaco ausente, sem sinais de cicatrização e com 

restauração total da funcionalidade, tudo em um prazo de 60 dias após a lesão 

(POSS; WILSON; KEATING, 2002). Desde essa descoberta, D. rerio se tornou, de 

longe, o organismo modelo mais utilizado e bem caracterizado para o estudo da 

regeneração cardíaca. Com uma ampla variedade de ferramentas moleculares e 

dados genômicos disponíveis para a espécie, a análise da expressão gênica, a 

criação de organismos transgênicos e a mutagênese tornaram-se significativamente 

mais acessíveis do que em sistemas de modelos menos caracterizados
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(BAXENDALE; VAN EEDEN; WILKINSON, 2017; HOWE et al., 2013; LÓPEZ et al., 

2018). Além de D. rerio, outras espécies de peixes são modelos de estudo de 

regeneração cardíaca, dentre elas, Danio aequippinatus, Carassius auratus e 

Polypterus senegalus(JEWHURST; MCLAUGHLIN, 2016)

Nesse sentido, carecem na literatura informações mais detalhadas sobre 

aspectos fisiológicos do coração de Astyanax lacustris, um peixe teleósteo 

abundante no Brasil e pertencente a infraordem dos Teleostei e família Characidae. 

Conhecer os aspectos de estresse oxidativo no coração de Astyanax lacustris pode 

trazer diversas vantagens para a ciência biomédica, por exemplo, ajudar a entender 

como as células cardíacas desse peixe lidam com danos e se mantêm funcionais, o 

que poderia levar ao desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para 

minimizar os efeitos do estresse oxidativo no coração humano.

Ademais, estudar A. lacustris em relação ao estresse oxidativo apresenta 

várias vantagens em comparação ao modelo estabelecido - Danio rerio. Como uma 

espécie nativa do Brasil, A. lacustris oferece maior relevância ecológica e facilidade 

de acesso para pesquisadores locais. Além disso, a diversidade genética e 

filogenética entre essas espécies pode revelar novas estratégias evolutivas de 

regeneração e manejo do estresse oxidativo, complementando os conhecimentos 

obtidos com o zebrafish. Essas diferenças podem proporcionar insights valiosos 

sobre a reparação tecidual e a proteção celular, potencialmente levando ao 

desenvolvimento de novas terapias para doenças cardíacas humanas.

1.2 Astyanax lacustris e o sistema cardiovascular de teleósteos

O Astyanax lacustris (Lütken, 1875), ou Astyanax altiparanae popularmente 

conhecido por lambari-do-rabo-amarelo (LUCENA; SOARES, 2016) é caracterizado
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por ter um corpo prateado com a parte inferior branca e a parte superior cinza, e 

suas nadadeiras caudal, anal e pélvicas são amareladas enquanto as outras são 

transparentes ou levemente amareladas. A nadadeira caudal possui uma faixa 

escura no meio, que se estende até a extremidade dos raios da nadadeira, 

(GARUTTI; BRITSKI, 1997) conforme mostrado na FIGURA 1.

FIGURA 1 - LAMBARI-DO-RABO-AMARELO Astyanax lacustris

LEGENDA: Foto do lambari-do-rabo-amarelo Astyanax lacustris (LÜTKEN, 1875). FONTE: 
https://detalhes.net/piaba/

A. lacustres são comuns em águas continentais brasileiras, habitando riachos, 

rios, brejos e lagoas, e são conhecidos por serem uma espécie onívora, muito 

prolífera, com desova parcelada ao longo do ano, desde que as temperaturas 

estejam acima de 23°C (BENNEMANN et a l, 2005; PORTO-FORESTI; CASTILHO- 

ALMEIDA; FORESTI, 2005; VIANA; SUAREZ; LIMA-JUNIOR, 2013). Peixes do 

gênero Astyanax têm sido muito utilizados para alimentação, aquarismo, piscicultura 

e como bioindicadores de contaminação ambiental devido à sua tolerância 

relativamente elevada à poluição (WARREN; BURR, 2020). O lambari-do-rabo- 

amarelo tem sido utilizado como espécie modelo no monitoramento ambiental 

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

ZAFRA-LEMOS et al., 2021) sendo estudado e descrito em várias situações, 

incluindo a presença de agrotóxicos, metais pesados, vazamentos de combustíveis

https://detalhes.net/piaba/
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e medicamentos (AKAISHI et al., 2004; GALVAN et al., 2016; SCHULZ; MARTINS­

JUNIOR, 2001).

O sistema circulatório na maioria dos peixes teleósteos é relativamente 

simples, composto por artérias aferentes que transportam o sangue do coração para 

as brânquias e artérias eferentes que o levam das brânquias para o corpo (MORO et 

al., 2013). O coração dos peixes tem uma forma tubular, sacular ou piramidal e é 

composto por tecido elástico e músculo cardíaco. O sangue venoso flui do seio 

venoso para o átrio e, em seguida, para o ventrículo através da junção sinoatrial e 

atrioventricular. O sangue venoso é bombeado do ventrículo através de um par de 

válvulas na junção ventrículo-bulbar e, em seguida, flui pela aorta abdominal. A 

estrutura do bulbo arterial varia entre as espécies, com alguns peixes teleósteos 

tendo tecido elástico não contrátil e outros apresentando um cone arterioso com 

músculo contrátil (CARNIATTO et al., 2019; MORO et al., 2013; SHERRILL et al., 

2009).

FIGURA 2 - SISTEMA CIRCULATÓRIO DE PEIXES
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LEGENDA: Representação esquemática do sistema circulatório de peixes teleósteos. FONTE:

extraído de (MORO et al., 2013).

Cabe ressaltar que o coração dos peixes teleósteos apresenta diferenças 

consideráveis em relação a morfologia, histologia e vascularização quando 

comparado com o coração dos mamíferos (CARNIATTO et al., 2019). Embora o 

desenvolvimento embrionário cardíaco dos peixes seja semelhante ao dos 

mamíferos e anfíbios, não evoluiu para a septação (CARNIATTO et al., 2019). 

Entretanto, apesar de possuir apenas duas cavidades, a eletrofisiologia desses 

miocárdios se assemelha à dos mamíferos em muitos aspectos, principalmente em 

relação aos potenciais de ação. Devido a essa semelhança, os peixes podem ser 

utilizados como modelos biológicos em estudo da fisiologia do miocárdio, 

possibilitando extrapolações para mamíferos (SEDMERA et al., 2003).

Sumariamente, o sistema circulatório dos peixes teleósteos é adaptado para 

transportar sangue oxigenado para as brânquias, onde ocorrem as trocas gasosas, 

e, em seguida, distribuí-lo pelo corpo. Essa adaptação é essencial para lidar com os 

desafios do ambiente aquático, como a variação de temperatura e a necessidade de 

ajustar a temperatura corporal ao ambiente circundante (BALDISSEROTTO, 2009; 

MORO et al., 2013). Alterações no meio ambiente podem desencadear 

desequilíbrios na fisiologia do animal resultando entre outras consequências na 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs).

1.3 Estresse oxidativo em vertebrados

O estresse oxidativo é definido como uma desregulação entre a produção de 

EROs e os mecanismos endógenos de defesa antioxidante, o chamado 'estado 

redox' (LUSHCHAK, 2011; VASCONCELOS et al., 2014). Quando presentes em



19

baixas concentrações, as EROs desempenham uma função importante na 

homeostase celular. No entanto, o excesso de EROs causa disfunção celular, 

peroxidação de lipídios, carbonilação de proteínas, danos ao DNA e, eventualmente, 

leva a danos celulares irreversíveis e morte (VAN DER POL et al., 2019; VINAGRE 

et al., 2012).

No coração humano, um excesso de EROs pode levar ao desenvolvimento e 

progressão da remodelação miocárdica mal adaptativa e insuficiência cardíaca. O 

acúmulo de EROs prejudica diretamente a eletrofisiologia e a maquinaria contrátil 

dos cardiomiócitos, modificando proteínas centrais para o acoplamento excitação- 

contração, incluindo canais de cálcio do tipo L, canais de sódio, canais de potássio e 

o trocador sódio-cálcio. Também podem alterar a atividade da Ca2+ adenosina 

trifosfatase do retículo sarcoplasmático e reduzir a sensibilidade ao cálcio dos 

miofilamentos. Além disso, as EROs induzem um déficit energético afetando a 

função de proteínas envolvidas no metabolismo energético. Por fim, as EROs têm 

função pró-fibrótica, induzindo a proliferação de fibroblastos cardíacos e 

metaloproteinases de matriz, resultando em remodelação extracelular (FIGURA 2) 

(VAN DER POL et al., 2019).

FIGURA 3 - ESTRESSE OXIDATIVO NO CORAÇÂO HUMANO
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LEGENDA: Esquema do estresse oxidativo no coração humano. ROS - espécies reativas de oxigênio; 
NCX - Trocador Na+/Ca2+; RyR2 -  receptor de rianodina; SERCA 2 - retículo sarcoplasmático Ca2+- 
adenosina trifosfatase 2; TIMP - inibidores de metaloproteinases nos tecidos; MMP - matrix 
metalloproteinase. FONTE: extraído de (VAN DER POL et al., 2019).

A produção de EROs no coração é predominantemente realizada pelas 

mitocôndrias, NADPH oxidases, xantina oxidase e óxido nítrico sintase (NOS) 

desacoplada (KUZNETSOV et al., 2019). Sob condições patológicas, a cadeia de 

transporte de elétrons das mitocôndrias induz a geração de quantidades 

significativas de superóxido, o que foi comprovado como um contribuinte para danos 

nos cardiomiócitos e lesões miocárdicas extensas após um infarto agudo do 

miocárdio (KUZNETSOV et al., 2019).

A produção de ERO também é intensificada devido ao aumento na expressão 

e atividade da NADPH oxidase, desencadeada por diversos estímulos patológicos, 

incluindo estiramento mecânico, angiotensina II, endotelina-1 e fator de necrose 

tumoral (TNF)-a (CAPPOLA et al., 2001; DOUGHAN; HARRISON; DIKALOV, 2008). 

De forma semelhante, a expressão e atividade da xantina oxidase também estão 

elevadas no coração em falência, resultando novamente em uma maior produção de 

ERO (CAPPOLA et al., 2001). Como consequência de lesões cardíacas, a NOS 

torna-se desacoplada e instável em termos estruturais, o que leva a uma geração
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aumentada de ERO. Em modelos com camundongos, o aumento na produção de 

ERO resulta em dilatação do ventrículo esquerdo (VE), disfunção contrátil e 

remodelação do VE (TAKIMOTO et al., 2005)

Além do aumento substancial na produção de estresse oxidativo, a 

insuficiência cardíaca também se caracteriza pelo esgotamento do mecanismo 

natural de defesa antioxidante. Nas células cardíacas, assim como na maioria dos 

tipos celulares, existem componentes endógenos essenciais desse mecanismo, 

responsáveis por neutralizar as EROs, incluindo superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NAD+) e glutationa reduzida (GSH) (ANDRADE JÚNIOR et al., 2005; KINNULA, 

2005; RAHMAN; BISWAS; KODE, 2006).

Estudos em modelos animais de insuficiência cardíaca demonstraram uma 

significativa redução na atividade dessas enzimas, como SOD, CAT e GPx (HILL; 

SINGAL, 1996; KHAPER; SINGAL, 1997). Além disso, camundongos geneticamente 

deficientes em SOD ou GPx, quando expostos a lesões cardíacas, apresentaram 

também apresentam tais reduções em comparação com seus controles (FORGIONE 

et al., 2002; SHIOMI et al., 2004; VAN DEEL et al., 2008).

Ademais, a GSH desempenha um papel crucial como antioxidante nas 

células, agindo na neutralização de radicais livres e na eliminação de produtos de 

peroxidação lipídica (FANG et al., 2020; JANG et al., 2021). Já foi observada uma 

redução em GSH em animais após lesões cardíacas (ADAMY et al., 2007; 

BOURRAINDELOUP et al., 2004). Além disso, o esgotamento de GSH demonstrou 

uma forte correlação com os níveis séricos de Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) 

(BOURRAINDELOUP et al., 2004). Em tecido do ventrículo esquerdo (VE) de 

pacientes com cardiomiopatia dilatada ou isquêmica em estágio avançado, houve
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uma diminuição de 54% nos níveis totais de GSH em comparação com controles 

(ADAMY et al., 2007). Em outro estudo, os níveis séricos de GSH apresentaram uma 

correlação significativa com a gravidade dos sintomas em pacientes com 

insuficiência cardíaca (DAMY et al., 2009).

1.4 Estresse oxidativo e temperatura em peixes

As semelhanças nos tipos de danos oxidativos e nas defesas antioxidantes 

entre mamíferos e peixes sugerem que estes últimos podem ajudar a compreender 

melhor como as EROs afetam as células, como estas respondem e se recuperam 

desses danos e como o estresse oxidativo está relacionado às doenças. Os peixes 

têm defesas antioxidantes semelhantes às dos mamíferos contra o estresse 

oxidativo. Essas semelhanças incluem removedores de radicais livres de baixo peso 

molecular, como GSH, a-tocoferol (ot-TOH) e ácido ascórbico, bem como defesas 

enzimáticas, como SOD, CAT e GPx. As atividades dessas defesas antioxidantes 

variam entre as espécies de peixes, com atividades mais baixas de SOD e CAT, mas 

atividades aumentadas de GPx em comparação com outros vertebrados (KELLY et 

al., 1998; MATKOVICS et al., 1977).

Um dos principais fatores abióticos causadores do estresse é a variação de 

temperatura (HARDEWIG; PORTNER; VAN DIJK, 2004; YANG et al., 2020), 

principalmente nos organismos ectotérmicos, nos quais a variação da temperatura 

do corpo se altera conforme o meio em que estão, situação essa característica da 

maioria das espécies de peixes (LOGAN; BUCKLEY, 2015). O metabolismo e a 

fisiologia são diretamente influenciados quando os limites adequados de 

temperatura para o organismo são ultrapassados (CHENG et al., 2018a; FU et al., 

2018; GARBERN; LEE, 2013; ISLAM et al., 2020).



23

Altas temperaturas acarretam o aumento da frequência respiratória, a redução 

na concentração de hemoglobinas e hemácias, enquanto baixas temperaturas 

provocam o inverso (SUN et al., 2019). Uma vez instalado um dos dois extremos 

térmicos, alterações são ocasionadas, tanto nos níveis dos marcadores de danos 

como nas atividades das enzimas antioxidantes (GARCIA et al., 2015; JOY et al., 

2017).

O estresse envolve respostas da organização animal em diversos níveis 

(JOÉLS; BARAM, 2009; KOAKOSKI et al., 2012), cuja divisão pode se dar nas 

seguintes fases: identificação da ameaça à homeostase, resposta ao fator estressor 

e o resultado causado pelo estresse. Esse conjunto de respostas caracteriza a 

Síndrome de Adaptação Geral (SAG) (SILVA; GOULART; GUIDO, 2018). 

Inicialmente, são desencadeadas respostas neuroendócrinas envolvendo o eixo 

Hipotálamo-Hipófise-Interrenal (HHI) e o eixo Hipotálamo-Sistema Nervoso 

Simpático-Células Cromafins (HSC) (KOAKOSKI et al., 2012), liberando, nesse 

processo, hormônios corticosteroides e catecolaminas na corrente sanguínea 

(SCHRECK; TORT, 2016).

Na sequência, transformações de ordem fisiológica acontecem em 

decorrência, na maioria das vezes, da ação provocada pelos hormônios liberados na 

resposta inicial, acarretando alterações em níveis cardiovascular, respiratório, 

hidromineral, além de mobilização de substratos energéticos (RODNICK; PLANAS, 

2016). No final, alterações no crescimento, comportamento e no sistema imune 

podem provocar respostas do animal, o que impactará na sua sobrevivência 

(SCHRECK; TORT, 2016).

Dentre os biomarcadores associados às funções fisiológicas ligadas à 

preservação da saúde dos peixes frente a agentes estressores, os parâmetros de
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danos oxidativos e as enzimas antioxidantes possuem fundamental importância 

(ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2015; FORGATI et a l, 2017; PRZEPIURA 

et al., 2019; SOUZA et al., 2018)

Parihar e Dubey encontraram que o bagre indiano de água doce 

(Heteropneustes fossilis), exposto a um aumento de temperatura (de 25 para 37°C), 

apresentou aumentos significativos nos níveis de MDA em tecidos branquiais e 

bexiga natatória (PARIHAR; DUBEY, 1995). O sistema antioxidante é considerado 

como a primeira defesa da célula frente ao estresse oxidativo (CHENG et al., 

2018b). A função das enzimas antioxidantes é o de transformar os oxidantes em 

moléculas com menor reatividade (LUO et al., 2014).

Na linha de defesa antioxidante, a primeira enzima é a superóxido dismutase 

(SOD) (PAITAL; CHAINY, 2016), sendo a responsável pela redução em peróxido de 

hidrogênio do radical superóxido (CHENG et al., 2018a). A enzima catalase (CAT), 

na sequência, faz a degradação do peróxido de hidrogênio em oxigênio molecular e 

água (CHENG et al., 2018a), refletindo, dessa forma, no estado de saúde e na 

capacidade em resistir à oxidação (CHENG et al., 2018b). A conjugação de 

metabólitos é catalisada pela atuação da glutationa S-transferase (GST) pelo 

processo de biotransformação, deixando facilmente excretáveis os compostos 

tóxicos (MODESTO; MARTINEZ, 2010).

A redução em água do peróxido de hidrogênio (resultado da ação dos radicais 

livres) é catalisada pela glutationa peroxidase (GPx) (MASSARSKY; KOZAL; DI 

GIULIO, 2017; SATTIN et al., 2015), sendo a enzima responsável pela catalização à 

glutationa oxidada (GSSG) da oxidação de GSH, removendo, dessa forma, os 

peróxidos tóxicos formados em condições aeróbicas (MASSARSKY; KOZAL; DI 

GIULIO, 2017).
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Considera-se a glutationa reduzida (GSH) um antioxidante não 

enzimático(MODESTO; MARTINEZ, 2010), que age pela biotransformação na 

defesa da célula(MASSARSKY; KOZAL; DI GIULIO, 2017). Quando está na forma 

oxidada (GSSG), tem como característica duas moléculas de glutationa, interligadas 

por uma ligação de dissulfeto (NELSON; COX, 2014). Também é possível avaliar e 

usar a carbonilação de proteínas (PCO) e a lipoperoxidação (LPO) como formas de 

indicação de dano e estresse oxidativo (GOBI et al., 2018).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar parâmetros de estresse oxidativo no coração do peixe subtropical Astyanax 

lacustris submetido a estresse térmico de alta (31°C ±1) e baixa (15°C ±1) 

temperatura durante 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposição.

2.2 Objetivos específicos

- Investigar a atividade das enzimas de defesa antioxidante: catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase 

(GST), e glutationa redutase (GR) em A. lacustris, submetidos durante 2,6, 12, 24, 

48, 72 e 96 horas a alta (31°C) e baixa (15°C) temperaturas;

- Avaliar as alterações existentes nos marcadores de dano celular: lipoperoxidação 

(LPO) e glutationa reduzida (GSH) em A. lacustris, submetidos durante 2, 6, 12, 24, 

48, 72 e 96 horas a alta (31°C) e baixa (15°C) temperaturas;



26

- Comparar as respostas das defesas oxidantes no coração de A. lacustris 

submetidos a alta (31°C) e baixa (15°C) temperatura durante 2,6, 12, 24, 48, 72 e 96 

horas de exposição.

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Amostragem e aclimatação da espécie testada A. lacustris

Para a coleta, foi obtida licença ambiental junto ao Instituto Chico Mendes de 

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

experimentação animal, junto à Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor de 

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

1228).

Espécimes de A. lacustris (n= 280; comprimento 6,17 ± 0,87 cm e peso 9,15 ±

3,4 g) foram capturados por redes de pesca (tecido de multifilamento, malha de 12 

mm entre os nós) em lagos artificiais do Centro de Pesquisa e Extensão em 

Aquicultura Ildo Zago, situados no município de União da Vitória - PR 

(26°13'12.15"S; 51° 7'51.07"O) (26°13'12.2"S; 51°07'51.1"W). Na piscicultura, os 

peixes foram mantidos em lagos artificiais por aproximadamente 60 dias.

Após a coleta, os peixes foram levados para tanque de 830 litros, no qual 

permaneceram durante três dias (72 horas), em temperatura de 23 °C ± 1 °C 

(BUENO-KRAWCZYK et a l, 2015; LERMEN et a l, 2004), para aclimatação e 

recuperação do estresse da captura (FORGATI et al., 2017; PEREIRA-DA-SILVA; 

OLIVEIRA, 2017; SCHLEGER et al., 2022; SOUZA et al., 2018). A água utilizada 

para o abastecimento do tanque era de nascente própria, com vazão contínua de 4 

L/min com temperatura controlada de 23 °C ±0,5. Foi utilizado o fotoperíodo de
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aproximadamente 13:30 horas luz/10:30 horas escuro (BAGNYUKOVA et al., 2007; 

LIRA et al., 2018; NAVARRO et al., 2014).

Durante a aclimatação dos peixes, foram monitoradas as condições físico- 

químicas da água: oxigênio dissolvido (9,31 ± 2,17 mg/L), amônia tóxica (NH3) 

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

(75 ± 9 mg/L de CaCO3) e a ausência de cloro residual.

3.2 Delineamento experimental

Espécimes de A. lacustris, após aclimatação, foram separados

randomicamente e transferidos diretamente para aquários com água nas 

temperaturas de 15°C ±1°C (baixa temperatura) ou 31°C ±1°C (alta temperatura) 

(LERMEN et al., 2004). A densidade máxima foi de dez peixes por 50 litros de água 

ou 1,8 g de peixe/L de água (VIEIRA; CORREIA; MOREIRA, 2013). Cada grupo 

experimental estava dividido em dois aquários com cinco peixes, onde cada aquário 

é considerado uma réplica, ou seja, o meio experimental, cada peixe é considerado 

a unidade experimental e os biomarcadores são considerados as unidades 

observacionais (TINCANI et al., 2017). Os peixes foram mantidos nas temperaturas 

experimentais (15°C ou 31°C) durante 2, 6 , 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Para cada 

grupo experimental, havia o respectivo controle a 23°C ± 0,5°C.

Os aquários eram sistemas estáticos, limpos por sucção a cada 48h, com 

cerca de 50% da água renovada (experimentos acima de 24 horas de exposição), e 

originária de nascente própria. Foram instalados, previamente, nos aquários 

termostatos eletrônicos submersos (Aqua One, VigoAr e Atman, com potência de 

100W), para a regulação e controle da temperatura. Para a temperatura de 15°C, os
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espécimes foram alocados em aquários no interior de um refrigerador horizontal 

(Consul/530 L), com controlador digital de temperatura (TC-900E POWER/07).

Os espécimes foram alimentados diariamente com ração comercial para 

peixes (Supra® Aqua Line com teor de proteína de 42 %) em uma proporção de 1% 

do peso animal (LERMEN et al., 2004). Para todos os grupos, o primeiro dia de 

aclimatação foi o primeiro dia do fornecimento de alimentos e a última alimentação 

foi fornecida entre 22 e 24 horas antes da eutanásia (ROSSI; BACCHETTA; 

CAZENAVE, 2017). A. lacustris e outras espécies pertencentes do gênero esvaziam 

seu sistema gastrointestinal em um período de 24-48h, evitando interferências do 

estado nutricional nos resultados.

Ao final de cada experimento, os peixes foram anestesiados com 20 mg. L-1 

de benzocaína e eutanasiados por secção medular, sendo, imediatamente, 

dissecados e o miocárdio coletado e mantido em nitrogênio líquido, a temperatura de 

-196 °C. As amostras foram processadas no Laboratório de Biologia Adaptativa - 

Departamento de Biologia Celular - Setor de Ciências Biológicas - UFPR.

3.3 Procedimentos analíticos

Após pesagem, houve a homogeneização das amostras de miocárdio, em 

tampão Tris-HCl (50 mM, pH 7,4) utilizando-se um homogeneizador motorizado da 

marca Potter-Elvehjem. Em seguida as amostras foram centrifugadas a temperatura 

de 4°C a 12.000 g por um período de 20 minutos, obtendo-se, assim, os 

sobrenadantes.

A concentração de proteínas das amostras foi mensurada pelo método de 

Bradford, usando Coomassie Brilliant Blue G-250 e albumina de soro bovina (BSA) 

como padrão.
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Os níveis de marcadores e as atividades enzimáticas foram determinados por 

espectrofotometria feita na leitora de microplacas (EPOCH Microplate 

Spectrophotometer, Biotek, Winooski, VT, USA). A atividade enzimática foi expressa 

em unidade internacional, onde 01 U equivale a 01 ^mol de substrato convertido em 

produto por minuto.

3.3.1 Determinação da atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidante

A determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) 

ocorreu em sistema de reação com tampão carbonato de sódio (pH 10,2). A 

absorbância foi lida em 560 nm (CROUCH; GANDY; KINSEY, 1981). Determinou-se 

a atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) em reação com tampão Tris-HCl (pH 8,0), 

a 240 nm de leitura de absorbância (AEBI, 1984). A avaliação da atividade da 

glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) ocorreu em reação com tampão fosfato 

de potássio (pH 6,5) com 340 nm de leitura de absorbância (KEEN; HABIG; 

JAKOBY, 1976). A avaliação da atividade enzimática da glutationa peroxidade (GPx, 

EC 1.11.1.9) foi feita em sistema de reação com tampão fosfato de sódio (pH 7,0), 

empregando leitura de absorbância a 340 nm (WENDEL, 1981). Já a determinação 

da atividade enzimática da glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7) foi feita mediante 

sistema de reação com tampão fosfato de potássio (pH 7,6), cuja leitura de 

absorbância ocorreu a 340 nm (SIES et al., 1979). Maiores informações sobre as 

metodologias empregadas podem ser visualizadas na Tabela 1.



30

TABELA 1 - MÉTODOS UTILIZADOS NAS ANÁLISES ENZIMAS ANTIOXIDANTES
Enzima EC Método de 

observação
Abs Componentes do sistema de 

reação
Referência

SOD 1.15.1.1 Redução do 
NBT

560 Carbonato de sódio (pH 10,2) 91 
mM, EDTA 17.5 | jM, NBT 0,1 mM 
e cloreto de hidroxilamina 37 mM.

(CROUCH et al., 
1981)

CAT 1.11.1.6 Degradação do 
H2O2

240 Tris (pH 8,0) 50 mM e H2O2 30 
mM

(AEBI, 1984)

GST 2.5.1.18 Formação do 
tioéster GS- 

DNB

340 Fosfato de potássio (pH 6,5) 85,5 
mM, GSH 1,36 mM e CDNB 2,7 

Mm.

(KEEN; HABIG; 
JAKOBY, 1976)

GR 1.8.1.7 Oxidação do 
NADPH

340 Fosfato de potássio (pH 7,6) 100 
mM em EDTA 5mM, NADPH 0,5 

mM e GSSG mM.

(SIES et a l., 
1979)

Legenda: Para cada enzima é apresentado o EC (do inglês Enzyme Commission Numbers), o método 
de observação referente ao que é detectado durante a espectrofotometria, realizado em um 
determinado comprimento de onda definido pela absorbância (abs). Também são apresentados os 
componentes do sistema de reação e a referência utilizada como base para a metodologia da enzima. 
SOD -  superóxido dismutase, CAT -  catalase, GST -  glutationa S-transferase, GPx, glutationa 
peroxidase e GR -  glutationa redutase.

3.3.2 Determinação dos marcadores de danos oxidativos e da concentração de 

glutationa reduzida (GSH)

A determinação dos níveis tanto de glutationa reduzida (GSH) quanto de 

outros tióis ocorreu pela precipitação de proteínas e reação posterior de tióis não 

proteicos com o ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB), o que gerou um produto 

com 415 nm de leitura de absorbância (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A determinação 

da peroxidação lipídica (LPO) foi feita pela contagem dos produtos da peroxidação 

lipídica, empregando a leitura de absorbância a 535 nm pelo método de TBARS 

(substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) conforme se pode observar na tabela 2 

a seguir.

TABELA 2 - MÉTODOS UTILIZADOS NAS ANÁLISES DE DANOS CELULARES E GSH
Biomarcador Método de observação Abs (nm) Padrão Referência

LPO MDA reativo ao TBARS 535 MDA (FEDERICI et al., 2007)
GSH Tióis não protéicos reativo ao 

DTNB
415 GSH (SEDLAK; LINDSAY, 

1968)
Legenda: Para cada biomarcador é apresentado o método de observação referente ao que é 
detectado durante espectrofotometria, realizado em um determinado comprimento de onda definido 
pela absorbância (abs), o padrão utilizado como referência (traço - indica ausente), os componentes 
do sistema de reação e a referência utilizada como base para a metodologia do biomarcador. LPO -  
lipoperoxidação e GSH -  glutationa reduzida.
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3.3.3 Análises estatísticas

Os dados dos biomarcadores avaliados foram previamente transformados 

utilizando o sistema box-cox (BOX; COX, 1964), para atender os pressupostos da 

análise de variância (ANOVA), com a utilização do pacote MASS (RIPLEY et al., 

2021).

O teste de Levene foi o primeiro ao qual os dados foram submetidos, 

objetivando avaliar a homogeneidade das amostras, depois de verificada a 

distribuição normal dos dados pelo teste de normalidade ShapiroWilk. Uma análise 

de variância de dois fatores (ANOVA two-way) foi feita para avaliar o efeito das duas 

variáveis independentes, tempo de exposição (2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas) e 

temperatura (15°C, 23°C e 31°C), assim como a existência de qualquer relação entre 

elas e o biomarcador em questão, em relação a variável dependente. O pós-teste de 

Tukey foi realizado, a fim de comparar as médias e identificar como a variação 

ocorreu. Para isso, o nível de significância de 5% foi utilizado e os dados foram 

apresentados em média e erro padrão da média.

A abordagem do Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) foi 

aplicada para entender as relações entre os biomarcadores analisados (DEVIN et 

al., 2014). O cálculo foi realizado através da Interface CALculate IBR, desenvolvida 

pelo Laboratório Interdisciplinar para Ambientes Continentais da Universidade de 

Lorraine, na França (CALIBRI, [s.d.]). A plataforma considera o cálculo proposto por 

(BELIAEFF; BURGEOT, 2002) e revisitado por(DEVIN et al., 2014). Os gráficos 

radar foram obtidos através do pacote ggradar (BION, 2022).

A análise de componentes principais (PCA) foi realizada com os pacotes 

factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 2020) e FactoMineR (LÊ; JOSSE; HUSSON, 

2008) para investigar quais biomarcadores do estresse oxidativo foram importantes
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descritores das temperaturas analisadas (15 °C e 31 °C). Para verificar se houve 

diferença nas respostas dos biomarcadores entre as temperaturas foi utilizada a 

análise multivariada da variância (MANOVA) com o teste de Pillai (p < 0,05). A 

diferença entre os grupos foi investigada a partir do teste post hoc de Tukey (p < 

0,05).

4. RESULTADOS

Ao longo do experimento foram observadas 9 mortes (3,9 %) nos peixes, 

ocorridas nos grupos controles (7 peixes) e tratamento à 15 °C (2 peixes). Observou- 

se que os peixes mantidos à 15 °C apresentaram baixa atividade natatória e pouca 

ingestão de alimentos, enquanto os peixes à 31 °C apresentaram maior atividade 

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

totalmente.

4.1. Efeito do choque térmico de alta e baixa temperatura sobre o miocárdio de A. 

lacustris

A exposição de A. lacustris à temperatura de 31 °C, promoveu modificações 

na atividade das enzimas do sistema antioxidante. Foi observado um aumento da 

enzima SOD no tempo de 12 horas (p= 0,0114) e uma redução no tempo de 72 

horas (p= 0,0237) (FIGURA 3A). Para a enzima GPx na temperatura de 31°C 

observou-se uma diminuição em sua atividade no tempo de 12 horas (p= 0,0025) e 

um aumento no tempo de 96 horas (p= 0,0023) (FIGURA 3D). Adicionalmente para o 

marcador GSH foi encontrado redução e posteriormente um aumento da 

concentração nos tempos de 6 horas (p= 0,0134) e 96 horas (p= 0,0040) 

respectivamente (FIGURA 3F). Os marcadores CAT, GST, GR e LPO não
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apresentaram alterações na temperatura de 31°C quando comparados com a 

temperatura controle de 23°C (FIGURA 3A).
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FIGURA 4 - ATIVIDADE DE ENZIMAS RELACIONADAS AO ESTRESSE OXIDATIVO APÓS EXPOSIÇÃO AO CHOQUE TÉRMICO DE ALTA
TEMPERATURA

Time (hours) Time (hours) Time (hours)

LEGENDA: Atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em miocárdio de Astyanax lacustris após 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposição ao 
choque térmico de alta temperatura (31°C). a- superóxido dismutase (SOD), b- catalase (CAT), c- glutationa S-transferase (GST), d- glutationa peroxidase 
(GPx), e- glutationa redutase (GR), f- glutationa reduzida (GSH) e g- lipoperoxidação (LPO). Os asteriscos indicam diferenças significativas entre os 
tratamentos, já as letras minúsculas indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição (p < 0,05). FONTE: o autor
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Considerando a temperatura de 15°C, foram observadas alterações no 

miocárdio de A. lacustris alterações nos marcadores GPx e GSH. Para GPx, houve 

um aumento nos tempos de 48 (p= 0,0329) e 96 horas (p= 0,0454) e uma redução 

em 72 horas (p= 0,0024) (FIGURA 4D). Já a GSH esteve aumentada no tempo de 2 

horas (p= 0,0005) (FIGURA 4F). Os marcadores CAT, SOD, GST, GR e LPO não 

apresentaram alterações na temperatura de 15°C quando comparados com a 

temperatura controle de 23°C (FIGURA 4).
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FIGURA 5 - ATIVIDADE DE ENZIMAS RELACIONADAS AO ESTRESSE OXIDATIVO APOS EXPOSIÇÃO AO CHOQUE TÉRMICO DE BAIXA
TEMPERATURA

2 6 12 24 48 72 96 2 6 12 24 48 72 96 2 6 12 24 48 72 96
Time (hours) Time (hours) Time (hours)

LEGENDA: Atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em miocárdio de Astyanax lacustris após 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposição ao 
choque térmico de baixa temperatura (15°C). a- superóxido dismutase (SOD), b- catalase (CAT), c- glutationa S-transferase (GST), d- glutationa peroxidase 
(GPx), e- glutationa redutase (GR), f- glutationa reduzida (GSH) e g- lipoperoxidação (LPO). Os asteriscos indicam diferenças significativas entre os 
tratamentos, já as letras minúsculas indicam diferenças significativas entre os tempos de exposição (p < 0,05). Fonte: o autor.
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4.2. Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) para o choque térmico 

de alta e baixa temperatura no miocárdio de A. lacustris

Foram construídos starplots relacionando os diferentes marcadores de 

estresse oxidativo no miocárdio de A. lacustris nas duas temperaturas avaliadas 

31°C e 15°C conforme estão apresentados nas FIGURAS 5 e 6 respectivamente.

Para a temperatura de 31°C os marcadores mais responsivas de acordo com 

o tempo avaliado foram: LPO, SOD, CAT, GST, GPx e GR no período de 2 horas; 

CAT, GST, GPx e GR em 6 horas; SOD, CAT, GST em 12 horas; CAT e GPx em 24 

horas; CAT, GST, GPx; GR e GSH em 48 horas; GPx e GSH EM 72 horas e LPO, 

SOD, CAT, GST, GPx, GR e GSH em 96 horas (FIGURA 5).
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FIGURA 6 - VALORES DO INDICE INTEGRADO DE RESPOSTAS DE BIOMARCADORES (IBR) APOS EXPOSIÇÃO AO CHOQUE TÉRMICO DE ALTA
TEMPERATURA

LEGENDA: Valores do Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) do miocárdio de Astyanax lacustris após 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de 
exposição ao choque térmico de alta temperatura (31°C). SOD- superóxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa 
peroxidase, GR- glutationa redutase, GSH- glutationa reduzida e LPO- lipoperoxidação. Fonte: o autor.
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Para a temperatura de 15°C os marcadores mais responsivas foram: GPx e GSH em 

2 horas; LPO, SOD, GPx e GSH em 6 horas; LPO, SOD, GPx em 12 horas; SOD, 

CAT e GST em 24 horas; SOD, CAT, GST, GPx, GR e GSH em 48 horas; SOD, CAT, 

GST em 72 horas e GST, GPx e GR em 96 horas (FIGURA 6).
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FIGURA 7 - VALORES DO INDICE INTEGRADO DE RESPOSTAS DE BIOMARCADORES (IBR) APOS EXPOSIÇÃO AO CHOQUE TÉRMICO DE BAIXA
TEMPERATURA

LEGENDA: Valores do Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) do miocárdio de Astyanax lacustris após 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de 
exposição ao choque térmico de alta temperatura (15°C). SOD- superóxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa 
peroxidase, GR- glutationa redutase, GSH- glutationa reduzida e LPO- lipoperoxidação. Fonte: o autor.
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4. 3. Respostas dos biomarcadores de estresse oxidativo entre temperaturas no 

miocárdio de A. lacustris

A PCA de 41,8% apresentada na FIGURA 7 sumariza os níveis de diferentes 

enzimas do estresse oxidativo nas temperaturas estudadas, 15 °C e 31 °C. O eixo x 

representa 25,71% e o eixo y 16,09% da variação dos dados. Os marcadores LPO, 

SOD, GSH e GR estão mais associados a temperatura de 15 °C e as enzimas GST, 

CAT e GPx estão associados a alta temperatura (31 °C).

A MANOVA com teste de Pillai mostrou-se estatisticamente significante 

(p<0,001), bem como a ANOVA univariada para GST (p= 0,0422) e GSH (p<0,001), 

no entanto, os demais marcadores avaliados não apresentaram diferentes respostas 

entre as temperaturas de 15 °C e 31°C. A LPO apresentou correlação de Spearman 

positiva para GSH (R= 0,21, p= 0,0381) em alta temperatura (31 °C) e para SOD (R= 

0,24, p= 0,0095) em baixa temperatura (15 °C).
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FIGURA 8 - BIPLOT DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) PARA AS TEMPERATURAS DE 31 °C E 15 °C

LEGENDA: Biplot da análise de componentes principais (PCA) de marcadores do estresse oxidativo do miocárdio de Astyanax lacustris para as temperaturas 
de 31 °C e 15 °C. SOD- superóxido dismutase, CAT- catalase, GST- glutationa S-transferase, GPx- glutationa peroxidase, GR- glutationa redutase, GSH- 
glutationa reduzida e LPO- lipoperoxidação. Fonte: o autor.
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5. DISCUSSÃO

As mudanças na temperatura ambiental têm impactos significativos na 

fisiologia dos peixes ectotérmicos, influenciando aspectos como consumo de 

alimentos, sobrevivência, crescimento, reprodução, comportamento e 

distribuição(ISLAM; KUNZMANN; SLATER, 2022). Estudos relatam casos de 

mortalidade em massa de peixes durante extremos de inverno e verão, afetando a 

homeostase fisiológica, regulação osmótica e iônica (MADEIRA; VINAGRE; DINIZ, 

2016; SHIN et al., 2018).

Neste trabalho a taxa de mortalidade observada durante os bioensaios foi de 

3,9%, índice considerado baixo para condições experimentais(ALMEIDA; GRAVATO; 

GUILHERMINO, 2015). Provavelmente as mortes ocorreram por influência de 

fatores fisiológicos individuais, uma vez os fatores abióticos intrínsecos do 

experimento (O2 dissolvido, amônia e pH), foram testados e estavam adequados 

durante todo o experimento. Além disso, ao longo dos tempos de exposição, foram 

observadas algumas alterações significativas nos marcadores utilizados neste 

estudo, no entanto acredita-se que o ciclo circadiano possa ter influenciado tais 

mudanças (BALASCH; TORT, 2019). O sistema circadiano nos organismos é 

responsável pela organização temporal de processos fisiológicos, como a regulação 

hormonal de melatonina e cortisol, por exemplo (ISORNA et al., 2017). A melatonina, 

além de estar envolvida em processos de sono e vigília, é capaz de neutralizar 

radicais livres e induzir o aumento na atividade de enzimas antioxidantes, como 

GPx, SOD e CAT (PROKKOLA; NIKINMAA, 2018; SÁNCHEZ-VÁZQUEZ et al., 

2019).
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A escassez de conhecimento sobre a fisiologia cardíaca de peixes impede 

generalizações sobre o efeito da temperatura nesse sistema. Grande parte da 

literatura abrange os efeitos toxicológicos (KOCALAR; CANLI; CANLI, 2023; YANG; 

LIM; SONG, 2020) sobre as defesas antioxidantes dos organismos, no entanto 

alguns estudos com peixes mostraram que a temperatura também pode causar 

alterações no sistema de defesa antioxidante em diversos tecidos (CARNEY 

ALMROTH et a l, 2015; MACHADO et a l, 2014; MUELLER et a l, 2012; SOUZA et 

al., 2018). Nesse contexto, os resultados encontrados neste trabalho para as 

temperaturas testadas (15°C e 31°C), mostraram que no coração de A. lacustris 

houve alterações no sistema de defesa antioxidante frente a estresse térmico.

A SOD é uma metaloenzima responsável pela decomposição de radicais 

superóxido em O2 e H2O2, sendo este último decomposto em O2 e H2O pela CAT; 

estas duas enzimas são fundamentais na neutralização de EROs (VASCONCELOS 

et al., 2007). Considerando esta primeira linha de defesa antioxidante, no coração de 

A. lacustris, apenas a SOD teve sua atividade aumentada em resposta ao estresse 

térmico de alta temperatura (31°C), sendo que em 12 horas o aumento na atividade 

da enzima sugere que foi necessária uma maior neutralização de íons superóxido. 

Era esperada uma resposta simultânea e semelhante da CAT, para a decomposição 

dos H2O2 resultantes da ação da SOD, no entanto isto não foi observado. Pesquisas 

sobre a atividade da CAT em resposta ao estresse térmico em diversos órgãos de 

peixes antárticos e subtropicais também documentaram a falta de alterações na 

atividade dessa enzima (MUELLER et al., 2012; RATKO et al., 2022; SOUZA et al., 

2018). Esses resultados sugerem a possibilidade de que outros sistemas de defesa 

antioxidante possam estar desempenhando um papel na neutralização de peróxidos.
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Outra enzima capaz de neutralizar os peróxidos de hidrogênio é a GPx, mas 

em 12 horas (31°C) a resposta apresentada foi de redução na sua atividade, 

indicando assim maior susceptibilidade dos miócitos aos danos causada pelo H2O2. 

Já em 72 horas (31°C) as únicas modulações observadas foram a diminuição da 

SOD em 31°C e da GPx em 15°C. Estas respostas somadas à ausência de 

lipoperoxidação em ambas as temperaturas, pode demonstrar que os componentes 

basais do sistema de defesa antioxidante no tecido cardíaco de A. lacustris, são 

eficientes em eliminar peróxidos de hidrogênio durante a exposição à 31 °C e a 15°C, 

evitando assim danos às estruturas celulares. Além disso, Schleger et al. (2022) 

também não encontraram alterações na lipoperoxidação no fígado de A. lacustris a 

31°C. Essas constatações sugerem uma robustez na capacidade antioxidante 

desses organismos, mesmo diante de condições de aumento de temperatura.

As enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT e GPx, são reconhecidas por 

serem enzimas induzíveis em peixes, e suas atividades normalmente aumentam em 

resposta ao estresse oxidativo leve, atuando como uma resposta compensatória 

(JOY et al., 2017; NAKANO et al., 2014). Esse padrão é observado no cérebro e no 

coração de Carassius auratus (goldfish, peixes dourados) expostos ao Ni2+, uma vez 

que ambas as enzimas demonstram atividades aprimoradas em circunstâncias 

específicas (KUBRAK et al., 2014). Mas no coração de peixes, especificamente, não 

é comum se observar variações na atividade de SOD com o aumento da 

temperatura (SOUZA et al., 2018).

GST e GR também são importantes enzimas antioxidantes que estão 

presentes em peixes. No entanto, para um funcionamento eficiente sob condições 

de estresse, a GST necessita de glutationa. A demanda por glutationa é 

predominantemente atendida pela GR, pois a redução da glutationa pela GR é
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menos dispendiosa energeticamente do que a síntese de novo (KUBRAK et al., 

2014). A redução da atividade de GR foi observada no coração de peixes-dourados 

em um modelo de intoxicação por Ni2+ (KUBRAK et al., 2014). No entanto, nesta 

investigação não foram encontradas alterações nas atividades enzimáticas de GR e 

níveis de GSH . Outro componente fundamental para o sistema de defesa 

antioxidante é a GSH, utilizada como substrato para conversão de composto 

eletrofílicos em condições fisiológicas pela GPx e GST. E os níveis citosólicos deste 

tiol não proteico, são dependentes de sua síntese ou da redução de glutationa 

oxidada (GSSG) pela enzima GR. Para manter a homeostase os níveis de GSH 

normalmente se encontram maiores que os de GSSG (DEPONTE, 2013). Neste 

estudo, entre estas enzimas, o estresse térmico foi capaz de alterar apenas a 

atividade da GPx e os níveis de GSH, sendo que em 31°C ambos os marcadores 

foram modulados positivamente em 96 horas, demonstrando um aumento na 

demanda por defesas antioxidantes a fim de evitar danos em componentes 

celulares. Já em 15°C houve modulações da GPx a partir de 48 horas e uma 

alteração isolada de GSH em 2 horas.

As respostas encontradas neste trabalho para os marcadores utilizados, 

corroboram o que vários estudos têm demonstrado; as respostas do sistema de 

defesa antioxidante ao estresse térmico são específicas em relação ao órgão, 

espécie, temperatura e tempo de duração (SCHLEGER et al., 2022, 2024). A 

FIGURA 8 esquematiza resumidamente, em forma de linha do tempo as alterações 

encontradas nas enzimas relacionadas ao estresse oxidativo no coração de A. 

lacustris.
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FIGURA 9 - LINHA DO TEMPO DAS ALTERAÇÕES ENCONTRADAS NAS ENZIMAS 
RELACIONADAS AO ESTRESSE OXIDATIVO EM Astyanax lacustris

LEGENDA: Linha do tempo das alterações encontradas nas enzimas relacionadas ao estresse 
oxidativo em A. lacustres submetidos a alta (31°C) e baixa (15°C) temperatura. As setas vermelhas e 
azuis indicam redução e aumento das atividades enzimáticas, respectivamente. GPx - glutationa 
peroxidase; SOD - superóxido dismutase; GSH - glutationa. h -  Horas. Fonte: o autor

Vale ressaltar que mesmo em A. lacustris, diversas respostas foram 

apresentadas por outros órgãos expostos ao estresse térmico. Por exemplo, no 

fígado em 31°C houve o aumento de CAT, GST e GSH após 72 horas indicando que 

o sistema de defesa antioxidante foi capaz de responder a um possível aumento na 

formação de EROs causada pelo estresse térmico de alta temperatura (SCHLEGER 

et al., 2022). No músculo de A. lacustris a 15 °C, houve um aumento na atividade de 

GR e um aumento nos níveis de proteínas carboniladas, indicando a ocorrência de 

estresse oxidativo, enquanto em altas temperaturas houve um aumento pontual de 

GR em 24 horas de exposição (PEREIRA et al., 2023). Já no cérebro do referido 

peixe a 31°C, as enzimas mais responsivas foram GPx, G6PDH e GSH(RATKO et 

al., 2022). Interessante que o resultado encontrado para GPx no cérebro foi similar 

ao encontrado neste estudo, onde GPx esteve reduzida em 12 horas e aumentada 

em 96 horas na temperatura de 31°C, houve também ausência de lipoperoxdação. 

Esses resultados corroboram a evidência que A. lacustris possui um sistema
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eficiente de defesa antioxidante com a capacidade de se aclimatar às temperaturas 

testadas (RATKO et al., 2022). Além disso, em A. lacustris, o órgão que foi mais 

responsivo em relação ao sistema de defesa antioxidante foram as brânquias 

(SCHLEGER et al., 2024), corroborando outros estudos que analisaram diversos 

órgãos do mesmo animal (RESENDE et al., 2022).

A ausência de alterações observadas neste estudo no coração de A. lacustris, 

comparado aos outros órgãos, pode demonstrar maior capacidade antioxidante 

deste tecido em relação aos outros tecidos uma vez que o impacto do estresse 

térmico no coração não se limita apenas à demanda crescente por oxigênio; ele 

também tem implicações significativas no funcionamento desse órgão, que é 

considerado o mais suscetível a variações de temperatura (SOUZA et al., 2018). 

Alguns estudos têm relacionado as respostas antioxidantes às modulações de 

proteínas de choque térmico (HSPs). As HSPs atuariam como sensores de 

alterações redox nas células, e ativariam enzimas como a SOD, CAT e outras 

peroxidadeses, além de estimular processos que mantém a integridade das 

membranas mitocondriais (MADEIRA et al., 2013). Inclusive os níveis constitutivos 

de HSP70, aumentariam antecipadamente nos tecidos em preparação ao estresse 

térmico (VINAGRE et al., 2021).Ainda para altas temperaturas (31°C) os valores de 

IBR do coração de A. lacustris mostraram maior mobilização de enzimas do sistema 

antioxidante nos períodos de 2, 48 e 96 horas, havendo também uma correlação 

positiva entre LPO e GSH nessa temperatura.

Outro ponto a ser considerado ao analisarmos o conjunto de respostas (SOD, 

CAT, GPX e LPO), principalmente em relação à possível susceptibilidade do coração 

em 12 horas a 31°C, é que vários autores sugerem que os níveis de peróxidos 

lipídicos podem atuar como moléculas sinalizadoras que iniciariam respostas de
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HSPs e outros mecanismos celulares a fim de ajustar a extensão da termo- 

sensibilidade celular (LIU et al., 2020; MADEIRA et al., 2021). Este mecanismo seria 

possível quando o estresse oxidativo permanece abaixo do nível limite de causar 

danos celulares, ou quando o animal é mais resiste à lipoperoxidação (MUNRO; 

BLIER, 2012) e neste caso um processo de aclimatação é induzido a fim de alcançar 

a homeostase fisiológica. É um processo temporário e pode durar até 3 semanas 

(MADEIRA et al., 2021).

Como uma resposta clássica ao estresse térmico é esperado que diversos 

tecidos de peixes aumentem os níveis de suas defesas antioxidantes 

(DISSANAYAKE et al., 2011; (DIAS et al., 2019; FONSECA et al., 2011; MADEIRA et 

al., 2013; VINAGRE et al., 2012). No entanto, espécies que ocupam nichos térmicos 

diferentes irão apresentar picos distintos de biomarcadores ao longo do processo de 

aclimatação (MADEIRA et al., 2013). Peixes marinhos que vivem em ambientes 

rochosos, por exemplo, estão expostos a poças de água criadas nos habitats entre 

marés, nas quais, durante o verão a temperatura alcança altos níveis (MADEIRA et 

al., 2017). Em condições naturais, as temperaturas da água no rio Iguaçu variam 

entre 15,5 °C a 28,8°C (NARDELLI et al., 2016). Em ambientes aquáticos a 

diminuição da temperatura da água está ligada a variações rápidas no calor solar, à 

renovação da água em lagoas e reservatórios, à mudanças sazonais e à eventos 

climáticos. Essas baixas temperaturas têm o potencial de causar estresse e 

comprometer fisiologicamente os organismos (DONALDSON et al., 2008; PANASE; 

SAENPHET; SAENPHET, 2018). No entanto, no presente estudo o coração de A. 

lacustris mostrou-se tolerante também ao estresse térmico de baixas temperaturas 

(15°C).
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Processo semelhante é visualizado em humanos nas cirurgias cardíacas. A 

utilização de baixas temperaturas, conhecida como hipotermia, durante esse tipo de 

cirurgia oferece um benefício protetor significativo para o coração. Essa abordagem 

visa diminuir o metabolismo do músculo cardíaco, proporcionando uma redução na 

demanda de oxigênio e, consequentemente, minimizando os danos causados pela 

isquemia durante procedimentos cirúrgicos. A hipotermia facilita intervenções 

delicadas com menor risco de lesões ao tecido cardíaco. Essa técnica tem sido uma 

ferramenta valiosa para garantir a segurança e o sucesso de cirurgias cardíacas, 

contribuindo para a preservação da função cardíaca e a recuperação bem-sucedida 

dos pacientes (BAIKOUSSIS et al., 2015).

É comum utilizar uma bateria de biomarcadores para avaliar efeitos da 

exposição a alguma condição nociva na resposta ao estresse. Considerando a 

dificuldade de unir os dados em uma única análise, Beliaeff e Burgeot 

(2002)propuseram o Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR do 

inglês - Integrated Biomarker Response). O índice IBR já foi estudado em análises 

com diversos biomarcadores para investigar a influência de vários componentes, 

como poluição ambiental, contaminação, concentração de metais, temperatura, 

acidificação, entre outros fatores, ao comparar diferentes locais (BAAG; 

MAHAPATRA; MANDAL, 2021; DAMIENS et al., 2007; KAMEL et al., 2014; WANG 

et al., 2011). Por exemplo, Vieira et al. (2014) examinaram A. lacustris em diferentes 

ambientes quanto à sua suscetibilidade à contaminação por pesticidas. O índice 

serviu como uma ferramenta crucial, correlacionando positivamente os valores do 

IBR com o grau de interferência humana nessas áreas (VIEIRA et al., 2014). 

Também foi eficaz para avaliar respostas ao comparar temperaturas em vez de 

locais (DIAS et al., 2020; MADEIRA et al., 2018; MAULVAULT et al., 2019). Madeira
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et al. (2016) observaram que o tempo de exposição mais responsivo (como um 

aumento significativo nos níveis de biomarcadores) foi de 7 dias sob alta 

temperatura. Isso foi respaldado pelos resultados do índice IBR, que apresentou 

valores mais altos sob alta temperatura em comparação com o grupo de controle 

(MADEIRA et al., 2016).

Com base nessas informações, neste estudo, propôs-se o uso do IBR para 

examinar as variações nos biomarcadores, através da comparação de temperaturas. 

Os valores do IBR foram analisados quanto à sua associação com variações 

individuais em enzimas, alinhando-se com a tendência metabólica de cada via 

observada. Os resultados do IBR corroboraram com diversas alterações nos 

biomarcadores avaliados neste estudo como, por exemplo, o aumento de GPx e 

GSH a 31°C no tempo 96 horas e os aumento e redução de GPx a 15°C nos tempos 

48 e 72 horas, respectivamente. Adicionalmente, os gráficos de radar com dados 

intermediários do índice IBR revelaram-se uma maneira interessante de apresentar 

os resultados, onde a área representa o valor do índice IBR, esclarecendo como a 

via metabólica se comporta em cada período de exposição.

Neste estudo, a análise de PCA não conseguiu agrupar eficientemente as 

temperaturas alta e baixa para tirar conclusões sobre diferentes tratamentos, 

destacando a importância do IBR nesse contexto, ampliando a sensibilidade nas 

comparações considerando um conjunto de biomarcadores.

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Esse estudo avaliou temporalmente o sistema de defesa antioxidante de A. 

lacustris sob choque térmico de 31 °C e 15 °C. Os resultados indicam que esse 

sistema é eficiente com predominância no aumento de SOD (12 horas) e GPx e
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também de GSH (96 horas) na temperatura de 31°C. Com relação ao estresse 

térmico na temperatura de 15°C a GSH (2 horas) e GPx (48, 72 e 96 horas) foram 

predominantes.

As poucas alterações nos componentes de defesas antioxidantes, 

combinadas à ausência de lipoperoxidação demonstrou que o coração foi capaz de 

superar os desafios impostos pelo estresse térmico de alta e baixa temperatura nos 

tempos propostos neste estudo. Se o estresse perdurar, talvez o sistema entre em 

falência.

Além disso, os gráficos de radar e os valores do IBR mostraram-se aliados na 

análise de biomarcadores. Os resultados do IBR, em sua maioria, corroboram 

aqueles obtidos por meio da ANOVA para cada uma das enzimas individualmente. 

Assim, essa análise possibilitou a visualização das diferenças entre as temperaturas 

para vários biomarcadores simultaneamente, aprimorando a comparação entre as 

situações experimentais na avaliação do estresse oxidativo no miocárdio de A. 

lacustris, uma vez que as informações relativas a esse órgão em peixes só estão 

disponíveis para peixes antárticos de sangue branco.
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