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RESUMO

Organismos aquaticos, em especial que habitam rios e pequenos afluentes de
aguas, estdo mais expostos a variagdes térmicas se comparados a grandes porgdes
hidrograficas, afetando mais facilmente a ictinofauna presente. Como organismos
ectotérmicos, a temperatura € o principal fator abidtico que interfere no
desenvolvimento de peixes, e mudangcas que extrapolam a faixa de temperatura
adequada a espécie levam a uma condicdo de estresse térmico implicando
mudancgas no equilibrio de suas atividades bioquimicas, moleculares e fisiologicas.
Neste contexto, o estresse térmico sofrido por peixes e sua consequente perda da
homeostase, tem repercussdo desde a capacidade de ingestdo de alimentos até os
processos digestivos, a eficiéncia na absor¢do de nutrientes e ao estoque do
excedente de energia. Com o objetivo de avaliar como uma condicédo de choque
térmico agudo em alta temperatura afeta o metabolismo de carboidratos e proteinas
em Astyanax lacustris, o presente trabalho fez uso de método espectrofotométrico
para inferir a atividade enzimatica de 8 biomarcadores (hexoquinase, lactato
desidrogenase, malato desidrogenase, glicose-6-fosfato desidrogenase, citrato
sintase, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, glutamato
desidrogenase) do metabolismo energético, amostrados no encéfalo, figado,
musculo e branquias desse peixe, em 5 tempos de exposigcado ao estresse térmico
(2,6, 12, 24 e 48 horas). O Encéfalo apresentou um aumento da atividade
enzimatica em todos os biomarcadores analisados, com exce¢cao de alanina
aminotransferase, em um primeiro momento. O 6rgdo que teve maior prejuizo em
sua atividade metabdlica em relagdo aos respectivos controles foram as branquias,
possivelmente por estar mais exposta ao meio externo e a desnaturalizagao
proteica. Enzimas como lactato desidrogenase e glutamato desidrogenase
apresentaram aumento em sua atividade em todos os tempos analisados no figado
quando comparadas aos seus controles em temperatura de aclimatagdo. Dentre as
inumeras metodologias de inferéncia da atividade enzimatica as baseadas em
espectrofotometria sdo amplamente utilizadas. Baseado nisso este trabalho propés
uma metodologia de otimizagdo do calculo da atividade enzimatica de dados
provenientes da leitura de microplacas pelo espectrofotémetro, baseado na selegéo
do grupo ¢6timo de leituras respeitando as restricbes metodoldgicas da literatura
através do use de sliding window. Foi encontrado diferengas significativas entre o
algoritmo proposto e os calculos manuais para determinagdo da porc¢ao linear da
curva de absorbancia, no slope resultante e consequentemente na atividade
enzimatica para as amostras analisadas.

Palavras-chave: Choque térmico; Carboidratos; Analise Multivariada; Otimizacéo;
Espectrofotdmetro; Sliding window.



ABSTRACT

Aquatic organisms, particularly those inhabiting rivers and small water
tributaries, are more exposed to thermal fluctuations compared to those in larger
hydrographic systems, which more readily affects the local ichthyofauna. As
ectothermic organisms, temperature is the main abiotic factor influencing fish
development, and deviations beyond the optimal thermal range for a given species
result in thermal stress, leading to disturbances in the balance of their biochemical,
molecular, and physiological processes. In this context, thermal stress experienced
by fish and the consequent loss of homeostasis can impact a wide range of biological
functions, from food intake and digestion to nutrient absorption efficiency and energy
storage. With the aim of evaluating how acute high-temperature thermal shock
affects carbohydrate and protein metabolism in Astyanax lacustris, this study
employed a spectrophotometric method to infer the enzymatic activity of eight
biomarkers (hexokinase, lactate dehydrogenase, malate dehydrogenase, glucose-6-
phosphate dehydrogenase, citrate synthase, aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase, and glutamate dehydrogenase) related to energy metabolism.
These were assessed in the brain, liver, muscle, and gills of the fish at five different
thermal stress exposure durations (2, 6, 12, 24, and 48 hours). The brain exhibited
increased enzymatic activity across all analyzed biomarkers, except for alanine
aminotransferase, at the initial stages. The gills showed the most significant
impairment in metabolic activity compared to the respective control groups, likely due
to their greater exposure to the external environment and consequent protein
denaturation. Enzymes such as lactate dehydrogenase and glutamate
dehydrogenase exhibited increased activity at all time points in the liver when
compared to the control groups maintained at acclimation temperature. Among the
various methods for inferring enzymatic activity, spectrophotometric approaches are
widely used. Based on this, the present study proposed an optimization methodology
for calculating enzymatic activity from microplate readings obtained via
spectrophotometry. This method was based on the selection of the optimal set of
readings, adhering to methodological constraints reported in the literature, through
the use of a sliding window approach. Significant differences were observed between
the proposed algorithm and manual calculations in determining the linear portion of
the absorbance curve, the resulting slope, and consequently the enzymatic activity of
the analyzed samples.

Keywords: Thermal shock; Carbohydrates; Multivariate analysis; Optimization;
Spectrophotometry; Sliding window.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A metabolizacdo de compostos para obten¢do de energia € um processo
fundamental para a sobrevivéncia e adaptagdo dos organismos vivos, sendo
regulado por uma complexa rede de vias bioquimicas que envolvem carboidratos,
lipidios e proteinas. Para os peixes, que estdo imersos em um ambiente aguoso com
caracteristicas proprias de condugédo de energia, esse processo € particularmente
sensivel a variagbes ambientais, como mudan¢as de temperatura, que podem
alterar a homeostase e induzir respostas fisiolégicas e bioquimicas significativas
(ALBERTS et al., 2017; RANNESTAD & VOLKOFF, 2020). A compreensao dessas
respostas metabdlicas € essencial para elucidar como 0s organismos aquaticos se
adaptam a condigbes adversas, como o estresse térmico, que pode acelerar o
catabolismo de carboidratos e proteinas, alterando a atividade enzimatica e a
disponibilidade de energia (SOMERO, 2010; IBARZ et al., 2010; HUANG et al.,
2018).

O estudo de biomarcadores que possam nos indicar a dinAmica das
alteracbes metabdlicas nos possibilita ter uma ferramenta para entender como as
alteragbes ambientais, em especial as alteragées térmicas, tem influéncia na
fisiologia e bioquimica destes organismos. Dentre os biomarcadores conhecidos, a
inferéncia da atividade enzimatica surge como uma ferramenta interessante para
avaliar as alterac6es metabdlicas em diferentes tecidos e 6rgéos, visto que fazem
parte direta das reagbes metabdlicas envolvidas. Métodos espectrofotométricos tém
sido amplamente utilizados para medir a atividade enzimatica devido a sua
simplicidade, sensibilidade e capacidade de fornecer dados quantitativos precisos
(BERGMEYER, 1974; WHITAKER, 1994). Estes métodos baseiam-se na Lei de
Beer-Lambert, que estabelece uma relagdo linear entre a absorbancia de uma
solucéo e a concentracédo do analito, permitindo a determinacgéo indireta da atividade
enzimatica por meio da taxa de formagido do produto ou consumo do substrato
(WARBURG & CHRISTIAN, 1942).

No entanto, a precisdo dos resultados espectrofotométricos depende da
selecdo adequada de pontos consecutivos que representem a por¢do linear da curva
de absorbancia, garantindo que a velocidade inicial da reagdo seja calculada com
exatiddo. Tradicionalmente, essa selegdo é feita manualmente, mas o avango de
técnicas automatizadas, como o uso de algoritmos para analise de dados, tem
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otimizado esse processo, especialmente em ensaios de alta produtividade
realizados em microplacas (DUGGLEBY, 1995). A otimizagdo do calculo da
atividade enzimatica &, portanto, essencial para aumentar a confiabilidade e a
eficiéncia dos ensaios bioquimicos.

Neste trabalho, buscamos explorar duas vertentes complementares: (1) a
avaliagdo das alteragdes no metabolismo de carboidratos e proteinas, do peixe
dulcicola Astyanax lacustris em resposta ao estresse térmico, utilizando a inferéncia
da atividlade enzimatica de biomarcadores do metabolismo energético por
espectrofotometria; e (2) a otimizacido do calculo da atividade enzimatica por meio
da selegao do melhor subconjunto de pontos consecutivos que atendam aos critérios
de linearidade e intervalo de tempo adequado utilizando sliding window. Ao integrar
essas abordagens, esperamos contribuir para o avango do conhecimento sobre as
respostas metabdlicas de peixes a mudangcas ambientais e para o refinamento de
metodologias bioquimicas aplicadas a pesquisa em biologia molecular e ecologia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O AUMENTO DA TEMPERATURA E A TAXA DE REAGOES METABOLICAS

A temperatura pode ser descrita como a medida da energia cinética média
das particulas de um corpo ou sistema, indicando seu estado térmico. Quando dois
corpos com diferentes temperaturas entram em contato, o calor flui do corpo mais
quente para o corpo mais frio até que ambos atinjam ¢ equilibrio térmico (BEJAN,
2019; SULLIVAN & SPENCER, 2022; TASAKI, 2024).

Neste contexto, quando ocorre o0 aumento da temperatura do ambiente em
relacdo a um organismo, significa que a energia térmica média das particulas no
ambiente esta mais alta do que a desse corpo, e essa energia térmica é transferida
a ele buscando um equilibrio do sistema (TASAKI, 2024).

Em organismos endotérmicos, como nés humanos, existem mecanismos
adaptativos para manter uma temperatura corporal constante mesmo com as
transferéncias de calor, envolvendo varios processos fisiolégicos e comportamentais
que visam regular o balango de calor no organismo. Para os peixes, em especial os
ectotérmicos, sua temperatura corporal varia de acordo com o ambiente externo,
ndo conseguindo regular de forma eficiente a temperatura interna através de
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processos fisiologicos de forma independente do meio externo. (SAEZ-ARTEAGA et
al., 2024).

O calor recebido pelo organismo proveniente do meio externo néo representa
diretamente uma energia livre, isto &, ndo esta disponivel para realizar trabalho.
Entretanto, o acréscimo da temperatura aumenta a energia cinética das moléculas, o
que, por sua vez, aumenta a frequéncia e a energia das colisdes entre as moléculas
reagentes podendo acelerar as taxas de reacdes metabdlicas, fazendo com que
aumente a probabilidade de as moléculas atingirem a energia de ativagdo
necessaria para que a reagio ocorra. Dessa forma, o aumento de colisbes efetivas
facilita a ocorréncia de reagoes, inclusive aquelas catalisadas por enzimas
(ALBERTS et al., 2017).

Por outro lado, comc enzimas s&o proteinas elas possuem uma estrutura
tridimensional que permite a elas catalisarem reacdes especificas, € 0 aumento
excessivo da temperatura pode as desestabilizar levando a desnaturagéo, isto é, a
perda de sua estrutura tridimensional. Assim durante a exposicdo a uma alta
temperatura existe uma relagdo entre o aumento da taxa de reagdo e o risco de
desnaturacédo que se comportam de maneira diferente entre as espécies (DELONG
etal., 2017; EGILMEZ & HASPOLAT, 2024).

2.2. METABOLISMO ENERGETICO DE CARBOIDRATOS

A hexoquinase (HK) é a primeira enzima da via glicolitica, e fosforila a glicose
transformando-a em glicose 6-fosfato (BOITEUX et al., 1981), o que impede a saida
da glicose da célula, sendo uma molécula importante por ser um intermediario usado
em varias vias metabdlicas. Além disso, a atividade da HK é regulada por feedback
negativo via glicose-6-fosfato (LOGATO et al. 2009; Fields & Somero, 1998). AHK &
uma das 3 enzimas que fazem a regulagdo alostérica da glicdlise, junto com a
fosfofrutoquinase-l (PFK) e a piruvato quinase {PK) (NELSON & COX, 2018) sendo
estas, enzimas de reacbes irreversiveis. A PFK converte a frutose 6-fosfato em
frutose 1,6-difosfato em velocidade que refletira na velocidade total da glicolise. A
PK & a dltima reacdo da via glicolitica transformando a molécula de fosfoenol
piruvato em piruvato. Em situagbes em que as células musculares nao sédo supridas
suficientemente de oxigénic ocorre o processo de fermentagao lactica que entédo
converte o piruvato a lactato através da enzima lactato-desidrogenase (LDH) que
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reduz o carbono 2 do piruvato passando de cetona para alcool com o auxilio de
NADH (BARREIROS et al. 2012). Essa reac¢éo é vital para regenerar NAD+ e manter
o fluxo glicolitico, especialmente em ambientes com baixa disponibilidade de
oxigénio. A isoforma predominante da LDH pode influenciar o comportamento
metabélico celular, sendo frequentemente regulada em processos adaptativos
(Fields & Somero, 1998).

Os peixes armazenam o excedente de glicose ingerido na forma de
glicogénio, polimerizando a glicose, sendo encontrado principalmente no figado e
musculos, como uma forma de guardar parte da energia consumida (CYRINO et al.,
2000; LOGATO et al. 2009). Estes estoques podem ser mobilizados pela enzima
glicogénio fosforilase (GP) para uso na célula, produzindo glicose 1-fosfato
(NELSON & COX, 2018). Em condi¢bes de jejum prolongado em que o glicogénio
reservado no figado e masculos ndoc sdo suficientes para manter o nivel de
concentragao de glicose no sangue e em tecidos que tem a glicose como Unica fonte
de energia, ao invés de aminoacidos ou lipidios, o organismo recorre a utilizagdo de
compostos néo glicidicos, ou seja, de precursores nao provenientes de carboidratos,
para realizar a sintese de glicose em um processo de anabolismo chamado
gliconeogénese. A enzima glucose 6-phosphatase (G6Pase) converte a glucose 6-
phosphate em glicose na presengca de agua liberando um grupo fosfato
(BARREIROS et al. 2012; LOGATO et al. 2009).

Glicose 6-fosfato desidrogenase (GBPDH) &€ uma enzima presente na fase
oxidativa da via das pentoses que converte a glicose 6-fosfato em 6-
fosfogluconolactona na presenca do ion magnesio com o auxilio de NADP
(BARREIROS et al. 2012).

2.3. CICLO DE KREBS

O ciclo de Krebs, também conhecido como ciclo do acido citrico ou ciclo dos
acidos ftricarboxilicos (TCA), € um conjunto central de reaces metabdlicas na
mitocdndria que desempenha um papel essencial no metabolismo energético das
células aerébicas. Ele converte acetil-CoA, ponto inicial do ciclo, em energia quimica
na forma de NADH e FADH,, convergindo o metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas. Esses cofatores reduzem e fornecem elétrons para a cadeia
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transportadora de elétrons, onde ocorre a sintese de ATP, a principal moeda
energética celular.

O ciclo € fundamental ndo apenas para a produ¢do de energia, mas também
para fungdes anabdlicas, como a hiossintese de aminoécidos, nucleotideos e outras
moléculas precursoras essenciais. Além disso, o ciclo de Krebs & regulado por
condigées celulares, incluindo disponibilidade de substratos e feedback de produtos
intermediarios, garantindo a adaptacao as demandas metabdélicas variaveis.

A citrato sintase (CS), enzima inicial do ciclo, atua como um ponto de controle
regulatério, sensivel a disponibilidade de substratos e inibicdo por feedback do
citrato acumulado (NELSON & COX, 2018). A enzima malato desidrogenase (MDH)
é responsavel pela converséo reversivel de malato em oxaloacetato, utilizando NAD*
como cofator. Sua atividade & essencial para a regeneragéo do oxaloacetato, o que
permite a continuidade do ciclo e a manutencdo de fluxos metabdlicos. A MDH
também esta envolvida em reagdes anapleréticas, contribuindo para a flexibilidade
metabélica em estados de alta demanda energética (NELSON & COX, 2018).

2.4. METABOLISMO DE PROTEINAS

O catabolismo de proteinas em peixes, do metabolismo de aminoacidos,
comega com a secregdo de acido cloridrico (HCL), pepsinogénio, que
posteriormente & convertido em pepsina, e gastrina no estdmago. Até o intestino
todas as proteinas ja foram quebradas em aminoacidos que s&do absorvidos e
chegam ao figado através da circulacdo sanguinea. (BARREIROQOS et al. 2012).

A enzima alanina-aminotransferase (ALT) cataliza o processo de conversao
da alamina mais a-Cetoglutamato em piruvatoc mais glutamato. A aspartato-
aminotransferase (AST) transfere para o oxaloacetato um grupamento amina,
provenientes do glutamato, formando a molécula de aspartato. A enzima glutamato-
desidrogenase (GLDH) catalisa a oxidagdc de glutamato pelo NAD+ ou NADP+
resultando na molécula de Imina (BARREIROS et al. 2012).

2.5. ESTATISTICA MULTIVARIADA

A analise multivariada € uma técnica estatistica que possibilita examinar
multiplas variaveis simultaneamente e que é frequentemente utilizada em estudos
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ecolégicos, biologicos e sociais (DRAY & JOMBART, 2011; PALIY & SHANKAR,
2016). Diferentemente da andlise univariada, que avalia apenas uma variavel por
vez, esta técnica considera o possivel relacionamento entre as variaveis e fornece
uma visdo mais abrangente dos padrées nos dados. Essa metodologia é
particularmente dtil quando ha alta interdependéncia entre as variaveis,ou melhor,
quando se busca explorar relagbes complexas em grandes conjuntos de dados
(EDWARDS et al., 2011).

Na andlise univariada, o foco esta na descrigdo ou na inferéncia baseada em
uma unica variavel, como na ANOVA, onde se testa a diferenca de médias entre
grupos considerando a Unica variavel observada. Ja a analise multivariada, como
MANOVA ou analises baseadas em distancias, examina simultaneamente multiplas
respostas, proporcionando conhecimento sobre correlagbes, dependéncias e
padrées multidimensionais. Além disso, enquanto métodos univariados
frequentemente assumem distribuigdbes normais, analises multivariadas como
PERMANOVA s&o mais robustas e podem lidar com dados ndo paramétricos (DRAY
& JOMBART, 2011; EDWARDS et al., 2011).

A PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance) € uma
técnica baseada em permutagdes que utiliza matrizes de distancias para comparar
diferencas entre grupos. A principal vantagem da PERMANOVA ¢ a flexibilidade,
pois ndo assume distribuicbes normais e pode lidar com estruturas complexas de
amostragem.

Outra técnica importante séo as matrizes de correlagdo, pois resumem a
relacdo entre variaveis. Em muitos casos, como na analise de componentes
principais (PCA), essas matrizes sdo usadas para identificar variaveis redundantes e
reduzir a dimensionalidade dos dados. Quando combinadas com métodos como
PERMANOVA, permitem explorar como variaveis ambientais influenciam padroes
biolégicos, sendo amplamente aplicadas em ecologia e biologia molecular.

2.6. METODO ESPECTROFOTOMETRICO E CALCULO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

Existem diversas maneiras de inferir a atividade enzimatica em modelos
biolégicos, dentre as quais os baseados no uso de dados espectrofotométricos séo
amplamente utilizados. Sua determinacgao, por tais métodos, geralmente consiste em
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mensurar a alteracdo na absorbancia de um componente especifico a determinada
substancia em fun¢éo do tempo, utilizando-se a porcdo linear da curva que descreve
a taxa de alteracdoc em fungdo do tempo (BOECKX et al.,, 2017), sendo esta
diretamente relacionada a atividade da enzima estudada.

Lei de Beer-Lambert &€ a base fundamental para a quantificagdo
espectrofotométrica, estabelecendo uma relagéo linear entre a absorbancia de uma
solucdo e a concentra¢do da substancia que absorve luz. Essa lei, expressa pela
equagdo A=e*cxl, onde A é a absorbancia, € é o coeficiente de extingdo molar, ¢ é
a concentragdo e / é o caminho optico, permite a determinagdo precisa de
concentragbes de analitos em solucbes. Na pratica, a espectrofotometria é
amplamente utilizada em ensaios bioquimicos, como a inferéncia da atividade
enzimatica, onde mudancas na absorbincia sdo monitoradas ao longo do tempo
para avaliar a conversdo de substrato em produto. Por exemplo, em reacbes que
envolvem NADH, que absorve fortemente a 340 nm, a diminui¢do ou aumento da
absorbéncia nesse comprimento de onda reflete diretamente a atividade da enzima
(BERGMEYER, 1974).

No monitoramento espectrofotométrico de reagbes enzimaticas, a curva
gerada pelo equipamento geralmente apresenta trés fases distintas: a fase lag, a
fase linear e a fase de platd. A fase lag corresponde ao periodo inicial em que a
reacdo esta se estabelecendo, com pouca ou nenhuma mudanca na absorbéncia.
Em seguida, a fase linear, que & a mais critica para a determinacdo da atividade
enzimatica, reflete uma taxa constante de conversio do substrato, permitindo o
calculo da velocidade da reagao (AA/At). Finalmente, a fase de platd ocorre quando
0 substrato se esgota ou a enzima satura, resultando em uma estabilizacdo da
absorbancia. Essas fases sdo claramente observadas em leituras de microplacas,
onde a espectrofotometria de alta throughput &€ empregada para analises
enzimaticas em larga escala (JOHNSON, 2016). A capacidade de identificar e
analisar essas fases é essencial para a caracterizacdo cinética de enzimas e para o

desenvolvimento de ensaios enzimaticos robustos.
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CAPiTl.!LO | — METABOLISMO ENERGETICO DE CARBOIDRATOS E DE
PROTEINAS EM Astyanax lacustris SUBMETIDOS A ESTRESSE TERMICO
AGUDO

RESUMO

Aslyanax lacustris s@o peixes de pequeno porte com ampla distribuigéo
geografica na América do Sul que habitam rios e pequenos afluentes de aguas que
estdao mais expostos a variagbes térmicas se comparados a grandes porgdes
hidrograficas, afetando mais facilmente a ictinofauna presente. Para manter a vida, a
obtencéo de energia € uma atividade essencial, e assim como todo organismo
heterétrofo a alimentagéo para os peixes é fundamental como o inicio dos processos
de catabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios visando a obtencéo de energia
para todas suas atividades fisiolégicas. Assim, para compreender aspectos sobre os
ajustes do metabolismo de carboidratos e de proteinas de Astyanax lacustris quando
expostos a uma condicdo de mudanga abrupta e extrema da temperatura do meio
em diferentes periodos de exposicéo, este trabalho se faz uso de biomarcadores
enzimaticos do metabolismo de carboidratos e de proteinas através da inferéncia de
sua atividade enzimatica por método espectrofotométrico nos érgaos do encéfalo,
figado, branquias e musculos visando elucidar aspectos ainda ndo esclarecidos na
literatura. Para isso, experimentou-se cinco tempos de exposicéao (2h, 6h, 12h, 24h e
48 horas) a uma condicdo de choque térmico a alta temperatura (31°C ) em
comparacgao a uma condicdo de controle a temperatura padréao (21°C), com 12
réplicas para cada tratamento. Ajustes metabdlicos foram observados nos quatros
6rgaos analisados e ocorreram em taxas de variagbes diferentes em relacdo aos
seus respectivos controles. O encéfalo demonstrou um aumento da atividade
glicolitica e da via das pentoses fosfato, sugerindo uma resposta rapida para suprir a
demanda energética e lidar com o estresse oxidativo, priorizando as vias rapidas de
geracao de ATP. As flutuagbes nas principais enzimas energéticas nas branquias
sugerem ajuste fino e transitério da glicélise, fermentagdo e resposta antioxidante,
com ativagdo pontual do metabolismo de aminoacidos, possivelmente como via
energética secundaria. No figado, observou-se uma estratégia distinta, com
predominio do catabolismo de aminoacidos e estabilidade da via oxidativa
mitocondrial, apontande para um papel regulador e conservador desse 6rgao na
redistribuigdo de recursos energéticos. Por fim, o mlsculo esquelético apresentou
um perfil adaptativo evidente, com aumento da LDH e CS, indicando tanto o uso de
vias anaerdbicas quanto uma adaptacdo mitocondrial para suportar o aumento da
demanda energética.

Palavras-chave: Peixes de agua doce, Choque térmico; Temperatura; Carboidratos;
PERMANOVA
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1. INTRODUGAO

A obtencdo e utilizagio de energia sdc processos essenciais para a
sobrevivéncia e o funcionamento eficiente dos organismos vivos. Nos peixes, o
metabolismo energético €& sustentado principalmente pela degradagéo de
carboidratos, lipidios e proteinas, que fornecem as bases energéticas para
processos vitais, como crescimento, reproducdo e adaptag¢do ao ambiente
(ALBERTS et al. 2017; PALMA 2023).

Com ampla distribuicdo na América do Sul, Astyanax lacustris (LUTKEN
1875) (Familia: Characidae) € um peixe dulcicola e de pequeno porte que possui um
habito onivoro e oportunista, conhecido vulgarmente como Lambari do Rabo
Amarelo (ANDRADE et al. 2016), que hoje engloba também as antigas espécies
Aslyanax altiparanae, Astyanax jacuhiensis, e Aslyanax asuncionensis como
sindnimos apés a revisao feita por LUCENA e SOARES (20186).

Organismos aquaticos estio submetidos a diferentes fatores ambientais,
dentre eles a temperatura. Grandes massas de agua caracterizadas, por exemplo,
pelos ambientes marinhos, geralmente sdo mais estaveis em relagdo a mudancgas
de temperatura do que tributarios de agua doce, nos quais a ictiofauna é mais
afetada, pois experimenta variagbes de temperatura em maiores niveis do que os
animais marinhos (DIJIK et al., 2004). O rompimento da condicdo de homeostase
em que os peixes estdo submetidos pode ser chamada de estresse, e esta alteracdo
induz um conjunto de mudangas no organismo e na sua regulagdo fisiolégica
(BALDISSEROTTO et al. 2014).

Devido a serem ectotérmicos e de nao alterarem a temperatura corporal por
processos fisiolégicos, fazendo com que a temperatura de seu habitat seja igual ou
muito préxima a sua, a temperatura constitui o principal fator abiotico capaz de afetar
o desenvolvimento dos peixes (GUDERLEY 2003; ISLAM et al. 2021; RONNESTAD
& VOLKOFF, 2020). Desta forma alteragées nha temperatura além da faixa adequada
para a espécie podem afetar a capacidade dos peixes de equilibrar suas atividades
bioquimicas, moleculares e fisiolégicas resultando em mudangas no organismo em
decorréncia do estresse térmico que variam conforme o tempo de exposicdo a ela
submetida, a intensidade da mudanc¢a térmica e se esta variagdo ocorreu de forma
abrupta ou gradual (HUANG et al., 2018; LU et al.,2016; RONNESTAD & VOLKOFF,
2020).
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A elevacdo da temperatura pode acelerar o catabolismo de carboidratos,
aumentando a taxa de glicélise e a entrada de piruvato no ciclo do acido citrico.
Entretanto, sob estresse térmico prolongado, proteinas podem ser mobilizadas para
suprir a demanda energética crescente, em um processo que envolve o aumento da
atividade proteoliica e a consequente liberagdo de aminoacidos para a
gliconeogénese ou oxidagéo direta no ciclo de Krebs (SOMERQO, 2010; IBARZ et al.,
2010).

A demanda energética em situagbes de estresse térmico varia
significativamente entre diferentes tecidos e 6rgidos devido as suas fungdes
especificas e necessidades metabélicas. Estudos em crustaceos, como 0 camarao
Mantis oratosquilla oratéria (DE HAAN, 1844), mostram que o0 musculo foca na
degradagédo proteica e no metabolismo energético para lidar com estresse térmico,
podendo refletir a necessidade de energia desse tecido para ter uma resposta rapida
de fuga a uma situagdc de estresse térmico. As branquias de peixes ajustam
rapidamente os transportes de ions e proteinas relacionadas ao estresse para
manter o equilibrio osmético e respiratério sob altas temperaturas, com impacto
direto no consumo de energia.

Biomarcadores sdo uma importante ferramenta para compreender os ajustes
que ocorrem no metabolismo energético, visto que ele & um processo complexo e
sistémico, mostrando alteragbes em pontos cruciais das vias metabélicas
relacionadas a metabolizacdo de carboidratos e de proteinas. Isto nos permite
visualizar mudangas em resposta ao estresse térmico quando comparadas a uma
situacao controle em cada tecido trabalhado (SHARMA; CHADHA; SHARMA, 2021).

Contudo, os érgaos e tecidos ndo atuam de forma isolada durante situagdes
de estresse térmico. Existe uma relagéo complexa e coordenada entre os sistemas
corporais para lidar com a demanda energética e os desafios impostos. Essa
interacéo € mediada por sinais metabdlicos, hormonais e neuronais, que integram as
respostas de diferentes 6rgaos (DELGADO et al. 2017; WILSON & METZLER-
WILSON, 2018).

2. OBJETIVOS

Compreender os ajustes fisiolégicos no metabolismo energético de
carboidratos e proteinas observados em Astyanax lacustris decorrentes de uma
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condicdo de aumento abrupto e extremo da temperatura do meio (31° C) em
diferentes periodos de exposi¢ao (2h, 6h, 12h, 24h e 48 horas) avaliados através da
inferéncia da atividade enzimatica por método espectrofotométrico a partir de tecidos
do encéfalo, figado, branquias e musculo em relagdo a uma condigdo de
temperatura adequada para espécie (21°C) tida como controle.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar se os ajustes do metabolismo de carboidratos e de proteinas diferem
significativamente entre os peixes em condigdo de estresse térmico {choque
térmico a 31°C) com os do grupo controle (21°C) nos diversos tempos de
exposicao testados através dos biomarcadores;

2. Compreender se os ajustes do metabolismo de carboidratos e de proteinas
ocorrem em taxas proporcionais de alteragbes em relacdo ao controle em
cada 6rgéo estudado neste trabalho (encéfalo, figado, branquias e masculos)
e se apresentam diferengas significativas em relagdo aos biomarcadores
avaliados;

3. Identificar qual foi o tempo de exposicdo ao choque térmico com maior
mudang¢a na atividade enzimatica;

4. Compreender do ponto de vista energético como o metabolismo de Asfyanax
lacustris lida com uma situacéo de estresse térmico de forma abrupta;

5. Avaliar a aplicabilidade da analise multivariada para estudos similares, e sua
validacao por meio de testes parametricos;

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA E ACLIMATAGAO DOS ANIMAIS

Foram adquiridos 120 espécimes (comprimento total (CT) médio: 8,54 cm;
comprimento padrao (CP) médio: 6,99 cm; peso médio: 10,404 g) de Astyanax
lacustris provenientes de cultivo aquicola no municipio de Unido da Vitéria — PR,
mais especificamente no Centro de Pesquisa e Extensdo em Aquicultura lido Zago.
A coleta foi feita com redes e os peixes transferidos para tanque com temperatura
constante de 21° C e com aeragdo constante, mantidos por 72 horas para
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aclimatagdo sob regime nutricional de 1% da média da massa corporal de rag¢ao
comercial por peixe ao dia.

3.2. DELINEAMENTO/ARRANJO EXPERIMENTAL

Este projeto estudou o metabolismo de Astyanax lacustris submetidos a cinco
tempos de exposi¢io a duas temperaturas.

O experimento foi conduzido com um delineamento com dois fatores. O
primeiro fator & a temperatura com ¢ = 2 niveis: 31°C e 21°C. Ja o segundo fator & o

tempo de exposicdo com r = § niveis: 2h, 6h, 12h, 24h e 48h. A unidade

experimental € o peixe Astyanax lacustris. O tamanho da amostra foi de n = 120
unidades experimentais alocadas de forma aleatéria na matriz de ordem 5 x 2
contendo réplicas de tamanho m = 12 em cada casela. E, foram observadas cinco
respostas no experimento, ou seja, taxas proporcionais de alteragdes em relagdo ao
controle em cada érgdo estudado neste trabalho (encéfalo, figado, branquias e
musculos). Considerando-se os quatro érgéos estudados registrou-se 480 valores
como resposta, i=1,...,¢, j=1,...,r,ek=1,... , mresultandoem2x5x12x4
= 480. O fator principal considerado é o tempo de exposi¢ao e fator da temperatura é
composto pela temperatura de exposicdo (31°C) e a temperatura de controle (21°C)
(FIGURA 1).

Ao final, para cada amostra, foi feito triplicadas em microplacas para analise
na leitura do espectrofotdometro, onde posteriormente é feito sua média para o
calculo da atividade enzimatica.

Para garantir o principio da casualidade os animais de cada tratamento foram
selecionados de forma aleatéria, provenientes do mesmo tanque de aclimatacéo.
Utilizou-se 10 aquarios de 50 litros cada qual com um tratamento e, portanto, 12
peixes por aquario, mantendo sua respectiva temperatura especifica e aeragéo
constantes analisando os pardmetros de: temperatura (21t 0.05), pH (7.4 £ 0.05),
oxigénio dissolvido (7.5 £ 0.5 mg/L), amdbnia (0.08 mg/L), nitrato (0.00 mg/L), nitrito
(0.00 mg/L).

Apés receber os tratamentos experimentais os animais foram conduzidos
para receberem um anestésico em solucédo de 1% de benzocaina (p v — 1), onde foi
realizado a eutanasia pela sec¢do medular e dissecados imediatamente e os 6rgéos
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do encéfalo, coracdo e figado retirados e conservados em nitrogénio liquido. Nas 24

horas previas a isto foi administrado a ultima alimentagéo dos peixes.

FIGURA 1 — DESENHO ESQUEMATICO DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

31°C

2 horas

Figado
6 horas

- 12 horas

Musculo

- 24 horas

48 horas

FONTE: O Autor (2025)

LEGENDA: Ap6s 3 dias de aclimatagéo dos peixes em temperatura de 21°C, eles foram transferidos
de forma randomizada para 10 aquarios de 50 litros com aeragao constante, contendo 12 animais por
aquario, sendo 5 aquarios com temperatura constante de 21°C e 5 aquarios com temperatura
constante de 31°C.

A licenga ambiental para a coleta de animais foi obtida via Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (SISBIO/ICMBIio), sob numero 63551-1.
Ja a licenca de experimentagdo animal foi obtida através da Comisséo de Etica no
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA-BIO/UFPR), sob numeros 1228 e 1228C.

3.3. PROCEDIMENTOS ANALITICOS

As amostras de tecido dos o6rgaos coletados (encéfalo, figado, musculo e
branquias) foram cortadas em fragmentos menores e pesadas em uma balanga de
precisao, obtendo uma massa aproximada de 0,1 g. O peso exato de cada amostra
foi anotado para normalizacao dos dados posteriores. Cada amostra foi transferida
para um tubo tipo eppendorf de 2 mL, e adicionou-se um volume de tampao Tris 50
mM (pH 7,4) correspondente a 5 vezes a massa do tecido (ou seja, 500 pL para 0,1

g de tecido). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas com o auxilio de



30

microesferas (beads) em um homogeneizador, sendo uma esfera por tubo, sendo os

tubos vedados com parafilme para impedir o extravasamento do liquido (FIGURA 2).

FIGURA 2— FLUXO DE TRABALHO PARA PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Sobrenadante

Homogenizagao

Centrifugagao

Corte, pesagem e
adigdo do tampao Sonicagao

FONTE: O autor (2025)

LEGENDA: Representacdo esquematica do trabalho para preparagéo das amostras para as analises
do metabolismo energético. 1 — Corte e pesagem das amostras para cada 6rgdo; 2 — Adicéo de
tampao Tris-HCI pH 7,4 (50 mM) em tubos tipo eppendorf de 2 mL e das microesferas beads; 3 —
Homogeneizagdo das amostras com o tampéo e os beads; 4 — Sonicagédo até atingir 18 J; 4 -
Centrifugagéo para separar o sobrenadante dos pellets.

Ap6s a homogeneizagéao, o parafiime e os beads foram retirados dos tubos, e
as amostras foram sonicadas utilizando um sonicador de ponta (Sonicador Sonics
Vibra-Cell VCX130 PB) com pulsos intermitentes até atingir uma energia total de
aproximadamente 18 J. Durante a sonicagdo, manteve-se as amostras em banho de
gelo para evitar degradagdo térmica. As amostras foram entdo centrifugadas a
10.260 rpm por 10 minutos a 4°C em uma centrifuga refrigerada, como mostrado na
FIGURA 2.

Apos a centrifugagédo, o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para
tubos do tipo eppendorfs de 1,5 mL separando-o em aliquotas, evitando a
transferéncia de qualquer pellet ou debris (FIGURA 3). Os tubos foram identificados
e congelados verticalmente a -20°C e, posteriormente, armazenados a -80°C para
preservacgao a longo prazo. Cada tubo foi identificado com informagdes como tipo de
tecido, tipo de tratamento e data de coleta.
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FIGURA 3 - FLUXO DE TRABALHO PARA ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA

Sobrenadante

= - '.'
— -

Q/EXEK 5 - , @ -

=
= = = -
= = [~ Sistema de =
: Siaiy \’// Espectrofotometria Dados da leitura de microplacas
v Pipetagem em

microplacas
Aliquotas

FONTE: O autor (2025)

LEGENDA: Representacdo esquematica para as analises do metabolismo energético por método
espectrofotomeétrico a partir do sobrenadante das amostras de tecido. 1 — O sobrenadante de cada
tubo é dividido em aliquotas; 2 — Para analise de cada enzima é preparado o sistema de reagio
adequado conforme metodologia especifica; 3 — Pipetagem nas microplacas de 96 ou 384 pogos, a
depender da metodologia, do sistema de reagdo e amostra; 4 — leitura espectrofotométrica das
microplacas em comprimento de onda conforme metodologia especifica; 5 — leitura dos dados pelo
software Gen5.

As metodologias para inferéncia da atividade enzimatica de cada biomarcador
foram padronizadas com espectrofotometria na leitora de microplacas (EPOCH
Microplate Spectrophotometer, Biotek, Winooski, VT, USA). A concentragdo de
proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina
de soro bovina (BSA) como padrao, com leitura em microplaca. Os resultados foram
utilizados para normalizar os dados da atividade enzimatica (FIGURA 3).

3.3.1 Determinagao das enzimas do metabolismo energético de carboidratos

A atividade da hexoquinase (HK, E.C. 2.7.1.1) foi determinada pelo método
descrito por BALDWIN et al. (2007) que quantifica a redugédo de NADP+ a 340nm. A
atividade da citrato sintase (CS, E.C. 4.2.3.7) foi determinada pelo método descrito
por SABOROWSKI e BUCHHOLZ (2002), com base na quantificacao, a 410 nm, do
complexo formado pela Coenzima A (CoA) e 5,5'ditiobis (acido-2- nitrobenzoico)
(DTNB). A atividade da malato desidrogenase (MDH, E.C. 1.1.1) sera determinada
pelo método descrito por CHILDRESS e SOMERO (1979), onde a oxidacao do
NADH presente no meio de reacao € quantificado a 340nm. A atividade da lactato
desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27) foi dosada pelo método proposto por THUESEN
et al. (2005), e o decréscimo de absorbancia foi observado a 340nm em decorréncia
da oxidagdo do NADH. A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase a 600nm
(G6PDH, E.C. 1.1.1.49) foi determinada a 340nm em decorréncia da reducdo de
NADP+ a NADPH pela G6PDH (CIARDELLO et al., 1995).
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3.2.1. Determinag¢ao das enzimas do metabolismo energético de proteinas

A alanina aminotransferase (ALT, E.C. 2.6.1.2) e aspartato aminotransferase
(AST, E.C. 2.6.1.1) foram determinadas segundo REITMAN-FRANKEL (1957). A
glutamato desidrogenase (GLDH, E.C. 1.4.1.3) foi determinada segundo
CIARDIELLO et al. (2000) e SYED et al. (1990).

3.4. ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi delineado para comparar dois grupos principais: (1) o grupo
exposto a uma condi¢cdo de choque térmico agudo a 31°C e (2) o grupo controle,
mantido na temperatura de aclimatagdc prévia de 21°C. Dentro de cada grupo,
foram avaliados cinco tempos de exposicdo: 2, 6, 12, 24 e 48 horas. Para cada
combinagido de temperatura e tempo de exposigdo, foram utilizadas 12 réplicas
biolégicas (n = 12 peixes), totalizando 120 peixes. Em cada peixe, foram analisados
quatro érgaos (encéfalo, figado, branquias e maisculo), resultando em 480 amostras.
Para cada amostra, a absorbancia foi medida em triplicatas utilizando um
espectrofotbmetro, e a média das triplicatas foi utilizada para a inferéncia da
atividade enzimatica. Foram avaliados oito biomarcadores (enzimas diferentes) em

cada amostra.

3.4.1. PERMANOVA

Para verificar diferencas significativas na atividade enzimatica entre os peixes
expostos ac choque térmico e seus respectivos controles, foi realizada uma analise
de PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance). Essa analise
comparou os tratamentos (choque térmico vs. controle) considerando os fatores
temperatura, tempo de exposicdo, 6rgdo e biomarcador. A PERMANOVA foi
executada no software R (versao 4.4.2), utilizando uma matriz de distancias baseada
na atividade enzimatica dos oito biomarcadores.

Para visualizar os resultados, foram gerados 64 graficos de boxplot (8
biomarcadores x 4 érgdos x 2 temperaturas) através do software Python (verséo
3.13), organizados em ftrés figuras. Esses graficos ilustram a distribuigdo da
atividade enzimatica em fun¢éo do tempo de exposi¢do e da temperatura para cada



33

combinacdo de biomarcador e 6rgdo, bem como a significancia estatistica obtida
pela analise de PERMANOVA.

Para sua validagdo foi também verificado as diferencas estatisticas entre os
peixes expostos ao choque térmico e seus respectivos controles, atraves da analise
da ANOVA two-way (Analysis of Variance bidirecional). Os resultados da
PERMANOVA e ANOVA foram organizados em tabelas para sua comparagao.

Para garantir os presupostos de normalidade dos dados e homocedasticidade
das variancias foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk e Levene respectivamente,

através do software R.

3.4.2. Heatmap

Para analisar a dinamica temporal da atividade enzimatica, foram construidos
heatmaps. Para isso, calculou-se a média da atividade enzimatica para cada grupo
(temperatura x tempo x enzima x o6rgao). Visando a normalizagdo dos dados,
permitindo sua comparacao, foi determinada sua diferenga percentual entre o grupo
exposto ao choque térmico e seu respectivo controle, para cada combinagéo de
tempo, enzima e orgéo. Essas diferengas percentuais foram organizadas em oito
matrizes (uma para cada biomarcador), com cinco colunas representando os tempos
de exposigéo e quatro linhas representando os 6rgaos. Cada matriz foi utilizada para
gerar um heatmap no software R, com uma escala de cores que indica a magnitude
da diferenca percentual.

O agrupamento dos heatmaps foi feito aplicando-se a técnica de Aglomeracao
Hierarquica com distancia Euclidiana, conforme expressao adiante, com base na
taxa de alteragao dos biomarcadores em relagdo aos seus respectivos controles. A

funcdo pheatmap do software R calculou a matriz de distancias entre cada

combinacdo de linhas (6rgdos) com base na distancia euclidiana ¢. Onde A e B

representam linhas distintas, n o nimero de linhas, e i a i-ésima linha.
[n
d(A’B‘J:VZ [Ai_Bf)z
i=1

A construgdo do Heatmap se baseou na metodologia utilizada por FANG, L. et
al. (2017) e YANG, C. -X. et al. (2017), com adaptag¢des substituindo a correlagéo

de pearson pela taxa de variagao.
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4. RESULTADOS

Dos 120 peixes do experimento houve 2 mortes (1,67%).

O Resultado da PERMANOVA entre a atividade enzimatica dos
biomarcadores dos peixes expostos ao choque térmico em relagdo aos seus
respectivos controles e sua significincia estatistica esta organizado nas FIGURAS 4,
5e6.

4.1. ATIVIDADE ENZIMATICA DOS BIOMARCADORES
4.1.1 Encéfalo

Todos os biomarcadores analisados apresentaram diferenga estatistica em ao
menos um tempo de exposicao ao choque térmico, exceto TGP (FIGURA 6E). Com
relagdo aos biomarcadores do metabolismo energético de carboidratos, houve
significAncia na atividade da HK em 12 e 24 horas de exposi¢do (FIGURA 4A), na
G6PDH em 24 horas (FIGURA 4E), e na LDH em 6 e 12 horas (FIGURA 4l). Para os
biomarcadores do ciclo de Krebs houve diferenga significativa em 12 horas para CS
(FIGURA 5A), e em 48 horas MDH (FIGURA 5E). Para os biomarcadores do
metabolismo energético de proteinas houve diferenga nos tempos de 12 horas para
TGO (FIGURA 6A)., e 6 horas para GLDH (FIGURA 6l). Destas, para MDH, TGO e
GLDH a diferenga representou uma diminuigdo da atividade enzimatica em seus
respectivos tempos.

4.1.2 Figado

A enzima CS foi 0 Gnico biomarcador analisado que nao apresentou diferenga
estatistica em ac menos um tempo de exposi¢do ao choque térmico (FIGURA 5B).
Dentre os biomarcadores do metabolismo energético de carboidratos a HK
apresentou diferenca estatistica no tempo de exposi¢cdo ao choque térmico de 48
horas com diminuigdo da atividade enzimatica (FIGURA 4B), a G6PDH no tempo de
12 horas (FIGURA 4F), e a LDH em 2 horas (FIGURA 4J). Para os biomarcadores
do ciclo de Krebs MDH teve diferenca em 2 horas (FIGURA 5F). Relacionado ao
metabolismo de proteinas, a TGO apresentou diferenca em 12, 24 e 48 horas de
exposi¢cdo (FIGURA 6B). TGP teve diferenga em 2 e 12 horas, sendo esta segunda
diminuicdo na atividade (FIGURA 6F), e GLDH nos tempos de 6, 24 e 48 horas
(FIGURA 6J}.
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4.1.3 Branquia

A enzima CS foi o0 Unico biomarcador analisado que n&ao apresentou diferenga
estatistica em ao menos um tempo de exposigdo ao choque témico (FIGURA 5C).
Os biomarcadores do metabolismo energético de carboidratos apresentaram
diferenga em 2, 6 e 24 horas de exposi¢do ao choque térmico para a enzima HK
(FIGURA 4C), em 12 e 24 horas para G6PDH (FIGURA 4G), e em 2, 6 e 24 horas
para LDH (FIGURA 4K). Sendo que nos tempos de exposi¢ao de 24 horas para HK,
12 horas para G6PDH, e 2 e 24 horas para LDH a diferenga representa uma
diminuigdo na atividade enzimatica em relagéo aos seus respectivos controles. Para
0s biomarcadores do ciclo de Krebs houve diferenga em 2, 6 e 24 horas para MDH
(FIGURA 5G), sendo que apenas o tempo de 6 horas houve aumento de atividade.
Dentre os biomarcadores do metabolismo de proteinas houve diferenga em 24 horas
para TGO (FIGURA 6C), 6 e 48 horas para TGP (FIGURA 6G) e 6 e 24 horas para
GLDH (FIGURA 86K). Todos estes apresentaram diminui¢do da atividade enzimatica,

exceto no tempo de 6 horas para GLDH.

4.1.4 Mdsculo

As enzimas TGO e TGP nio apresentaram diferenca estatistica em nenhum
dos tempos de exposigdo ao choque térmico analisados (FIGURAS 6D e 6H). Os
biomarcadores do metabolismo energético de carboidratos apresentaram diferenga
nos tempos de exposigdo de 12 horas para HK (FIGURA 4D), 2 horas para G6PDH
(FIGURA 4H) e 2 e 12 horas para LDH (FIGURA 4L), sendo que apenas em 12
horas da HK houve diminuicdo da atividade. Com relagdo aos biomarcadores do
ciclo de Krebs houve diferenga nos tempos de 6 e 12 horas para CS (FIGURA 8D), e
2 e 12 horas para MDH (FIGURA 5H), todos representando aumento da atividade. A
enzima GLDH foi o anico biomarcador do metabolismo energético de proteinas que
apresentou diferenga estatistica, em 6 horas de exposicdo com aumento de
atividade (FIGURA 6L).
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42. DINAMICA TEMPORAL DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS
BIOMARCADORES

Com a inferéncia da atividade enzimatica para todas as séries temporais dos
biomarcadores foi calculado a diferenga percentual entre a média do tratamento com
exposicdo ao choque térmico em 31°C para cada tempo e enzima em relagéo ao
seu respectivo grupo controle expostos a temperatura de aclimatagao para a espécie
de Astyanax lacusiris de 21°C. Com o resultado foi construido a sequéncia de
Heatmaps mostrados da FIGURA 7 a 10.

4.2.1. Heatmap
Integrado ao heatmap foi realizado a clusterizacdo entre os 6rgaos atraves de

um dendrograma baseado na disténcia euclidiana.

4.2.1.1. Encéfalo

A clusterizagdo mostrou 3 grandes agrupamentos da atividade enzimatica dos
biomarcadores no encéfalo. A maior similaridade foi constituida pela atividade de
MDH e TGO, que iniciaram com o pico de atividade em 2 horas, com diminuigdo da
atividade em 6 horas, e por fim, um pico de redug¢éo na atividade em 12 horas antes
de um aumento. G6PDH e GLDH formaram outro agrupamento, que também
apresentou um pico negativo em 12 horas, seguido pelo pico com maior atividade
em 24 horas de exposi¢éo, e ainda uma atividade superior ao controle em 48 horas
de exposicao (FIGURA 7).0 agrupamento formado por CS, LDH, e HK teve pico da
atividade entre 12 e 24 horas, e tiveram sua atividade superior ao controle em quase
todos os tempos. CS e LDH tiveram a segunda maior similaridade entre os grupos.
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FIGURA 7 —- HEATMAP DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS BIOMARCADORES NO ENCEFALO
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LEGENDA: Heatmap clusterizado da diferenga entre a atividade enzimatica dos biomarcadores
analisados em Astyanax lacustris no encéfalo em resposta a uma condicdo de estresse térmico
agudo em série temporal. Os valores reais da diferenga entre a atividade enzimatica sao convertidos
em porcentagem da diferenga percentual entre o tratamento com a exposigéo ao choque térmico de
31°C em relagdo ao seu respectivo controle em 21°C. O sistema de cores verde-vermelho foi utilizado
para representar variagdes negativas e positivas na atividade enzimatica.

4.2.1.2. Figado

O dendrograma associado ao heatmap mostrou 2 grandes agrupamentos da
atividade enzimatica dos biomarcadores no figado, sendo um deles subdividido.
MDH e LDH tiveram a maior similaridade, com o pico de atividade em 2h, seguido de
uma diminuicdo e posterior pequeno aumento da atividade enzimatica. O
agrupamento de HK e CS teve o maior nimero de queda na atividade enzimatica.
Em contraste a isso o agrupamento de TGO e GLDH tiveram aumento gradual em
todos os tempos com pico em 48 horas de exposicédo (FIGURA 8).

A atividade de TGP foi mais similar ao agrupamento formado por MDH e LDH
em relacao ao agrupamento de HK e CS, e G6PDH foi mais similar ao agrupamento
de TGO e GLDH.
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FIGURA 8 — HEATMAP DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS BIOMARCADORES NO FIGADO
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LEGENDA: Heatmap clusterizado da diferenga entre a atividade enzimatica dos biomarcadores
analisados em Astyanax lacustris no figado em resposta a uma condigdo de estresse térmico agudo
em série temporal. Os valores reais da diferenca entre a atividade enzimatica sdo convertidos em
porcentagem da diferenca percentual entre o tratamento com a exposigao ao choque térmico de 31°C
em relagao ao seu respectivo controle em 21°C. O sistema de cores verde-vermelho foi utilizado para
representar variagcdes negativas e positivas na atividade enzimatica.

4.2.1.3. Branquia

Nas branquias, a atividade de GLDH teve a menor similaridade com os outros
biomarcadores, e se separou dos demais agrupamentos encontrados nas branquias.
HK e MDH tiveram a maior similaridade, iniciando com uma queda da atividade
enzimatica em 2 horas seguida do pico de atividade em 6 horas que se manteve até
12 horas superior ao controle, finalmente tendo o pico negativo de atividade entre 24
e 48 horas, conforme a FIGURA 9.

O agrupamento de TGO, TGP e G6PDH doi o unico que néo teve pico de
atividade em 6 horas de exposicdo. TGO e TGP apresentaram forte pico de
atividade negativa se estendendo desde 6 horas até 24 horas. Com excegdo de
G6PDH, entre 24 e 48 horas houve reducdo de atividade em todos os
biomarcadores analisados.

HK, MDH, CS e LDH formaram um agrupamento com grande similaridade,
que iniciou com queda da atividade, seguido de pico de atividade entre 6 e 12 horas
e queda brusca na atividade entre 24 e 48 horas.

A branquia foi ao 6rgao com mais picos negativos de atividade dos

biomarcadores encontrados nos heatmaps.
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FIGURA 9 — HEATMAP DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS BIOMARCADORES NA BRANQUIA
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LEGENDA: Heatmap clusterizado da diferenga entre a atividade enzimatica dos biomarcadores
analisados em Astyanax lacustris na branquia em resposta a uma condigéo de estresse térmico
agudo em série temporal. Os valores reais da diferenga entre a atividade enzimatica sao convertidos
em porcentagem da diferenga percentual entre o tratamento com a exposi¢gdo ao choque térmico de
31°C em relagdo ao seu respectivo controle em 21°C. O sistema de cores verde-vermelho foi utilizado
para representar variagdes negativas e positivas na atividade enzimatica.

4.2.1.4. Musculo

O pico da atividade enzimatica para os biomarcadores foi entre 2 e 6 horas,
com excecao de MDH que teve dois picos que se estenderam de 2 até 12 horas, e
TGO que teve o pico em 24 horas de exposi¢do. A variagdo da atividade foi negativa
para todos os biomarcadores em 48 horas.

Os maiores picos de atividades foram da CS e MDH, em 6 e 12 horas
respectivamente. As maiores similaridades encontradas foram entre GGPDH e TGP,
e entre HK e GLDH.

HK, GLDH e CS formaram um agrupamento distinto dos demais
biomarcadores iniciando com baixa atividade seguida do pico em 6 horas, enquanto
os demais apresentaram o pico de atividade logo em 2 horas de exposigédo, com
excecao de TGO.

Conforme a FIGURA 10 houve poucos picos negativos de atividade.
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FIGURA 10 — HEATMAP DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS BIOMARCADORES NO MUSCULO
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LEGENDA: Heatmap clusterizado da diferenga entre a atividade enzimatica dos biomarcadores
analisados em Astyanax lacustris no musculo em resposta a uma condi¢do de estresse termico agudo
em série temporal. Os valores reais da diferenca entre a atividade enzimatica sdo convertidos em
porcentagem da diferenga percentual entre o tratamento com a exposigdo ao choque termico de 31°C
em relacdo ao seu respectivo controle em 21°C. O sistema de cores verde-vermelho foi utilizado para
representar variacdes negativas e positivas na atividade enzimatica.

4.3. VALIDAGAO DA PERMANOVA

Com o intuito de avaliar a robustez dos resultados obtidos pela
PERMANOVA, foi feito uma comparagéo com os resultados de uma ANOVA Two-
Way aplicada aos mesmos dados experimentais (Exposi¢cao ao choque termico em 5
tempos de duragdo em relagdo aos seus respectivos controles mantendo em
temperatura de aclimatagao).

Os dados atenderam aos pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk, p >
0,05) e homogeneidade de variancias (Levene, p > 0,05), permitindo a aplicagao de
testes parameétricos.

Os resultados da comparagéo para encéfalo, figado, branquia e musculo sé&o
apresentados nas TABELAS 1, 2, 3 e 4 respectivamente. Observou-se que, na
maioria dos casos, os dois testes apresentaram resultados concordantes quanto a

significancia estatistica.
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TABELA 1 — NIVEIS DE SIGNIFICANCIA ENTRE OS ANIMAIS EXPOSTOS A CHOQUE
TERMICO EM RELACAO AOS GRUPOS CONTROLES NO ENCEFALO

PERMANOVA ANOVA two-way
Enzima Tempo P Significdncia P Significdncia
2h 0,797 ns 0,79118 ns
6h 0,176 ns 0,18100 ns
cs 12h 0,022 » 0,02909 =
24h 0,393 ns 0,37568 ns
48h 0,493 ns 0,49328 ns
2h 0,159 ns 0,16657 ns
6h 0,066 ns 0,06849 ns
G6PDH 12h 0,572 ns 0,39298 ns
24h 0,033 - 0,17855 ns
48h 0,252 ns
6h
24h

0,763

0,946

0,456

0,917

0,925

0,981 ns 0,98136 ns

6h 0,36 ns 0,28033 ns

TGP 12h 0,138 ns 0,14747 ns
24h 0,235 ns 0,23470 ns

48h 0,61 ns 0,69111 ns

FONTE: O autor (2025)

LEGENDA: Resultados da analise de PERMANOVA e ANOVA two-way para as enzimas CS (Citrato
sintase), G6PDH (Glicose-6-fosfato desidrogenase), HK (Hexoquinase), GLDH (Glutamato
desidrogenase), MDH (Malato desidrogenase), LDH (Lactato desidrogenase), TGO (Transaminase
glutdmico-oxalacética) e TGP (Transaminase glutdmico-pirlivica) no orgéo encéfalo, em diferentes
tempos de exposigdo (2h, 6h, 12h, 24h e 48h). Os valores de P representam os valores de p obtidos
para a PERMANOVA e ANOVA two-way. A significancia & indicada por: *** (p<0.001, altamente
significativo), ** (p<0.01, muito significativo), * (p<0.05, significativo) e ns (p20.05, ndo significativo).
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TABELA 2 — NIVEIS DE SIGNIFICANCIA ENTRE OS ANIMAIS EXPOSTOS A CHOQUE
TERMICO EM RELACAO AOS GRUPOS CONTROLES NO FIGADO

PERMANOVA ANOVA two-way
Enzima Tempo P Significdncia P Significincia
2h 0,211 ns 0,21953 ns
6h 0,464 ns 0,47252 ns
cs 12h 0,384 ns 0,37577 ns
24h 0,299 ns 0,30251 ns
48h 0,561 ns 0,55271 ns
2h 0,487 ns 0,45230 ns
6h 0,174 ns 0,16107 ns
G6PDH 12h 0,019 * 0,03496 »
24h 0,126 ns 0,13127 ns
48h 0,075 ns 0,07473 ns
6h 0,002 0,00713

0,289
0,847

0,388

6h 0,093

24h 0,986 0,98787

6h 0,306 0,28699

24h 0,054 0,05017

2h 0,045 -~ 0,04307

6h 0,164 ns 0,15314 ns
TGP 12h 0,004 i 0,00587 ik

24h 0,606 ns 0,59455 ns

48h 0,941 ns 0,95074 ns

FONTE: O autor (2025)

LEGENDA: Resultados da analise de PERMANOVA e ANOVA two-way para as enzimas CS (Citrato
sintase), G6PDH (Glicose-6-fosfato desidrogenase), HK (Hexoquinase), GLDH (Glutamato
desidrogenase), MDH (Malato desidrogenase), LDH (Lactato desidrogenase), TGO (Transaminase
glutdmico-oxalacética) e TGP (Transaminase glutdmico-pirdvica) no ¢rgdo figado, em diferentes
tempos de exposigdo (2h, 6h, 12h, 24h e 48h). Os valores de P representam os valores de p obtidos
para a PERMANOVA e ANOVA two-way. A significancia & indicada por: *** (p<0.001, altamente
significativo), ** (p<0.01, muito significativo), * (p<0.05, significativo) e ns (p20.05, nao significativo)
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TABELA 3 — NIVEIS DE SIGNIFICANCIA ENTRE OS ANIMAIS EXPOSTOS A CHOQUE
TERMICO EM RELACAO AOS GRUPOS CONTROLES NAS BRANQUIAS

PERMANOVA ANOVA two-way
Enzima Tempo P Significancia P Significancia

2h 0,406 ns 0,32035 ns

6h 0,228 ns 0,20400 ns

cs 12h 0,274 ns 0,27236 ns
24h 0,235 ns 0,28244 ns

0,305 ns 0,31161 ns

0,886 ns 0,34315 ns

0,882 ns 0,88414 ns

G6PDH 0,001 e 0,30807 ns
0,012 - 0,00895 e
s *

0, 0

0,008 .- '

8:B258EBsy8

6h

24h 0,00590

6h 0,265 0,27025

24h 0,068 0,17482

2h 0,848 0,98854 ns

6h 0,003 i 0,05934 ns
TGP 12h 0,207 ns 0,32332 ns

24h 0,171 ns 0,25542 ns

48h 0,003 -~ 0,00379 -

FONTE: O autor (2025)

LEGENDA: Resultados da analise de PERMANOVA e ANOVA two-way para as enzimas CS (Citrato
sintase), G6PDH (Glicose-6-fosfato desidrogenase), HK (Hexoquinase), GLDH (Glutamato
desidrogenase), MDH (Malato desidrogenase), LDH (Lactato desidrogenase), TGO (Transaminase
glutamico-oxalacética) e TGP (Transaminase glutdmico-pirivica) no o6rgdao branquia, em diferentes
tempos de exposigao (2h, 6h, 12h, 24h e 48h). Os valores de P representam os valores de p obtidos
para a PERMANOVA e ANOVA two-way. A significancia € indicada por: *** (p<0.001, altamente
significativo), ** (p<0.01, muito significativo), * (p<0.05, significativo) e ns (p=0.05, n&o significativo).
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TABELA 4 — NIVEIS DE SIGNIFICANCIA ENTRE OS ANIMAIS EXPOSTOS A CHOQUE
TERMICO EM RELACAO AOS GRUPOS CONTROLES NO MUSCULO

PERMANOVA ANOVA two-way
Enzima Tempo P Significdncia P Significancia
2h 0114 ns 0,11575 ns
6h 0,001 i 0,00034 e
cs 12h 0,047 - 0,04379
24h 0,977 ns 0,97579 ns
48h 0,711 ns 0,70228 ns
2h 0,001 - 0,00117 i
6h 0,08 ns 0,06665 ns
G6PDH 12h 0,175 ns 0,18653 ns
24h 0,079 ns 0,09005 ns
48h 0,182 ns 0,18468 ns
0,001 000053

0,251 - 0,2575:

0,072 0,07586

0,734 0,71311

0,992 0,99694
0,08 0,07730
0,158 0,15374
2h 0,121 0,12078 ns
6h 0,891 ns 0,89087 ns
TGP 12h 0,675 ns 0,51616 ns
24h 0,541 ns 0,52831 ns
48h 0,498 ns 0,51815 ns

FONTE: O autor (2025)

LEGENDA: Resultados da analise de PERMANOVA e ANOVA two-way para as enzimas CS (Citrato
sintase), G6PDH (Glicose-6-fosfato desidrogenase), HK (Hexoquinase), GLDH (Glutamato
desidrogenase), MDH (Malato desidrogenase), LDH (Lactato desidrogenase), TGO (Transaminase
glutdmico-oxalacética) e TGP (Transaminase glutdmico-pirivica) no érgdo musculo, em diferentes
tempos de exposigdo (2h, 6h, 12h, 24h e 48h). Os valores de P representam os valores de p obtidos
para a PERMANOVA e ANOVA two-way. A significancia & indicada por: *** (p<0.001, altamente
significativo), ** (p<0.01, muito significativo), * (p<0.05, significativo) e ns (p20.05, ndo significativo).
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5. DISCUSSAO

A exposicdo a uma situagdo adversa de choque térmico agudo (31°C)
desencadeou alteragbes significativas no metabolismo energético de Asfyanax
lacustris de forma diferente nos 6rgdos analisados, e ao mesmo tempo
complementares, evidenciadas pela modulacio de enzimas-chave das vias
glicoliticas, do ciclo de Krebs, fermentativas e do metabolismo de aminoacidos em
dinamicas temporais diferentes. Essas respostas refletem uma reorganizagio
metabdlica frente a necessidade de manter a homeostase em uma condigao de
estresse térmico.

5.1. COMPORTAMENTO DOS ORGAOS ANALISADOS
5.1.1. Encéfalo

No encéfalo de A. lacustris a atividade da LDH aumentou em 31°C quando
comparada com 21°C, principalmente em um primeiro momento até 12 horas de
exposicado. Isto pode indicar que o peixe optou por fazer a transicdo para o
metabolismo anaerébico ocasionado provavelmente por uma condi¢do de hipdxia ou
mesmo pelo dano celular devido a temperatura elevada do ambiente. O aumento de
temperatura provoca hipéxia nos ambientes aquaticos naturais, além de aumentar a
demanda energética nos tecidos e a produgéo de EROs, resultando em estresse
oxidativo (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; LUSCHAK, 2011; POL; FLIK; GORISSEN,
2017; WEN et al., 2018). Estratégias adaptativas identificadas em espécies de
peixes demonstram ajustes metabdlicos selecionados evolutivamente e que
garantem a sobrevivéncia em situacdo de estresse ambiental, com ajustes entre
anabolismo e catabolismo e na produgido e demanda de energia, a partir das fontes
moleculares de carboidratos, proteinas e acidos graxos (POL; FLIK; GORISSEN,
2017). O pico da atividade de LDH foi entre 6 e 12 horas, e apds este periodo de
exposicdo sua atividade diminuiu continuamente. Esse aumento da LDH poderia
indicar uma necessidade de complementacéo da produgdo de ATP através da via de
fermentacdo latica, em uma busca compensatéria da limitagdo de distribuicdo de
oxigénio ou um atraso na adaptagédo mitocondrial.

Paralelamente a isso, no encéfalo de A. lacustris, as enzimas biomarcadoras
do metabolismo energético de carboidratos HK e G6PDH tiveram seu pico em 12 e
24 horas respectivamente, seguidas por uma forte queda na atividade em 48 horas.
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Isto pode indicar uma tentativa de fortalecimento da via glicolitica e um subsequente
esgotamento de substrato. O aumento da atividade de HK indica uma intensificagéo
da glicolise para suprir a demanda energética elevada causada pelo estresse
térmico. Esse padrdo é comum em peixes submetidos a altas temperaturas, como
observado em estudos com Astyanax lacustris e outras espécies (SCHLEGER et
al.,2022 e 2024). Dessa forma o aumento na atividade da HK em 12 e 24 horas apos
a exposicao ao estresse indica um aumento na captacio e fosforilagéo da glicose,
sugerindo intensificagcdo da glicélise como via prioritaria para suprimento energético
rapido. Esse padréo € comum em peixes submetidos ao calor, como observado em
estudos com Oreochromis nilolicus e outras espécies, nos quais o aumento da
temperatura induz maior atividade glicolitica como adaptac¢éo ao incremento da taxa
metabdlica (YOUNIS, E. M., 2015; LIU et al., 2023). Ja para G6PDH este aumento
pode estar relacionado a necessidade de combater o estresse oxidativo gerado pelo
aumento da temperatura, especialmente em tecidos metabolicamente ativos como o
encéfalo (LUSHCHAK, 2021).

As enzimas encefalicas CS e MDH, em A. lacutris, tiveram um pequeno
aumento em sua atividade em 12 e 24 horas respectivamente. Esse aumento da
atividade de CS pode indicar um refor¢o na capacidade de produgdo aerébica de
energia, através da via ciclo de Krebs, ou talvez uma adaptagdo mitocondrial
posterior a glicélise e fermentagéo, visto o seu aumento descrito a cima em tempos
similares através do aumento da atividade de HK (LIU et al., 2023).

Em relagdo ao metabolismo de aminoacidos ndao houve aumento significativo
nos biomarcadores analisados no encéfalo de A. Jacustris. Esta falta de alteracao de
TGP e GLDH acrescidos da redugdo da TGO pode sugerir que nesse 6rgéo o
metabolismo de aminoacidos n&o foi uma via preferencial para producédo de ATP. A
queda na atividade de TGO em 12 horas pode ser interpretada como uma forma de
evitar o excesso de entrada de intermediarios no ciclo de Krebs ou mesmo uma
diminui¢gdo temporaria da atividade catabdlica (KEHL-FIE; SKAAR, 2010).

5.1.2. Branquias
A oscilagdo apresentada pela HK nas branquias de A. lacustris, pode indicar

que inicialmente a via glicolitica estava suprimida em 2 horas como resposta ao
estresse térmico agudo, mas que a via possivelmente foi ativada a fim de compensar
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a demanda energética em 6 horas. Posteriormente, a partir de 24 horas houve
novamente a queda da atividade de HK em relagdc ao controle, indicando a
utilizacéo de outras vias metabdlicas.

O aumento inicial da atividade de G6PDH pode indicar uma ativagéao
transitéria da via das pentoses fosfato para produgéo de NADPH, nas branquias de
A. lacustris, possivelmente visando melhorar a resposta antioxidante, mas que
posteriormente em 12 € 24 horas apresentou uma provavel inibicdo possivelmente
ligada a exaustao celular ou ajuste fino do metabolismo redox (LUSHCHAK, 2011).

A atividade de LDH apresentou queda inicialmente no tempo de 2 horas
seguida de um aumento de atividade em 6 horas de exposigédo ao choque térmico.
Isso pode indicar uma fase inicial de inibi¢do da respira¢do anaerdbica, seguida por
um breve aumento, possivelmente como forma de complementar a produgéo de ATP
sob provavel restricdo de oxigénio ou por grande aumento na demanda.

A CS nao apresentou diferenga significativa nas branquias de A. /acutris. Este
comportamento pode indicar estabilidade da fungio mitocondrial sobre estresse nos
tempos testados, considerando pelo menos a fase inicial do ciclo de Krebs. Ja a
MDH, apresentou respostas semelhantes a LDH, o que pode indicar uma resposta
coordenada das enzimas do metabolismo energético. Ambas acompanharam de
forma semelhante as flutuagcdes na demanda energética nesse tecido.

Os biomarcadores do metabolismo de aminocacidos em branquias de A.
lacustris, TGO e TGP, apresentaram diminuicio da atividade. Isto indica que a
transaminagao da alanina e a transaminagéo do aspartato séo inibidas. Para GLDH,
houve um breve aumento abrupto no tempo de 6 horas indicando a ativagdo do
metabolismo de aminoacidos como fonte energética alternativa, mas seguido de um
controle negativo para evitar degradacédo excessiva de proteinas estruturais. Este

processo pode ocorrer em resposta a estressores agudos.

5.1.3. Figado

O figado & o principal érgdao regulador do metabolismo energético e
desempenha fun¢fes cruciais na glicolise, gliconeogénese e metabolismo de
proteinas (MOURA et al. 2006). Em figado de A. lacustris, a atividade da HK nao
apresentou aumento significativo no figado. Esta redugéo pode ter ocorrido por uma
redistribuicdo de substratos energéticos para outros tecidos mais demandantes.
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Esse padrdo sugere uma transicdo do metabolismo glicolitico para outras vias
energéticas, como a oxidagdo de aminoacidos, em fases mais prolongadas do
estresse. Partindo dessa suposicdo, podemos observar que as enzimas
biomarcadoras do metabolismo de aminoacidos sofreram incrementos significativos,
indicando o aumento do consumo de aminoacidos. A atividade de TGO apresentou
aumento significativo a partir de 12 horas até 48 horas de exposigdo ao choque
térmico. A GLDH teve aumento da atividade em todos os tempos, com significancia
em 6, 24 e 48 horas. Isso resultados a ideia de que o metabolismo do figado de
Astyanax lacustris optou pelo catabolismo de aminoacidos. A TGP teve uma queda
significativa em 12 horas, que se manteve nos tempos seguintes, indicando uma
possivel exaustdo de substrato.

Em figado de A. lacustris houve um aumento significativo na atividade da
G6PDH apés 12 horas de exposi¢do, e este aumento pode ser justificado por uma
possivel intensificacdo da via das pentoses fosfato para suprir a demanda de
NADPH e reforcar a defesa antioxidante. A LDH teve um pico significativo em 2
horas indicando uma rapida ativagdo da via anaerébica em resposta ao estresse,
alguns tecidos podem ter comprometimento temporario do metabolismo aerbbico,
em resposta a estresse térmico agudo, e pode ser devido a um comprometimento
temporario da eficiéncia mitocondrial (IFTIKAR et al., 2014).

A CS se manteve sem alteragdo ao longo dos tempos de exposigdo.
Provavelmente o potencial oxidativo mitocondrial hepatico se manteve estavel,
mesmo com o estresse térmico. Isso pode indicar um papel mais conservador do
figado, priorizando fungfes essenciais mesmo sob estresse, diferentemente do
musculo, que tende a modular fortemente essa via (THANH et al., 2014). Embora a
CS nédo tenha apresentado alteragbes significativas, a MDH teve um aumento de
atividade em 2 horas. Isto pode estar relacionado com a atividade da MDH do
citosol, com uma tentativa de manter a oxidagédo de substratos e a regeneracdo de
NAD" no citosol, possibilitando continuidade do metabolismo glicolitico.

5.1.4. Masculo
O tecido muscular, responsavel pela locomogéo, responde rapidamente a

mudan¢as na demanda energética, que podem ser causadas por estressores
(MORASH; VANDERVEKEN; MCCLELLAND, 2014). A diminuigéo da HK, observada
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no musculo de A. lacustnis, pode indicar um redirecionamento do metabolismo
energético do musculo branco, priorizando vias alternativas a glicélise, como a
fermentacao latica.

O aumento na atividade da LDH nos tempos de 2 e 12 horas, sugere uma
intensificacdo da glicdlise anaerdbia para a rapida producéo de ATP.

Além disso, observou-se um aumento na atividade da CS nos tempos de 6 e
12 horas, o0 que indica adaptagcido metabdlica mitocondrial para aumentar a producgéo
de energia, através do ciclo de Krebs (EKSTROM et al., 2016; YAN; XIE, 2015).

Essas alteragbes refletem uma resposta adaptativa imediata para suprir as
exigéncias energéticas impostas pelo choque térmico no musculo de A. facustris.
Resposta semelhante foi observada no trabalho de VOITURON et al. (2022), com
musculo de juvenis de Dicentrarchus labrax. Neste trabalho observou-se que os
juvenis de D. labrax expostos a alta temperatura (26°C) tiveram uma maior atividade
mitocondrial, elevando tanto o consumo de oxigénio quanto a producéo de ATP,
tendo uma maior eficiéncia mitocdndrial. Outro trabalho relacionado foi o
desenvolvido por BOUCHARD (2003) com truta arco-iris {Oncorhynchus mykiss)
mostrando que a aclimata¢dc ao calor levou a ajustes na atividade de enzimas
mitocondriais, entre elas a CS, no miusculo, sugerindo uma compensagao térmica
para manter a capacidade oxidativa.

Em musculo de A. lacustris, o aumento da atividade de MDH, junto com CS,
reforca a ativagdio do metabolismo aerébico como uma resposta adaptativa
secundaria ao estresse térmico. Também pode estar relacionado ao suporte a
regeneracdo de NAD® para manter a glicdlise funcionando. Estudos em
Scophthalmus maximus e Perca fluviatilis mostram aumento dessas enzimas sob
estresse térmico, reforgando a ativagdo do metabolismo aerébico (EKSTROM, et al.,
2017; YANG, et al., 2020). Esse incremento, além de apoiar a fungdo mitocondrial,
também pode regenerar NAD" via MDH, mantendo a glicélise operante.

6. CONCLUSOES
Este trabalho identificou alteragdes significativas no metabolismo energético

de carboidratos e proteinas de Asfyanax lacustris expostos ao choque térmico ao
longo da escala temporal. Estes ajustes metabdlicos ocorreram em taxas de



53

variacdo diferentes em relac@c aos seus respectivos controles no encéfalo, figado,
branquias e musculo.

O encéfalo demonstrou uma ativagéo inicial do metabolismo anaerdbico, com
pico de LDH entre 6 e 12 horas, seguido por um aumento da atividade glicolitica e
da via das pentoses fosfato, sugerindo uma resposta rapida para suprir a demanda
energética e lidar com o estresse oxidativo. O envolvimento limitado do metabolismo
de aminoacidos neste tecido indica a priorizag&o de vias rapidas de geracdo de ATP.

As branquias apresentaram flutuagdées nas principais enzimas energéticas,
sugerindo um ajuste fino e transitério da glicolise, fermentacdo e resposta
antioxidante, com ativagdo pontual do metabolismo de aminoacidos, possivelmente
como via energética secundaria.

No figado, observou-se uma estratégia distinta, com predominio do
catabolismo de aminoacidos e estabilidade da via oxidativa mitocondrial, apontando
para um papel regulador e conservador desse 6rgao na redistribuicdo de recursos
energéticos. A elevacio da G6PDH reforca sua importdncia na defesa contra o
estresse oxidativo.

Por fim, o musculo esquelético apresentou um perfil adaptativo evidente, com
aumento da LDH e CS, indicando tantc o uso de vias anaerdbicas quanto uma
adaptacéo mitocondrial para suportar o aumento da demanda energética. A resposta
concertada entre LDH, CS e MDH reflete uma estratégia de curto e médio prazo
para manutencéo da funcdo contratil sob estresse térmico.
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CAPITULO II - ALGORITIMO PARA OTIMIZACAO DA INFERENCIA DE
ATIVIDADE ENZIMATICA OBTIDA PELA LEITURA DE MICROPLACAS PELO
METODO ESPECTROFOTOMETRICO COM O USO DE SLIDING WINDOWS

RESUMO

A precisdo na interpretacdo de dados cientificos &€ fundamental para a
confiabilidade dos resultados, uma vez que erros podem levar a conclusdes
equivocadas e comprometer a validade dos estudos. No contexto da bioguimica, a
inferéncia da atividade enzimatica € um dos procedimentos mais comuns, e diversos
métodos tém sido desenvolvidos para essa finalidade, como titulagoes, ensaios
flucrométricos e técnicas radioisotopicas. Existem diversas maneiras de inferir a
atividade enzimatica em modelos biologicos, dentre as quais os baseados no uso de
dados espectrofotométricos sdo amplamente utilizados. Sua determinagéo, por tais
métodos, geralmente consiste em mensurar a alteragdo na absorbdncia de um
componente especifico a determinada substéncia em fungéo do tempo, utilizando-se
a porc¢éao linear da curva que descreve a taxa de alteragdo em fungéo do tempo,
sendo esta diretamente relacionada & atividade da enzima estudada, conforme
estabelecido pela Lei de Beer-Lambert. Tradicionalmente, a sele¢do da porcio linear
da curva é realizada manualmente, analisando-se graficamente a variacdo da
absorbancia em fun¢do do tempo. No entanto, essa abordagem esta sujeita a erros
de interpretacéo e pode ser ineficiente em ensaios de alta produtividade, como os
realizados em microplacas. Neste trabalho, propde-se uma metodologia para
otimizar o calculo da atividade enzimatica proveniente de leituras de microplacas por
espectrofotdbmetro, por meio da otimizacdo da selegdo do melhor subconjunto de
pontos consecutivos que atendam a dois critérios principais: pertencerem a porgéo
linear da curva e compreenderem um intervalo de tempo superior a 3 minutos de
leitura. Para isso se faz uso de sliding windows. O algoritimo proposto foi testado em
dados de amostras de peixe para atividade das enzimas citrato sintase (CS) e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), através de uma solugdo computacional
usando o software Python. Ele foi capaz de identificar todas as solugbes possiveis
respeitando as respectivas restricdbes metodolégicas de linearidade dos pontos
continuos e tempo de leitura. As atividades enzimaticas resultantes foram maiores
que as obtidas pelo método manual mantendo um R? superior.

Palavras-chave: atividade enzimatica, espectrofotometria, linearidade, otimizagéao
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1. INTRODUGAO

A determinacéo da atividade enzimatica € uma ferramenta fundamental em
estudos bioquimicos e fisiolégicos. Existem enumeras formas de inferir a atividade
enzimatica de um sistema biolégico, dentre as quais as metodologias baseadas na
leitura de dados pelo espectrofotdmetro se destacam pela relativa praticidade e
utilizac&o eficaz em diversas reagbes enzimaticas (KEI, 2024).

Estes ensaios se baseiam em um principio fisico-quimico estabelecido pela lei
de Beer-Lambert, que relaciona a absorbancia da luz por uma substancia a sua
concentragdo. Esta relagéo entre absorbancia e tempo gera a curva de progresso,
que em sua porcéo linear, sob condicbes saturantes de substrato, & diretamente
proporcional a concentragéo da enzima ativa presente (BOECKX et al., 2017). Essa
regido linear & caracterizada por uma taxa constante de formacéo de produto e, por
nao ser afetada pela limitagéo de substrato ou inibigdo por produto, representa uma
estimativa confiavel da atividade catalitica maxima sob as condi¢des experimentais
aplicadas (BOECKX et al., 2017; BURSCH; OLP; SMITH, 2023).

A selecédo dos pontos lineares da curva de absorbancia pode ser realizada de
diferentes maneiras. Tradicionalmente, essa selegdo é feita manualmente,
analisando-se graficamente a curva de absorbdncia em fun¢do do tempo e
identificando a regido onde a absorbéncia varia linearmente. A sele¢gdo manual dos
pontos de leitura da porgdo linear da curva, além de trabalhoso esta suscetivel a
vieses. Erros na selegdo dos pontos podem comprometer a reprodutividade e a
padronizacdo das analises (HALLING et al., 2018; NARAYANAN, 2021). E embora
existam diversos programas para analises cinéticas enzimaticas, ainda existe uma
caréncia de ferramentas com foco em dados continuos de analises enzimaticas para
velocidade inicial (BURSCH; OLP; SMITH, 2023).

1.1 OBJETIVO GERAL

Melhorar a selegdo de pontos provenientes da leitura de microplacas no
espectrofotdbmetro para o calculo da atividade enzimatica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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» Compreender a dimensao das possibilidades de resposta para selegao de
pontos de leitura respeitando a metodologia de inferéncia da atividade enzimatica
baseada em espectrofotometria;

= Analisar o célculo da atividade enzimatica como um problema de otimizagéo;

* Propor um algoritmo para a inferéncia da atividade enzimatica utilizando
janelas deslizantes para otimizar a resposta;

* Verificar seu desempenho na inferéncia da atividade enzimatica.

1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho estad organizado em 6 segbes. A primeira segéo
apresenta o trabalho e seus objetivos. A segunda secéo apresenta uma reviséo da
literatura dos contelidos pertinentes ao trabalho: Método espectrofotométrico de
inferéncia da atividade enzimatica; Espectrofotometria de microplacas; Otimizacéo; e
Sliding windows.

Na secao trés & apresentado a inferéncia da atividade enzimatica como um
problema de otimizagdo proposto. Na quarta segdo é proposto um algoritmo para
solucéo desse problema de otimizagdo. A quinta se¢cdo mostra a aplicagdo desse
algoritmo em amostras reais.

Por fim, a sexta se¢cdo apresenta as consideracbes finais e sugestbes para

trabalhos futuros.

2. REVISAO DA LITERATURA

21 METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE INFERENCIA DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

A espectrofotometria baseia-se na Lei de Beer-Lambert, que estabelece uma
relagdo linear entre a absorbéancia (A) de uma solugdo e a concentragdo (c) do
analito, expressa pela equagéo A=e-c:l, onde € é o coeficiente de extingdo molar e |
€ o caminho optico da cubeta. Para inferir a atividade enzimatica, & essencial

monitorar a reagdc na porgao linear da curva de absorbancia, onde a variagédo da
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absorbancia € diretamente proporcional ao tempo. Essa regido € conhecida como
"fase linear" ou "regime de velocidade inicial' (BERGMEYER, 1974)

Uma curva de progresso da reagdo enzimatica ndo € linear o tempo todo
porque a velocidade da reagéo varia com o tempo. Durante a fase inicial da curva
(lag phase) a velocidade & baixa pois a enzima ainda estd se ligando ao seu
substrato, e durante a fase de saturagéo (declinio) a reagdo perde a velocidade
devido a fatores como o esgotamento de substrato ou a inibicdo pelo produto
(BROOKS et al., 2004).

Essa regido linear & caracterizada por uma taxa constante de formagédo de
produto e, por ndo ser afetada pela limitagdo de substrato ou inibigdo por produto,
representa uma estimativa confiavel da atividade catalitica maxima sob as condi¢bes
experimentais aplicadas (BOECKX et al., 2017; BURSCH; OLP; SMITH, 2023). Ou
seja, nessa regido nac ocorre varia¢ao da velocidade (BROOKS et al., 2004). Neste
periodo da reagdo enzimatica, a velocidade de formagéo do produto (ou de consumo
do substrato) se mantém constante, ou seja, quantidade por tempo. Sob estas
circunstancias a inclinagéo da curva esta refletindo sem interferéncias significativas
de efeitos secundarios (como esgotamento de substrato ou inibi¢do por produto), a
atividade enziméatica sob as condi¢des do ensaic (BROOKS et al., 2004).

Quando assumimos a linearidade de uma regido da curva de progresséo,
podemos aplicar a regresséo linear ou outro método linear padrdao para obter as
taxas iniciais e poder inferir a atividade enzimatica (BOECKX et al., 2017).

Desta forma a fase linear onde o substrato & abundante a enzima apresenta o
funcionamento em velocidade maxima, pois a enzima esta saturada pelo substrato e
opera em sua taxa maxima (BOECKX et al., 2017).

A taxa de variagdo pode ser expressa pela equacdo a seguir, e esta
diretamente relacionada a inclinagdo (slope) e a velocidade inicial da curva de
progressdo. Portanto ao encontrar a maior velocidade, encontramos 0 momento
quando a enzima esta mais saturada pelo substrato e sua taxa maxima sob as
condi¢ctes do ensaio. (BOECKX et al., 2017; BROOKS et al., 2004)

dy _ -
= slope =v,

2.2, ESPECTROFOTOMETRIA DE MICROPLACAS
A espectrometria de microplacas € uma técnica de alta produtividade que
utiliza microplacas com diferentes quantidades de pogos para medir a absorbancia
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em miultiplos pogos simultaneamente. (ASHOUR, GEE e HAMMOCK, 1987;
POWERS et al., 2007). A analise de leituras de microplacas no espectrofotometro
gera um conjunto de dados relacionando o tempo e a absorbancia para cada pogo
da microplaca (FIGURA 1).

FIGURA 1 — LEITURA DE MICROPLACAS NO ESPECTROFOTOMETRO

=

P

Slstema de
reacio Espectrofotometria Dados da leitura de microplacas
¢ P]petaﬂem em

microplacas

Fonte: O Autor (2025)

LEGENDA: Exemplo simplificado de uma leitura de microplacas pelo espectrofotémetro. a = E
montado um sistema de reagdo conforme a metodologia especifica da enzima que esta sendo
trabalhada para fornecer o substrato adequado para enzima; b = O sistema de reagédo junto com a
amostra trabalhada € pipetado na microplaca com o auxilio de micropipetas; ¢ = Ocorre a leitura no
espectrofotdmetro em comprimento de onda adequado a enzima trabalhada; d = os dados séo
interpretados pelo software associado ao espectrofotdmetro para gerar a curva de progresséo.

O processo de identificagdo da porgao linear da curva de absorbéncia em
funcdo do tempo pode-se utilizar do coeficiente de determinacgéo (R?), onde quanto
mais proximo de 1, mais linear é o trecho. Desta forma, para a inferéncia da
atividade enzimatica, os autores consideram trechos da curva com um R? igual ou
superior a 0,99 para a obten¢ao da inclinagéo.Outro aspecto a ser considerado é o
intervalo minimo de leitura registrado. Periodos curtos demais podem nao expressar
corretamente a reacdo que esta ocorrendo. Desta forma se estabelece um periodo
minimo, normalmente 3 minutos, para garantir a fidelidade dos dados. (BALDWIN et
al., 2007; BIDIGARE; KING, 1981; BURTIS; ASHWOOD, 1998; CIARDELLO;
CAMARDELLA; DI PRISCO, 1995; CIARDIELLO et al.,, 2000; CHILDRESS;
SOMERO, 1979; REITMAN; FRANKEL, 1957; SABOROWSKI; BUCHHOLZ, 2002;
THUESEN; MCCULLOUGH; CHILDRESS, 2005).

2.3 OTIMIZACAO
Otimizacao pode ser definida, em termos gerais, como o processo ou método

que pode tornar algo o mais eficaz a partir de um conjunto de solugdes possiveis e
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uma selecdo de parédmetros (PAPPALARDO, PARDALOS e STRACQUADANIO,
2013; SINHA, 2019; WANG & ZHAO, 2022).

Problemas de otimizacdo podem ser aplicados em indmeras areas.
(PAPPALARDO, PARDALOS e STRACQUADANIO, 2013; WANG & ZHAO,
2022)Eles podem ser formalizados como:

Minimizaroumaximizarf (x),
sujeitoagi(x)sbi, i=1,2,...,m,
Onde x € R" é o vetor de deciséo (varidveis que podemos ajustar), f:R"> R é a

fungdo objetivo, que queremos minimizar ou maximizar, g,(x) representam as

restrigdes (igualdades ou desigualdades) que definem a regiéo viavel.

A otimizagdc de metodologias para calculo da atividade enzimatica € um
processo que visa ajustar parametros experimentais para obter resultados precisos e
reprodutiveis. Isso inclui a selecdo do comprimento de onda adequado, a
determinagdo da faixa linear da curva de absorbancia e a minimizagdo de
interferéncias, como turbidez ou presenga de inibidores. (DARWISH & ALZOMAN,
2023; GERMAN et al.,, 2011; ONYEOGAZIRI & PAPANEOPHYTOU, 2019) A
otimizagao é particularmente importante em ensaios de alta produtividade, como os
realizados em microplacas, onde a precisdo e a rapidez sao criticas. Encontrar o
melhor valor possivel de atividade enzimatica ndo apenas aumenta a confiabilidade
dos dados, mas também permite comparar resultados entre diferentes estudos e
laboratérios.

A otimizagdo da metodologia, por sua vez, é essencial para obter resultados
confiaveis e reprodutiveis, contribuindo para avangos na pesquisa basica e aplicada.
A continua evolugdo das técnicas espectrofotométricas, aliada ao desenvolvimento
de métodos computacionais para analise de dados, promete ampliar ainda mais o
potencial dessa metodologia no estudo das enzimas.

2.4 JANELAS DESLIZANTES (SLIDING WINDOWS)

Janelas deslizantes (Sliding window) € uma técnica computacional utilizada
para analisar partes de um conjunto de dados sequenciais, que podem ser séries
temporais, sinais, textos ou sequéncias genéticas, de forma progressiva e continua
(NURAN TUNC-SKARKA et al., 2009; WU et al., 2014).
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Seja uma série temporal univariada, como em estudos como o de
KULANUWAT et al. (1862) e SUN et al., (2024) definida como X:{x1 X5 X gyee X \,

n
com N pontos, escolhe-se uma janela de tamanho w |fixo,inteiro, 1<w <N |, Define-se

a janela deslizante W, como o subconjunto da serie: Wt:{x X, g X

1+ 20 w1 |
ondet=1, 2, 3,..,N—w—1.
Desta forma, a janela comega na posigao t e contém os proximos w valores

da série, avangando 1 ponto por vez.
3 APLICACAO DA OTIMIZAGAO NA INFERENCIA DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Nesta segcédo € apresentado o problema do numero de solugbes possiveis
para escolha dos pontos de leitura de microplacas pelo espectrofotémetro para
inferéncia da atividade enzimatica como um problema de otimizagdo. Também é
analisado o uso de sliding windows na solugd@o do problema. Por ultimo € proposto
um algoritmo para a inferéncia da atividade enzimatica utilizando sliding windows

para otimizar a resposta.

3.1 NUMERO DE SOLUCOES POSSIVEIS

Do conjunto de dados fornecido pela leitura do espectrofotémetro para cada
poco, existem um subconjunto de solugdes que atendem ao R? superior a 0,99 em
um intervalo de pelo menos 3 minutos. Se considerarmos o numero total de dados

n

de leitura para um mesmo pogo como ', o intervalo de tempo entre as leituras
consecutivas como At (em minutos), e o numero de leituras consecutivas
selecionadas para o calculo como k, podemos definir a soma dos intervalos de
tempo da leitura selecionada como:
Soma dos intervalos = (k—1) X At

Onde para k leituras consecutivas existem k—1 intervalos. Para atender o

minimo de tempo para o calculo, temos que a soma dos intervalos deve atender:
(k—=1) x At = 3

Logo queremos:
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(k—=1) x At > 3
3
k=1 > —

3
k = |=|+1

Assim, tendo o nimero de elementos (k) em uma solugéo, podemos agora
saber o numero de conjuntos de tamanho k possiveis em uma analise com n

leituras.

Niimero de conjuntos de tamanho k = n—k+1

Considerando o numero minimo de elementos da solugéo como k. temos:

3
k. = |—I|+1
min (At )+

Entdo o ndmero total de conjuntos validos é:

2, (n—k+1)

k=k_,
Se simplificarmos:
g A=K+ (n—k ; +1)(n—k ; +2)
—k+ 1 = — min min
3t 3 = B

Como um resultado de valor negativo é incoerente para o nosso problema
podemos utilizar a fungdo maximo para garantir que caso ocorra seja substituido por
zero, indicando a inexisténcia de possibilidades para resposta. Desta forma
chegamos a férmula final para 0 nimero maximo de possibilidades para os

conjuntos viaveis:

(2 =Kin* 1) (1 —kir* 2) )

max=(0, 5

Onde:

3
k . = |—1
min (At)+

Utilizando esta férmula para prever a possibilidade de grupos de leituras para
diferentes combinagdes entre intervalos de leitura do espectrofotdmetro e o tempo
total de leitura obtemos o grafico apresentado na FIGURA 1.
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FIGURA 2 — NUMERO DE CONJUNTOS VALIDOS POSSIVEIS EM FUNGCAO DO INTERVALO
ENTRE LEITURAS E O TEMPO TOTAL NO ESPECTROFOTOMETRO
2500 A

Tempo total da leitura
—@- 10 minutos
== 15 minutos
—d— 20 minutos

2000 A

1500 +

1000 -

NUmero maximo de conjuntos possiveis

500 4

M

0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50
At (minutos) entre as leituras consecutivas

FONTE: O autor (2025)

Legenda: Numero de possibilidade maximo de conjuntos resposta atendendo o requisito de 3 minutos
de leitura de microplacas continua no espectrofotdmetro em funcéo do intervalo de leitura para 3
tempos totais de leitura diferentes.

3.2 OTIMIZACAO DA INFERENCIA DA ATIVIDADE ENZIMATICA BASEADA NO
METODO ESPECTROFOTOMETRICO

A inferéncia da atividade enzimatica esta sujeita a tomada de decisdo para
selecdo do conjunto de pontos consecutivos da leitura espectrofotométrica que se
enquadrem nos requisitos metodologicos especificos. O calculo da atividade
enzimatica varia conforme a metodologia utilizada e o tipo de reacgéo pela qual sera
submetida no espectrofotdbmetro. No entanto, podemos escrever de forma genérica
esse calculo atendendo a algumas metodologias para enzimas do metabolismo
energético conforme equacgédo abaixo (BALDWIN et al., 2007; BIDIGARE; KING,
1981; BURTIS; ASHWOOD, 1998; CIARDELLO; CAMARDELLA,; DI PRISCO, 1995;
CIARDIELLO et al., 2000; CHILDRESS; SOMERO, 1979; REITMAN; FRANKEL,
1957; SABOROWSKI; BUCHHOLZ, 2002; THUESEN; MCCULLOUGH;
CHILDRESS, 2005).
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vixV,

*xD
S*I*V *P

Atividade,, = Z
=1

Onde:

v;: Velocidade da reacgéo para a i—ésima repeticao.

V,: Volume total no pogo da microplaca.

¢ : Coeficiente de extingao do sistema de reacdo.

[: Caminho éptico.

V ;- Volume da amostra na i—ésima repeticéo.

P,: Teor/concentracgéo de proteina para a i—ésima repeticéo.

D: Este € um fator de diluigéo, se aplicavel. Se a amostra foi diluida antes da
medicéo, este fator ajusta a atividade enzimatica para a concentragéo original.

A velocidade da reagéo para a i—ésima repeticio & calculada multiplicando o
"slope" (inclinagéo) da reta obtida a partir do grafico de absorbancia versus tempo
por 60. Isso converte a velocidade para unidades de absorbancia por minuto.
Substituindo temos:

~ ((slope*GO)*Vt

1
Atividad et
e v "fg; exIxV  *P,

As variaveis de decisdo sao:
t, = Tempo inicial do subconjunto de pontos selecionados.

t, = Tempo final do subconjunto de pontos selecionados.
z = Numero de pontos consecutivos selecionados entre (variavel dependente de ¢, e

te.

Se considerarmos a equacgio para inferéncia da atividade enzimatica como
fungado objetiva, os critérios metodolégicos de coeficiente de determinagéo e periodo
minimo de leitura como restrices, e os conjuntos de pontos em sequéncia que
atendem a estes requisitos como o conjunto viavel de respostas, podemos formalizar
este problema como um problema de otimizagio para encontrar o melhor conjunto
que atenda aos requisitos metodoldgicos, da seguinte forma.

((sloperGO)-Vt

-D
E'I'VGJ'PJ-

Maximizar Atividade, . = % Z
=1
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Restri¢des:

2
R (tf ,tf)>0,99
z=nimero de pontos entre ¢; e £, #
L=t <tf5tmax
a,=absorbéncia no tempo ¢,
a f=absorbz'incia no tempo ¢,

\

Como para cada pogo os valores de volume, ¢, I, P,, e D s#o constantes, o
que esta variando é o slope. Dessa forma para maximizar a atividade enzimatica
devemos encontrar o menor slope possivel. Desta forma se torna um problema de

minimizagao do slope.
4 ALGORITMO

O problema da sele¢éo do subconjunto de leituras espectrofotométricas & um
problema classificado como otimizagdo combinatéria com dados continuos. As
variaveis que deverdo ser tratadas no problema, providas dos dados gerados pelo
software Genb associado a leitura de microplacas pelo espectrofotémetro, séo pares
ordenados de tempo e absorbancia, sendo variaveis numéricas continuas.

Assim o conjunto de dados da leitura do espectrofotobmetro tem a seguinte

forma:
[(t1»A1)s (terz)s T (ti’Ai)l (ti+1’Ai+1)’ ’(tn’An)]

Ou seja:

[(ti,Al.)}Ll, onde:
t; € Réotempodai—ésima leitura,
A; € Ré aabsorbancia correspondente,
n é o nimero total de leituras.

4.1 SELECAO DOS SUBCONJUNTOS USANDO SLIDING WINDOWS
O algoritmo utiliza um processo de busca baseado em janelas deslizantes
(sliding windows) que percorrem as colunas de dados esgotando as possibilidades

de conjuntos analisando os critérios de restricdes para cada janela. A cada
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conclusdo da sequéncia de passos sobre os dados, € acrescido uma unidade a mais
no tamanho da janela e se reinicia o processo.
Para que uma janela de tamanho k seja valida, € necessario:

(k—=1)x At 23 = k = (%) +1

Definimos:

3
kmin = (A_t) +1

Para cada tamanho de janela k, comegando de k_, até n, percorremos os

dados com janelas deslizantes:

Para cada k€ [km.n,n], consideramos 0s subconjuntos:

Sj,k = I(tj:Aj)’ (tj+1:Aj+1): :(tj+k—1)Aj+k—1)}! i=1, .. ,n"k+1

Sj.k, ajustamos uma regresséo linear A = at + B e

Para cada subconjunto
calculamos:

Inclinagéo:
kz t Ay _(Z ti)(z Ai)
kz tf—(z ti)z

Coeficiente de determinagao (R?):

slope ;=

Z (Ai_Ai)z

T (a-Af

Aceitamos (guardamos) apenas subconjuntos que satisfagam:
R* > 0,99

R = 1-

Entre todas as janelas que passam o filtro de R? > 0,99 selecionamos a
janela com menor slope positivo.

A FIGURA 2 mostra uma representagdo do funcionamento das janelas
deslizantes para selegdo dos subconjuntos viaveis dentro do algoritmo de

otimizacdo. Com base no que ja foi descrito anteriormente podemos dizer que a

primeira janela terA o subconjunto: Stk = [(tl’Al)’ (tz’Az)’ ’(tkmm’Akm)]

representado pela janela verde a esquerda. Ao dar um passo a janela tera o

subconjunto: S5, = [(tz’Az)’ (t3’A3)’ ’(t"m”’A"m”)], e assim por diante até

chegar ao final dos dados.
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4.2 Solucdo Computacional

Para aplicar o algoritmo foi desenvolvido um cddigo em linguagem Python
(versao Python 3.13) para ler os dados obtidos da leitura de espectrofotémetro e
calcular o subconjunto de leituras 6timo.

O programa inicia com a leitura do arquivo com os dados do
espectrofotbmetro na forma de pares com tempo e absorbancia

[(tl,Al), (6] s ,(tn,An)], pelo qual percorrerd uma janela de tamanho k,

variando de k., até n. Para cada k, o cédigo busca todas as janelas possiveis,
ajustando um modelo para regressdo linear e calculando o coeficiente de
determinagédo (R?) a cada passo para cada subconjunto de leitura. Se o R? for
superior a 0,99 entdo calcula-se o slope, e este & atribuido a um dataframe. Para
isso tem um loop externo sobre os tamanhos de janela k, e um loop interno sobre a
posi¢ao inicial da janela.

O dataframe maior_slope (QUADRO 1) inicia com o valor atribuido de —«. A
cada calculo de slope se compara com o valor do dataframe maior_slope, se for

maior se substitui pelo novo valor do slope, e armazena-se a janela correspondente.

Pseudocédigo — Otimizagéo da Atividade Enzimatica

1: R?,, — 0.99

2: thin—3

3: At — moda(tempo[i+1] — tempol[i])
4: Knin < [tmin / At] + 1

5: maior_slope « ==

6: melhor_janela — &

7: n «— comprimento(tempo)

8: For k = ki, até n do
9: Fori=0até (n-k)do
10: Subconjunto_t « tempoli: i+ k= 1]

1: Subconjunto_A « absorbancia[i: i + k = 1]

12: slope, R? — Regressaolinear(Subconjunto_t, Subconjunto_A)
13: If R2 2 R2,i, A (Subconjunto_t[k—1] — Subconjunto_t[0]) 2 t..i, then
14; If slope > maior_slope then

15: maior_slope « slope

16: melhor_janela « (i, k)

17: EndIf

18: EndIf

19: EndFor

20: EndFor
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21: If melhor_janela = & then
22: Retornar “Nenhum subconjunto valido encontrado.”
23: Endlf

24: (imemor, Knemmor) < melhor_janela
25: atividade_total < 0

26: Forj = imelnor até (ima|hor + Knemor — 1) do

27: Atividade_j «— ((maior_slope x 60) x V) / (€ x | x Va[j] x P[j]) x D
28: atividade_total «— atividade_total + Atividade_j

29: EndFor

30: atividade_média « atividade_total / kneior
31: Retornar atividade_média

TABELA 1: Pseudoctdige do algoritmo de seleg&o de subconjunto para inferéncia da atividade
enzimatica.

5. APLICACAO EM AMOSTRAS

Este capitulo fala sobre a aplicagao do algoritimo proposto em amostras reais
para verificar seu desempenho. A abordagem proposta foi demonstrada na
determinagdo da atividade enzimatica de duas enzimas do metabolismo energético,
citrato sintase (CS) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em tecidos do
encéfalo e branquia de Asfyanax lacustris. Observou-se sua aplicagdo em leituras
com 10, 14 e 15 minutos de duragdo total. Para isso foi utilizado o programa em
python descrito anteriormente. O programa retornou todos os subconjuntos
possiveis atendendo as restrigbes e o subconjunto 6timo. Com esses dados e os
valores originais de leitura foi criado as curvas de absorbancia.

5.1 COMPARAGCAO DOS RESULTADOS DO ALGORITMO COM A LEITURA DO
ESPECTROFOTOMETRO

A FIGURA 3 mostra a janela do subconjunto étimo em uma amostra de
encéfalo de Astyanax lacustris obtida pelo algoritimo em uma leitura para inferéncia
da atividade enzimatica de citrato sintase — CS. O algoritmo encontrou 325
subconjuntos possiveis que atendiam o tempo minimo e com um coeficiente de
determinagdo superior a 0,99. O kmin para esta leitura foi de 13 observagdes. A
janela 6tima também teve uma duragio de 13 observagdes totalizando 3,2 minutos
de leitura continua, com um R2 de 0,99736.
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A curva da leitura completa atende os pressupostos de tempo € linearidade, e
se calcularmos a atividade enzimatica da CS para o periodo integral obtemos
0,03384 U / mg de proteina-'. Agora se usarmos a janela encontrada pelo algoritimo
a atividade de CS fica em 0,03851 U / mg de proteina-1.

FIGURA 4 — JANELA COM SUBCONJUNTO OTIMO EM CURVA DE ABSORBANCIA EM
AMOSTRA DE ENCEFALO DE Astyanax lacustris PARA ENZIMA CS
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LEGENDA: Curva de absorbancia a 412 nm pelo espectrofotdmetro monitorando a formag8o de um
complexo entre CoA-SH e DTNB, em amostra de tecido do encéfalo de Asfyanax lacustris para inferir
a atividade da enzima citrato cintase — C8. A janela com o subconjunto 4time encontrada pelo
algoritime possui um k de 13. O tempo de leitura tetal foi de 10 minutos. © intervalo de cada leitura
(At) foi de 16 segundos.

A segunda amostra testada foi para atividade de G6PDH em encéfalo de
Astyanax lacustris. A leitura do espectrofotémetro teve 21 observagtes com um At
de 43 segundos, totalizando 14 minutos de leitura. Se considerarmos a curva como
um todo, ela tem um R2? inferior a 0,99. Entdo considerando o maior subconjunto de
leituras consecutivas com um R? adequado temos um conjunto iniciando no segundo
ponto com k = 20 com um R2 = 0,8922. Para este conjunto foi calculado a atividade
enzimatica de: 0,010724 U / mg de proteina-'. O algoritmo encontrou o subconjunto
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6timo com k = 6 com R? de 0,9968, iniciando no 13° ponto de leitura. Para esse
subconjunto a atividade foi 0,012448 U / mg de proteina-?, conforme a FIGURA 4.

FIGURA 5 — JANELA COM SUBCONJUNTO OTIMO EM CURVA DE ABSORBANCIA EM AMOSTRA
DE ENCEFALOQ DE Astyanax facustris PARA ENZIMA G6PDH
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LEGENDA: Curva de absorbéncia a 340 nm pelo espectrofotémetro monitoranda a formac8o de
NADPH, em amostra de tecido do encéfalo de Astyanax lacustris para inferir a atividade da enzima
glicose 6 fosfato desidrohidrogenase — G6PDH. A janela com o subconjunto dtimo encontrada pelo
algoritimo possui um k de 6. O tempo de leitura total foi de 14 minutos. Q intervalo de cada leitura (At)
fai de 43 segundos.

A terceira amostra era do tecido de branquia de Astyanax lacustris para
atividade da CS. A leitura do espectrofotdmetro teve 15 minutos com intervalo entre
as observagbes de 16 segundos. Se considerarmos o intervalo com maior
linearidade para comparag¢éo temos um conjunto com k = 26 e R2 = 0,9901, iniciando
na segunda observacgéio, e a atividade enzimatica de CS correspondente a esse
intervalo é de 0,120771 U / mg de proteina-'. O algoritmo encontrou para a mesma
amostra o subconjunto 6timo com k = 13 e R? = 0,9944. Para esta janela a atividade
correspondente foi de 0,143728 U / mg de proteina-".
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FIGURA 6 — JANELA COM SUBCONJUNTO OTIMO EM CURVA DE ABSORBANCIA EM AMOSTRA

DE BRANQUIA DE Astyanax lacustris PARA ENZIMA CS
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LEGENDA: Curva de absorbancia a 412 nm pelo especirofotdmetro monitorande a formagéo de um
complexo entre CoA-SH e DTNB, em amostra de tecido da brAnquia de Asfyanax facusfris para inferir
a atividade da enzima citrato cintase — CS. A janela com o subconjunto étimo encontrada pelo
algorftimo possui um k de 21. O tempo de leitura total foi de 15 minutos. O intervalo de cada leitura
(At) foi de 16 segundos.

Para todas as amostras analisadas o algoritmo conseguiu encontrar as porgbes da
curva de progresso com slopes superiores a selegdo de pontos manuais da leitura do
espectrofotdmetro. Estas janelas de leituras respeitaram as restricbes metodolégicas de
tempo minimo de leitura continua e de linearidade, pressupostos essenciais para poder
tomar a velocidade da reagdo como medida da quantidade de atividade (BOECKX et al.,
2017; BURSCH, OLP e SMITH, 2023). Além disso, o algoritmo conseguiu analisar todas as
janelas posslveis e assim encontrando a atividade enzimética maxima.

Por final a execugdo do algoritmo tornou a inferéncia mais rapida e eficiente, visto
que obteve a atividade maxima em questéo de segundos tendo analisado todas as solugbes
possiveis.

O que o algoritmo estd fazendo ac maximizar o slope € encontrar a por¢édo da curva
em que a taxa da absorbancia por unidade de tempo & maior, respeitando os critérios
metodologicos utilizados, de forma que a atividade enzimatica subsequente & inferida na
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porcdo onde a absorbancia estd mudando com a maior velocidade constante, isto é, o
momento em que a reagéo acontece mais rapidamente.

Assim como esclarece BROOKS et al. (2004) esta regido da curva de progresso ndo
é predeterminada e varia conforme as condi¢bes do ensaio enzimatico, assim como visto

nas curvas analisadas pelo algoritmo.

6 CONSIDERAGOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

No presente trabalho foi apresentade uma interpretagdo da inferéncia da atividade
enzimatica como um problema de otimizagdo e proposto um algoritmo utilizando sliding
windows para encontrar todos os subconjuntos viaveis. A implementag¢édo do algoritimo foi
capaz de identificar todas as solugdes possiveis respeitando as restricdes metodolégicas
para a inferéncia da atividade enzimatica, além de proporcionar uma padronizacdo na
selecéo dos pontos de leitura do espectrofotdmetro.

Do ponto de vista da otimizagdo o algoritimo foi capaz de encontrar a solugéo étima
per meio de busca exaustiva, conseguindo encontrar o étimo global. Entretanto este
algoritmo s6 se torna viavel através de uma solugéo computacional. Isto, por outro lado,
permite encontrar de forma padronizada a atividade enzimética em questdo de segundos e
evita erros de sele¢cdo humana e de ambiguidade na interpretacio da atividade enzimatica.

Foi verificado o nimere alto de possiveis respostas que atendem as metodologias de
calculo da atividade enzimatica, o que poderia ocasionar a identificagdo de atividades
enzimaticas diferentes para uma mesma amostra mesmo respeitando os critérios de tempo
de leitura e linearidade da curva de absorbancia.

Do ponto de vista biolégico, embora o algoritmo respeite aos critérios metodoldgicos
de inferéncia de atividade enzimatica consultados, ainda existe a necessidade de verificar se
a solugdo étima representa fielmente a atividade enzimatica para todos os casos, e de
esclarecer completamente essa relacdo a fim de encontrar possiveis casos em que a
atividade 6tima possa ndc ser adequada, caso existam. O algoritmo foi testado em um
nimero pequenc de amostras. As andlises testadas foram com enzimas do metabolismo
energético, de forma que ainda & preciso compreender para quais tipos de enzimas o©
algoritmo & eficiente, se de forma geral ou apenas a uma parcela.

Seria interessante criar uma interfase de facil visualizagao para o usudrio.
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