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RESUMO

Os peixes por serem ectodérmicos sdo um excelente modelo para estudar as estratégias
dos organismos frente as alteragdes da temperatura. O objetivo do presente trabalho foi
relacionar o aquecimento ambiental as respostas comportamentais, alteracdes
morfofisioldgicas e a ativacdo de mecanismos moleculares de termoestabilidade celular
em Astyanax brevirhinus. Para isso os animais foram submetidos ao aumento gradual da
temperatura (+-2°C/h), a partir da temperatura ambiental (20°C) até 24°C, 28°C, 32°C.
Ap0s atingirem a temperatura de estudo os grupos experimentais foram mantidos por 2
horas nesta temperatura. Realizamos o experimento de Temperatura Critica de
Sobrevivéncia (TCS), onde os individuos foram expostos ao aumento de temperatura até
o colapso fisioldgico. Analisamos em relagdo ao aquecimento ambiental o
comportamento, a morfologia e histopatologia do coracdo e musculo esquelético, a
quantificacdo dos biomarcadores do estado redox e as expressoes tecidual da proteina de
estresse Hsp70 pela imuno-histoquimica. Os resultados mostraram que o A. brevirhinus
apresentou comportamento agitado em relacdo ao aumento da temperatura até a
temperatura de 33°C, quando passaram a ficar mais letargicos. Os achados
histopatol6gicos predominantes no musculo cardiaco e masculo esquelético relacionados
ao aquecimento foram os infiltrados inflamatdrios e necrose célular. No estudo do estado
redox relacionado ao estresse térmico evidenciamos que o musculo cardiaco apresentou
dano oxidativo, tanto na peroxidacdo lipidica como nos compostos carbonilicos
resultantes de danos a proteinas. O musculo esquelético se manteve mais estavel na
producdo de espécies reativas de oxigénio. A expressdo da proteina Hsp70 aumentou com
0 aquecimento, contudo na TCS as Hsp70 também se desnaturaram. Concluimos que o
aumento da temperatura causa danos morfologicos, fisiologicos e moleculares nos tecidos
musculares, contudo mecanismos fisioldgicos de termoestabilidade celular e tecidual séo
recrutados durante este processo e podem representar no A. brevirhinus possibilidades de

adaptacOes organicas a novas temperaturas.

Palavras chave: Aquecimento. Histopatologia. Hsp70. Temperatura. Estresse oxidativo






ABSTRACT

Fishes being ectodermic are an excellent model for studying the strategies of organisms
against temperature changes. The objective of the present study was to relate
environmental heating to behavioral responses, morphophysiological changes and the
activation of molecular mechanisms of cellular thermostability in Astyanax brevirhinus.
For this, the animals were submitted to a gradual increase in temperature (+ -2 ° C / h),
from ambient temperature (20 ° C) to 24 ° C, 28 ° C, 32 ° C. After reaching the study
temperature the experimental groups were maintained for 2 hours at this temperature. We
performed the Survival Critical Temperature (TCS) experiment, where individuals were
exposed to temperature increase until physiological collapse. We analyzed the behavior,
morphology and histopathology of heart and skeletal muscle, quantification of redox
biomarkers, and tissue expression of Hsp70 stress protein by immunohistochemistry. The
results showed that A. brevirhinus presented agitated behavior in relation to the increase
of the temperature until the temperature of 33 ° C, when they became more lethargic. The
predominant histopathological findings in heart muscle and skeletal muscle related to
warming were inflammatory infiltrates and cell necrosis. In the study of the redox state
related to thermal stress, we showed that the cardiac muscle presented oxidative damage,
both in lipid peroxidation and in the carbonyl compounds resulting from protein damage.
Skeletal muscle remained more stable in the production of reactive oxygen species.
Expression of the Hsp70 protein increased with the heating, however in TCS the Hsp70
also denatured. We conclude that the increase in temperature causes morphological,
physiological and molecular damages in the muscular tissues, but physiological
mechanisms of cellular and tissue thermostability are recruited during this process and

may represent in A. brevirhinus possibilities of organic adaptations at new temperatures.

Key words: Heating. Histopathology. Hsp70. Temperature. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO:

A problematica das mudancas climaticas € um dos maiores desafios socioecondmicos
e cientificos que a humanidade tera que enfrentar ao longo deste século (Medeiros et al.,
2012). As emissdes de COz2 possui uma grande efetividade no aumento das temperaturas
da superficie terrestre e esse aumento pode provocar danos irreversiveis ao clima (Marego
e Valverde 2007).

De acordo com o relatério “Intergovernmental Panel on Climate Change” (IPCC-
2014) se essas emissOes continuarem em tendéncia atuais até 2100 a temperatura do
planeta pode aumentar até 4,8°C. Em relacdo a temperatura da agua tendera a aumentar
de 1°C a 8°C nos proximos 200 anos.

A temperatura € um fator abiotico de grande relevancia, afetando diretamente o
comportamento e a sobrevivéncia dos organismos (Sartorio, 2013). O aumento da
temperatura pode provocar mudancas no tempo de reproducdo, bem como mudangas no
sucesso reprodutivo, recrutamento, crescimento, mortalidade de espécies e sua
distribuicdo geogréafica (Portner, 2002). Além disso, as alteracGes na temperatura podem
comprometer a velocidade das reagdes, o estado conformacional das macromoléculas ea
estabilidade das proteinas (Alexandrov e Bernstam1977).

Para compreender a resposta dos animais frente a essas variagdes ambientais, estudos
ecofisioldgicos abordam as estratégicas de sobrevivéncia dos organismos, suas
tolerancias a variagdes fisico-quimicas e suas adaptacfes ao meio (Gutierre, 2011). Os
peixes sdo um excelente modelo para estudar os efeitos celulares da temperatura, pois eles
sdo ectodérmicos e respondem mais prontamente as essas variagdes, com isso podem
sofrer estresse térmico e prejudicar suas fungdes fisiologicas (Cardoso, 2015).

As alteracBes fisiologicas nos peixes devido a temperatura afetam seu
comportamento. Em altas temperaturas os peixes tendem a exibir repeticdo de acfes a
medida que se aproximam do colapso fisiologico, sendo elas; o inicio de espasmos
musculares (Matthews e Maness, 1979), perda do equilibrio no nado (Watenpaugh etal.,
1975), perda dos batimentos operculares (Bettoli et al., 1985) e perda de resposta ao
estimulo tatil (Heath et al., 1994).

Esses colapsos fisioldgicos ndo acontecem na mesma temperatura para todos 0s
peixes (Beitinger et al., 2000). Assim, existem dois métodos experimentais utilizados para

determinar a tolerancia térmica, o0 método estatico ou Fry e o método dinamico (Mora &
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Maia, 2006). No método estatico os peixes sdo expostos subitamente a uma temperatura
constante superior ou inferior aos limites da espécie, posteriormente, sdo analisados a
relacdo entre o tempo de exposicao, a temperatura e a morte para 50% dos individuos,
sendo denominada temperatura letal incipiente (Fry, 1947)

No método dindmico, utilizado nesse trabalho, os peixes sdo aclimatados a
temperatura do ambiente e depois expostos ao aumento ou diminui¢cdo progressivo da
temperatura até chegar no momento subletal (Cardoso, 2015). O ponto final (endpoint) é
estabelecido quando a locomocéo se torna desorganizada e o peixe perde a capacidade de
escapar de condi¢des que podem levar a sua morte. Sao denominadas temperatura critica
maxima (CTMax- critical thermal maximum) e temperatura critica minima (CTMin-
critical termal minimum) (Beitinger et al., 2000). Em metodologias onde a mudanca de
temperatura é lenta o endpoint utilizado no experimento ¢ o letal (Fields et al., 1987).

Com o aumento da temperatura alteracdes morfolégicas sdo observadas e podem
determinar as respostas bioldgicas a esse estresse. A histopatologia gera dados sobre
lesBes em niveis teciduais e quando associados a outros métodos de andlise auxiliam na
compreensdo de determinadas modificacdes do tecido (Lins et al., 2007).

Além das alteracbes morfoldgicas 0 aumento da temperatura causa um maior
consumo do oxigénio, limitando a tolerancia térmica dos animais aquaticos. A diminuicao
das taxas de oxigénio tecidual produz em excesso os radicais livres provocando o estresse
oxidativo no organismo (Portner, 2002).

Os radicais livres sdo definidos como qualquer aomo, molécula ou fragmento
molecular contendo um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de valéncia
(Pereira, 1996). Radicais livres, assim como outras moléculas derivadas do oxigénio sdo
coletivamente denominadas de espécies reativas de oxigénio (EROs, do inglés ROS). As
principais espécies reativas radicalares centradas no oxigénio sdo o anion superoxido
(O2+—) e o radical hidroxila (HO¢), os ndo radicalares sdo representados pelo oxigénio
singleto (102%*) e pelo perdxido de hidrogénio (Hz2 O2) (Costa, 2017).

As espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas em processos de sinalizacdo e
ativacdo de receptores celulares e na expressédo génica (Valko et al., 2004), porém quando
hé& producdo exacerbada dessas moléculas podem gerar dano celular e até a morte da
célula. A maior producdo de EROs provoca o desequilibrio redox, onde hd um excesso

de oxidantes em relacdo aos antioxidantes (Sies e Jones, 2006). Existem moléculas que
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funcionam como biomarcadores desse desequilibrio, nesse estudo utilizaremos a TBARS
(Substéncias reativas ao &cido tiobarbiturico) e a formacéo de derivados carbonilicos em
proteinas.

O TBARS indica o dano oxidativo aos lipidios. Para mensurar a peroxidacéo lipidica
usa-se 0 composto malondialdeido (MDA) que € o produto de degradagdo em reagdo com
0 &cido tiobarbitdrico, assim detectam as suas substancias reativas (Ohkawa et al., 1979).
Outro marcador de desequilibrio redox é a formacdo de derivados carbonilicos em
proteinas que indica o dano oxidativo da proteina. Com a oxidacéo dos aminoacidos ha a
producdo de compostos carbonilados que sdo um marcador de inativagdo proteica
(Filippin et al., 2008). Essa inativacdo leva a degradagdo proteossémica, contudo o
préprio proteossoma pode ser alvo da inativacdo oxidativa , o que limita a capacidade das
células processarem proteinas com derivados carbonilicos (Wu et al., 2009).

Um mecanismo de defesa para as espécies reativas de oxigénio sdo os componentes
antioxidantes. Essas substancias podem atrasar, prevenir ou remover o dano oxidativo
mantendo a integridade celular e o bom funcionamento do organismo (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Existem antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos e ambos sdo
encontrados nos meios intra e extracelulares (Powers e Jackson, 2008).

A superdéxido dismutase (SOD) é um antioxidante enzimatico que catalisa a
dismutacdo do superdxido em uma espécie menos reativa, o perdxido de hidrogénio e
oxigénio molecular (Costa, 2017). Existem trés isoformas do SOD que diferem pela
ligacdo do metal ao seu sitio ativo, SOD1 e SOD3 ligando-se no cobre e zinco e a SOD2
ligando-se ao manganés. E pela sua localizagéo celular; SOD1 encontrado no citoplasma,
espaco intermembranas da mitocondria e lisossomos, SOD2 presente na matriz
mitocondrial e 0 SOD3 encontrado nos fluidos extracelulares como plasma, linfa e liquido
sinovial (Powers e Jackson, 2008).

Outro antioxidante enzimatico é a catalase (CAT) que tem funcdo de converter o
peroxido de hidrogénio em &gua e Oz (Barreiros e David, 2006). Para a decomposicéo do
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular a enzima utiliza o Fe? ligado ao
grupamento heme da catalase, essa enzima esta localizada nos peroxissomos, mitocondria
e nucleo.

O método ndo enzimatico utilizado para medir a capacidade antioxidante total do

tecido € o FRAP (Ferric Reducing Antioxdant Power) que consiste em determinar a
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capacidade da reducdo no ferro pelo antioxidantes ndo enzimaticos presentes no tecido
(Benzie e Strain, 1996).

Na sequéncia de eventos fisiologicos ao estresse térmico pode-se afirmar a
desnaturacdo e perda das funcbes proteicas (Portner, 2001). Dessa maneira mecanismos
de protecdo séo ativados para manter a homeostase corporal e garantir o equilibrio de suas
fungdes quando sofrem o aumento de temperatura (Maraschi, 2012). Uma resposta de
protecdo celular ao estresse térmico € a ativacdo das proteinas de choque térmico (Hsp-
Heat Shock Proteins) (Lindquist e Graig, 1988). Conhecidas como chaperonas
moleculares, sdo proteinas capazes de interagir com o enovelamento de outras proteinas,
prevenindo interacbes errbneas, ma formacdo e desdobramentos proteicos (Cagliari,
2009). E necessario destacar que nem todas Hsps agem como chaperonas (Ellis e Hartl,
1999).

As HSPs se encontram em todos 0s organismos, desde as bactérias até os mais
complexos como o homem. Em células ndo estressadas elas auxiliam na montagem de
polissacarideos, dobramento proteico (Geething e Sambrook, 1992), na translocacédo de
proteinas (Chirico et al, 1988) e na degradacdo das proteinas deformadas (Lindquist e
Craig, 1988). Quando o organismo é exposto a um estressor, a sintese de Hsp aumenta e
esse aumento fornece a célula uma protecdo adicional importante na restauracdo da forma
nativa da proteina (Benavides, 2013). Assim que o sinal de estresse € removido, as
proteinas deixam de ser geradas em resposta ao choque térmico e sdo rapidamente
diminuidas. Essa diminuicdo é importante para reduzir os custos energéticos da sintese
de Hsp (Currie et al., 2011).

As HSPs sdo agrupadas de acordo com suas sequéncias de aminoacidos e com seus
pesos moleculares em kilodantons (KDa) (Fuller et al, 1994). A mais estudada é a Hsp70,
que esta comumente associada ao inicio e duracao da tolerancia a temperatura. A Hsp70
em condigdes estressantes ajudam as proteinas deformadas a atingir ou recuperar 0s seus
estados nativos (Fink et al., 1999). A regulacéo a resposta ao choque térmico acontece
mediada pela transcricdo de uma familia de fatores de choque térmico (HSF) (Currie et
al., 2011). As HSF quando ativados se ligam ao DNA em uma regido especifica que
reconhece o fator de transcricdo HSE (Elemento de choque térmico) e que induz a
producdo de Hsp70 (Abravaya et al., 1991).

Os peixes oferecem um excelente modelo para investigar a acdo das Hsp70. As taxas

de sobrevivéncia e a manutencao da saude do peixe estdo diretamente relacionadas com
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a exposicao a estressores ambientais e 0 aumento dessa proteina (Basu et al., 2002). O
estudo dos mecanismos dessa proteina e como agem nos organismos ectodérmicos € de
grande relevancia para entender como podem sobreviver a uma faixa mais ampla de
temperatura (Hofmann e Todgham. 2010).

O presente trabalho objetivou compreender os efeitos do aquecimento no organismo
da espécie Astyanax brevirhinus (Eigenmann, 1908) pertencente a familia Characidae.
Essa familia possui elevado numero de espécies e ampla distribuicao geogréafica na regido
neotropical (Baumgartener et al. 2012). O género Astyanax (Baird e Girard, 1854)
abrange os peixes conhecidos popularmente como piaba ou lambari, sendo o género
dominante em toda América do Sul. No Brasil cerca de 100 espécies estdo amplamente
distribuida nas bacias hidrogréaficas, tal distribuicdo desse género tem provavelmente uma
grande importancia ecoldgica e revela enorme plasticidade adaptativa (Silva, 2008).

O Astyanax brevirhinus possui uma distribuicéo restrita ao Rio Jequitinhonha. Sdo
animais bentopeldgicos, suas caracteristicas morfoldgicas sdo: perfil dorsal e ventral
igualmente arqueados, raios caudais médios hialino e apresentam uma mancha umeral
escura e seus exemplares possuem tamanho reduzido (Eigenmann, 1908). Pouco se sabe
sobre a ecologia, alimentacdo e reproducdo dessa espécie. O Astyanax brevirhinus foi
utilizado neste trabalho por ser abundante no local de coleta e por se adaptarem
rapidamente as alteracdes ambientais sendo resistentes aos experimentos.

Os resultados desse estudo contribuirdo para entendermos melhor como a
temperatura afeta 0 comportamento e a morfofisiologia dos peixes e compreender 0s
possiveis efeitos do aquecimento ambiental na espécie Astyanax brevirhinus além de
investigarmos como alguns mecanismos de reparo celular podem contribuir para sua

plasticidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Relacionar o aquecimento ambiental as respostas comportamentais, alteracdes

morfofisiologicas e a ativagdo de mecanismo moleculares de termoestabilidade celular

em Astyanax brevirhinus.

2.2 Objetivos especificos:

Descri¢do da arquitetura tecidual do musculo cardiaco e musculo esquelético da
espécie Astyanax brevirhinus;

Avaliar possiveis alteracbes comportamentais e parametros fisioldgicos, provocadas
pela exposicao experimental ao aumento gradual da temperatura ambiental, a partir da
observacao e registro do comportamento;

Avaliar as histopatologias do musculo cardiaco e musculo esquelético apds a
exposicao experimental ao aumento gradual da temperatura;

Avaliar os parametros do estado redox, como o dano oxidativo a lipidios e proteinas,
a atividades enzimaticas e a capacidade antioxidante total ap0s a exposicao
experimental ao aumento gradual da temperatura ambiental;

Realizar a imunolocalizacao das proteinas hsp70 e analisar qualitativamente a
expressao, correlacionando-a ao aumento gradual da temperatura ambiental.
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3. MATERIAIS E METODOS:
3.1 Local de estudo:

O Parque Nacional das Sempre-Vivas (PNSV) esta localizado na regido da Serra
do Espinhaco Meridional, uma regido de importancia biologica com grande
biodiversidade, alto grau de endemismo e a existéncia de grandes areas naturais
conservadas. Sendo uma regido de drenagens dos rios Sdo Francisco, Doce,
Jequitinhonha e Araguai, confirmando seu carater de teto orografico regional. O
territorio da unidade de conservacdo protege mais de 600 nascentes e todos 0s cursos
d’aguas dos cérregos do interior do parque descem para o entorno, nao havendo o fluxo
ao contrario (ICMBio, 2016).

O PNSV possui seus limites inseridos integralmente no estado de Minas Gerais, nos
municipios de Buenodpolis, Olhos D’Agua, Bocaitiva e Diamantina, com uma area
aproximada de 124.156 hectares. O principal acesso a Unidade de Conservacédo se da
pelo municipio de Diamantina que dista 280 km Belo Horizonte. Sua altitude estaentre
1.100 e 1.250 metros, existem cerca de 20 picos com altitude acima de 1.400 metros
como, por exemplo, a Serra do Galho com 1.525 metros, ao sul da UC, sendo seu ponto
mais alto. O clima da regido é classificado como mesotérmico, com verdes brandos e
Umidos e invernos mais frescos e secos A temperatura média da regido é 18,79 °C e
precipitacdo média anual de 112,64 mm. A estacdo chuvosa é entre 0s meses de
novembro até marco, sendo 0s meses de maior precipitacdo dezembro e janeiro com
médias de 237 mm e 231 mm. Nos meses de junho a setembro é a estacdo seca com o
indice de precipitagdo de 125 mm e 113 mm nos meses de agosto e setembro.

De acordo com o Plano de Manejo da Unidade por definicdo a vegetacdo é de
campo rupestre latu sensu. O complexo de fitofisionomias que caracteriza 0s campos
rupestres inclui formagdes campestres, savanicas e florestais, determinadas pelas
variacbes do ambiente. Nos campos rupestres da regido do Espinhaco, predominam
fitofisionomias campestres associadas a solos originados da intemperizagcdo de rochas
com alto teor de quartzo. Em meio a estes campos had uma grande diversidade de
fitofisionomias determinadas pela complexidade da paisagem.

Os peixes foram capturados na cabeceira do rio Inhai, afluente do rio Jequitinhonha,

na parte leste do parque. O ponto de coleta esta localizado dentro da Fazenda Gavido
(17°54°32.22”S — 43°42°33.26”), conhecido como corrego dos Felipes (FIG. 1A-C). O

acesso se da pela comunidade de Macacos e fica no extremo sul do parque (FIG 2A-B).
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Figura 1: A) Imagem do ponto de coleta- Fazenda Gavido B) Imagem ampliada do ponto de coleta, mata
ciliar do cérrego dos Felipes. C) Poco de coleta. Fonte: Autor

J;;: — -1z e -
Figura 2: A) mapa de localizacdo e acesso ao parque nacional das sempre vivas B) mapa hidrolégico do
parque nacional das sempre vivas, ponto vermelho no mapa identifica o local de coleta. (Fonte: plano de
manejo PNSV)

3.2 Captura e manutencgdo dos peixes:
3.2.1 Ambiente:

Os peixes foram coletados com auxilio de uma rede de arrasto do tipo “Picaré”,
com malha de 10 mm, medindo 3 x 1,5 metros (largura x altura), de uso manual (FIG 3A-
C). Os individuos amostrados, foram selecionados de acordo com o tamanho (40 a 60
mm) (FIG 4) e em seguida, os individuos foram eutanasiados, dissecando imediatamente
0 coracgdo e o musculo lateral (sistema axial). O material coletado foi acondicionado em
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cassetes, fixado em paraformaldeido 4 % tamponado por 12 horas, e em seguida,
submerso em tampéo fosfato 0,2M (Licenca SISBIO: 26291-2).

Figura 4: Exemplar do Astyanax brevirhinus coletado no PNSV. Fonte: Autor

3.2.2 Experimento em laboratério:

O presente projeto teve parecer aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA — UFVJM n. 58/2016B). Os experimentos em laboratdrio ocorreram no
dia 12/01/2018, estacdo chuvosa. Os +/- 100 animais da espécie Astyanax brevirhinus
utilizados no experimento foram coletados com auxilio de redes de arrasto,
acondicionados em tangques com aeracao, contendo a agua do rio em que eles foram
coletados com intuito de manter as caracteristicas fisioquimicas e foram transportados até
o0 Laboratério de Aquicultura DZO — UFVIM.

Em laborat6rio, para minimizar o estresse ocasionado pela captura, 0s peixes
permaneceram no periodo de 5 dias em repouso em um tanque de 500 litros com aeracéo
e temperatura igual ao local de coleta, para que o historico termico dos mesmos nao fosse
alterado. Durante este periodo, eles foram alimentados diariamente com ragdo comercial.

Decorrido o periodo de cinco dias de descanso os individuos foram separados
aleatoriamente em 6 grupos de 13 individuos e foram distribuidos em 6 aquérios de 45

litros onde permaneceram 24 horas para minimizar o estresse decorrente a manipulagéo
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e troca do ambiente. A temperatura dos aquarios foi mantida a 20°C, temperatura
ambiental no momento da captura.

Cada aquério foi equipado com um aerador de superficie e um aquecedor de 300W
no qual estava previamente calibrado para a temperatura especifica de cada aquario.

As temperaturas finais estabelecidas para cada aquario foram respectivamente;
Grupo | - 24°C, Grupo Il - 28°C, Grupo Il - 32°C. Apos atingir a temperatura final os
aquarios permaneceram com temperatura constante por 2 horas. Apds a concluséo do
experimento de cada aquario, os peixes foram capturados, eutanasiados e os tecidos foram
dissecados acondicionados em cassetes, fixados em paraformaldeido 4% tamponado por
24 horas e em seguida, submersos em tampéo fosfato 0,2 M. Foram utilizados para
analises histologicas tecidos de 3 individuos. Para avaliacdo dos marcadores de estresse
oxidativo foram utilizados os tecidos de 10 individuos fixados em nitrogénio.

Para cada aquério teste do experimento foi mantido um grupo controle que
permaneceu em temperatura ambiental de 20°C. O mesmo nimero de individuos foram

coletados e eutanasiados simultaneamente a cada grupo experimental correspondente.

3.2.3 Temperatura critica de sobrevivéncia (TCS)

Para determinar a tolerancia térmica da espécie em estudo, foram realizados
experimentos complementares. As etapas iniciais de captura e manutencdo dos animais
foram semelhantes as descritas na secdo 3.2.2: 0s peixes amostrados foram mantidos
durante 5 dias em um tanque de 500 litros, onde receberam alimentacdo. Apos esse
periodo, 13 peixes foram selecionados aleatoriamente e colocados no aquario de 45 litros,
com aeragdo e um aquecedor de 300w. Outro aquario com 13 peixes foi mantido como
grupo controle, permanecendo na temperatura ambiental de 20°C.

Apbs o periodo de repouso de 24 horas, a temperatura do aquario foi aferida com
0 auxilio de um termometro de mercurio. Logo depois o aquecedor foi ligado por tempo
indeterminado. A temperatura a qual os peixes apresentaram parada de movimento
opercular foi denominada temperatura critica de sobrevivéncia (TCS). Quando o primeiro
peixe apresentou comportamento de estresse térmico maximo, a temperatura da agua foi
aferida e anotada e o peixe coletado. O mesmo foi feito com todos os peixes do aquario
TCS (Cowles e Bogert 1944). Foram coletados também individuos do grupo controle,
eutanasiados e dissecados simultaneamente ao grupo TCS. Os tecidos musculares

cardiacos e esqueléticos de 10 individuos foram fixados em nitrogénio liquido e
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armazenados em freezer -80°C para andlises do estresse oxidativo. 3 individuos foram
acondicionados em cassetes, fixados em paraformaldeido 4% tamponado por 24 horas e

em seguida, submersos em tampéao fosfato 0,2 M até posterior inclusdo em parafina.

3.2.4 Analise comportamental:

Para as analises comportamentais dos peixes foram observados os experimentos
anteriormente descritos. No experimento do aumento gradual ao atingirem atemperatura
méaxima de cada aquario (Controle 20°C, 24°C, 28°C, 32°C) Os peixes permaneceram
nesta constante por 2 horas, assim os foram filmados em todo esse periodo. Os individuos
do grupo controle também foram monitorados.

No experimento TCS foi realizada uma filmagem com duracdo de 20 min. ao
inicio do experimento. A partir da temperatura de 34°C a filmagem foi continua até o
Obito de todos os animais.

A partir das analises dos videos o comportamento dos grupos de cada aquério foi
avaliado considerando os seguintes critérios; equilibrio, natacdo, batimento opercular e
morte. Para quantificar esses critérios foi feita uma escala de 4 a 0, onde o 4 é

caracterizado pelo comportamento normal e 0 indica a morte do individuo (Tabela 1).

Tabela 1: Critérios de comportamento. A escala de 4 a 0 foi atribuida de acordo com o

comportamento dos peixes com 0 aumento da temperatura.

Pontos Equilibrio Natacao Batimento Opercular
4 Normal Normal Normal
3 Distarbio leve Acelerado Acelerado
2 Desequilibrio Muito acelerada Muito acelerado

horizontal ou

lateral
1 Decubito lateral Lenta com Lento
espasmos
0 Morte Morte Morte

No experimento de TCS quando os peixes atingiram a temperatura subletal
comegaram a apresentar comportamentos de colapso fisioldgicos foi utilizado outro tipo

de critério, onde as médias de pontuacdo foram separadas em fases de acordo com o
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estudo de Cocking (1959), cada fase descreve as caracteristicas comportamentais (Tabela
2).

Tabela 2: Classificagdes das fases comportamentais. Adaptada de Cocking (1959).

Fases Estagio Sintomas

Fase | Estresse inicial Preferéncia pela parte superior da coluna
d’agua, deslizam rapida e verticalmente
pelo aquério, colisbes com a parede,
desequilibrio, coloragdo mais escura,

rajadas de velocidade.

Fase Il Perda de controle Boiam lateralmente ou horizontalmente,
corpo rigido com movimentos oculares e
das nadadeiras peitorais, movimento

opercular rapido.

Fase Il Subletal Sem movimentos, apenas com
movimentacao opercular, que no caso €é a

Gltimas a cessar.

3.2.5 Parametros quimicos e fisicos da agua:

O oxigénio dissolvido (mg/L), temperatura (°C) e pH da &gua foram aferidos com
auxilio de um multiparametro (HI9828; Hanna Instruments® Michigan, USA). Os
valores foram aferidos nas coleta ambiental. Nos experimentos em laboratorio, 0s

parametros foram estimados antes e apds cada experimento.

3.3 Analises histoldgicas:
3.3.1 Preparacéao dos blocos para microscopia:

Apos a eutanasia o coragdo inteiro e fragmentos do masculo esquelético de 5mm
x 5mm foram coletados fixados em paraformaldeido 4% por 12 horas e em seguida no
tampéo fosfato 0,2 M. Os musculos cardiaco e esquelético foram desidratados em banhos
de solucgdes crescentes de etanol em &gua destilada (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% e
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100% 1 e Il de etanol). Apds a desidratacdo, os tecidos foram diafanizados em xilol,
solvente organico que deixa o tecido transltcido. Em seguida, os tecidos foramincluidos
em parafina overnight. No dia seguinte, foram confeccionados blocos do mesmo material
com dimensdes de 3cm x 4cm, contendo os fragmentos de tecidos.

Para a preparagdo das laminas, blocos de tecidos musculares cardiacos e
esqueléticos foram cortados em micrétomo, com espessura de 5 pum. Os cortes foram
colocados em banho-maria contento dgua destilada a temperatura de 40°C e em seguida,
aderidos a laminas previamente identificadas. As laminas com os cortes foram levadas na
posicao horizontal para a estufa a 60°C, por 2 horas, para secagem, aderéncia dos tecidos
a lamina e desparafinizacdo. Para garantir a desparafinizacdo completa, as laminas foram
colocadas em xilol. Em seguida, os cortes foram reidratados em concentracdes
decrescentes de etanol (100%, 95% e 70%), seguida de um banho em agua destilada.
ApoGs este processo, as laminas foram submersas em hematoxilina, por 20 segundos,
lavadas em agua corrente e submersas em Eosina por 55 segundos.

Ap0s coloracdo, foi realizado o processo de montagem, onde as laminulas foram
aderidas as ldaminas com algumas gotas de Permount®. As laminas foram colocadas na
posicdo horizontal, onde permaneceram a temperatura ambiente por 72 horas, até
secarem. As laminas foram fotomicrografadas em microscépio (Labomed, Lx400p).

3.3.2 Picrosirius red:

Para diferenciar as fibras coldgenas que compdem os tecidos conjuntivos foi
utilizada a coloracdo de picrosirius red. O procedimento inicial da coloracdo foi
semelhante ao descrito para a coloracdo de HE, porém, apds a reidratacdo dos cortes as
laminas foram submersas em picrosirius red e levadas no periodo de 20 minutos a estufa
a uma temperatura de 60°C. Em seguida ao processo de coloracdo foi realizada a

montagem das laminas para analise microscopica.

3.4 Analise dos parametros redox:
Para determinar se o experimento com diferentes temperaturas alterou o estado
redox do tecidos analisados as amostras foram dividas da seguinte forma; T1 (animais
coletados no ambiente), T2 (grupo controle do experimento, temperatura de 20°C), T3

(aquario 24°C), T4 (aquario 28°C), T5 (aquério 32°C) e 0 T6 (aquario Temperatura critica
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de sobrevivéncia -TCS). Os tecidos foram armazenados no freezer -80°C até o dia da
analise redox.

Os parametros de estado redox avaliados foram os seguintes: 1. Dano oxidativo
a lipideos, pela mensuracédo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS); 2.
dano oxidativo a proteinas, pela mensuragdo do contetdo de derivados carbonilicos em
proteinas; 3. atividade da catalase; 4. atividade da superdxido dismutase e 5. capacidade
antioxidante total, determinada pelo poder de reducédo do ferro ( FRAP, do inglés Ferric
Reduncing Antioxidant Power). Um mesmo avaliador conduziu uma determinada analise

em todos os tempos, para minimizar variacoes interavaliador.

3.4.1 Preparo das amostras:

As amostras do musculo cardiaco foram divididas em dois grupos de cinco
tecidos devido ao pequeno tamanho do coracdo. As amostras do musculo esquelético
divididas em trés grupos com trés tecidos. Os tecidos foram macerados em um macerador
de tecidos Potter-Elvehjem (Corning) mantido no gelo, em PBS (pH 7,34) gelado. Logo
apos foram divididos em duas aliquotas. A primeira aliquota foi centrifugada (Thermo
Electron. Led GMBH D37520, Alemanha) a 5000 g, por 5 minutos a 4°C e o0 sobrenadante
foi destinado a mensuracdo TBARS e a capacidade antioxidante ndo enzimatica. O
sedimento foi utilizado para a mensuragdo do contetdo de derivados carbonilicos em
proteinas. A segunda aliquota foi centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi utilizado para a medida da atividade das enzimas SOD e CAT, como
parametro da capacidade antioxidante enzimética. As aliquotas para cada ensaio foram

mantidas no gelo enquanto aguardavam dosagem.

3.4.2 Analise da peroxidacao lipidica:

A reacdo do acido tiobarbitdrico com o malondialdeido (MDA), principal produto
da peroxidacdo lipidica, foi utilizada para determinar a concentracdo de TBARS, de
acordo com o método descrito por Ohkawa et al., (1979). Aliquotas do homogenato
(0,230 mL) foram adicionadas a 0,250 mL de &cido acético ( pH 3,4), 0,1 mL de duadecil
sulfato de sodio (8,1%) e 0,25 mL de &cido tiobarbitirico 0,8%. Essa mistura foi
homogeneizada e aquecida a 95 °C durante 90 minutos. Decorrido esse periodo, as
amostras foram resfriadas e centrifugadas durante 5 minutos, a 5000 g (Thermo Electron.
Led GMBH D37520, Alemanha) e 0,25 mL do sobrenadante foi transferido para placa de
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96 pocos de fundo chato. Na sequéncia, realizou-se a leitura espectofotométrica a 532 nm
em leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA). A concentracao
de TBARS nas amostras foi determinada a partir da curva padrdo de concentragdes
conhecidas de MDA (1,1,3,3 — tetrametoxipropano - Sigma, EUA) e expressa em nmol

MDA/mg proteina. As medidas foram realizadas em duplicata.

3.4.3 Derivados carbonilicos em proteinas:

A determinacdo da concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas nos
tecidos foi realizada conforme metodologia por Levine et al., (1994). O sedimento do
homogenato de cada um dos tecidos foi suspenso em 1 mL de tampéo fosfato de potéssio
50 mM, pH 6,7, contendo 1 mM de &cido etilenodiamino-tetra-acético (EDTA). Em
seguida, cada amostra foi homogeneizada e dividida em branco e teste. Foi adicionado
acido tricloroacético 10% a todas as amostras que, entdo, foram centrifugadas a 5000 g
por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Adicionou-se, ao sedimento do teste
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM) (Sigma-Aldrich®, EUA) diluido em &cido
cloridrico 2mM. Ao branco foi adicionado apenas HCI 2 mM. As amostras foram
mantidas no escuro, a temperatura ambiente, por 30 minutos e homogeneizadas com o
vortex a cada 15 minutos. Apds esse periodo foi adicionado &cido tricloroacético 10% as
amostras, que foram homogeneizadas e centrifugadas a 5000 g, por 10 min, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimentado lavado em 1 mL de etanol e acetatode etila
(1:1) e centrifugado a 5000 g, por 10 min e a 4 °C, por duas vezes. Por fim o sedimentado
foi dissolvido em SDS 6% e centrifugado a 10000 g, por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi avaliado espectrofotometricamente a 370 nm, em placa de 96 pogos, em
leitor de microplacas, em triplicata. A concentracdo de derivados carbonilicos em
proteinas foi determinada utilizando a equacdo de Lambert Berr: A=c.b.c. Onde A é a
diferenga entre a absorbancia do teste e do branco, ¢ é a concentragdo, b é o caminho
optico e ¢ € 0 coeficiente de extingdo molar. O coeficiente de extingdo molar parao DNPH a
370 nm é 22000 M-1cm-1 e o caminho Optico nesse ensaio foi de 0,73 cm. O conteudo
de derivados carbonilicos em proteinas foi expresso como nmol de derivados carbonilicos

por mg de proteina (hmol/mg prot.).
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3.4.4 Atividade da enzima CAT:

A atividade da CAT foi determinada pelo decaimento da absorbancia do peroxido
de hidrogénio a 240nm, de acordo com o método descrito por Nelson e Kiesow (1972).
As amostras foram adicionadas a uma solucdo de peroxido de hidrogénio a 0,03 M
(Sigma, EUA). A reacdo de decomposicédo do perdxido de hidrogénio foi acompanhada
durante 1 minuto, a 25°C, espectrofotometricamente, a 240 nm (Double beam
spectrophotometer visible UV, CE-Libra S22, Faotuo) em cubetas de quartzo. A atividade
da catalase foi expressa em milimolar de H2 O2 decomposto por minuto por miligrama de

proteina (AE/min/mg prot.). As medidas foram realizadas em triplicata.

3.4.5 Atividade da enzima SOD:

A determinacdo da atividade da enzima SOD foi determinada pela inibicdo da
autoxidacéo do pirogalol, de acordo com Maklund e Maklund (1974). As amostras de
cada tecido foram adicionadas a tampéo fosfato de potéassio (50 mM, pH 8.2, 37 °C)
contendo 1 mM de acido dietilenotriaminopenta-acético (Sigma, EUA) e a reacdo foi
iniciada por adicdo de pirogalol (1,2,3-benzenotriol, Sigma, EUA) a 0,2 mM. A reacao
foi determinada espectofotometricamente em leitor de microplacas a 420 nm, 37°C,
durante 4 minutos. A atividade da SOD foi expressa em U/mg proteina, onde uma unidade
de enzima é a quantidade que causa inibicdo da autoxidagdo do pirogalol em 50%. As

medidas foram realizadas em duplicata.

3.4.6 Capacidade antioxidante ndo enzimatica:

A capacidade antioxidante ndo enzimética das amostras foi determinada pelo
método FRAP, de acordo com Benzie e Strain (1996). A capacidade de reducdo do
complexo da forma Fe3+-ferri-tripiridiltriazina (TPTZ) para a forma Fe2+-TPTZ pelos
antioxidantes ndo enzimaticos do homogenato, em pH &cido, vai determinar o poder
antioxidante da amostra. Para a confeccdo do reagente FRAP, 25 mL de tampé&o acetato
de sodio (0,3 M, pH 3,6) foram acrescentados a 2,5 mL de TPTZ (10 mM, Sigma-
Aldrich®, EUA) e depois misturados a 2,5 mL de FeCI3.H20 (20 mM). A uma aliquota
de 528 pL do reagente FRAP foi adicionado 72 puL do homogenato. Essa mistura foi
homogeneizada e incubada no escuro, a 37 °C, por 30 minutos. Depois as amostras foram
centrifugadas a 300 g por 5 min, e 0 sobrenadante foi analisado espectofotometricamente,

em duplicata, em leitor de microplacas, a 593 nm. A capacidade antioxidante total das
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amostras foi expressa em equivalentes de Fe2+, determinada a partir da curva padréo de
concentragfes conhecidas de FeSO4 e normalizada pela quantidade de proteina na

amostra. Os resultados foram expressos como FeSO4/mg de proteina.

3.4.7 Dosagem de proteinas:

A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de
quantificacdo de Bradford (Comassie blue assay) (Bradford, 1976). Albumina de soro
bovino (BSA, 1mg/mL) foi utilizada para construcdo de uma curva com concentragdes
conhecidas de proteina (curva padrdo). A leitura, em triplicata, foi realizada
espectofotometricamente em leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular
Devices, EUA) a 590 nm e os valores de proteina determinados pelo Software
Softmaxpro® (V5.4, molecular Devices, EUA) em mg/mL.

3.5 Imuno-histoquimica:

As proteinas Hsp70 presentes nos tecidos foram identificadas, localizadas e
quantificadas por meio de reagbes com anticorpos especificos, através da imuno-
histoquimica. Para realizacdo do método, as laminas foram previamente silanizadas em
solugdo de 3-aminopropiltrietoxi-silano 2% em acetona, por 2 minutos e em seguida
submersas em agua destilada e secas em estufa. Este procedimento promove uma maior
aderéncia dos fragmentos de tecido a lamina. Tal procedimento é necessario, pois, a
imuno-histoquimica, diferente das coloracGes histoldgicas, € uma técnica que demanda
um longo periodo de tempo submerso e sob agitagdo o que é agressivo aos tecidos.

Ap0s o preparo das laminas, cortes com espessura de S5um foram feitos nos tecidos,
com auxilio de um micrétomo. Em cada lamina, foram depositados 3 cortes. As laminas
confeccionadas foram acondicionadas horizontalmente em estufa a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, os tecidos foram desparafinizados em xilol absoluto e reidratado em
séries decrescentes de alcool (100% a 70%) e em agua destilada.

Para recuperar os antigenos bloqueados nos tecidos, pela fixagdo com
paraformaldeido, as laminas foram embebidas em tampéo citrato e aquecidas a 95°C em
banho-maria por 30 minutos. Ap6s o aquecimento, as laminas foram colocadas em
cubetas histoldgicas, onde foi adicionado tampédo salino (PBS). As cubetas foram
colocadas em placas de agitacdo por 5 minutos, sob agitacéo leve. Todo esse processo se

repetiu por trés vezes. Apos o término as laminas foram secas com tiras de papel filtro.
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Com auxilio de uma caneta histoldgica, os fragmentos de tecidos presentes nas laminas
foram circundados, funcionando como barreira para as solugdes utilizadas ao longo do
processo permanecesse preso aos cortes. Apds a demarcacdo de cada corte, as laminas
foram acondicionadas na posicao horizontal dentro de uma camara Umida, constituida por
um recipiente escuro com tampa, cujo fundo foi adicionado &gua destilada. O ambiente
umido criado evita que as solugdes evaporem.

A solucdo utilizada primeiramente foi blogueio de peroxidase enddgena, na qual
realiza a inativacdo de todas as enzimas peroxidases presentes no tecido. Logo em seguida
foi aplicada aos cortes a solugdo bloqueadora de proteinas (Protein Block DAKO X0909),
que age como uma proteina hidrofébica, diminuindo assim as liga¢gdes dos anticorpos
com as proteinas do tecido. Posteriormente a retirada da solucao blogueadora de proteinas
os tecidos foram cobertos com o anticorpo primario HSP70 monoclonal (BRM-22,
Sigma®, EUA), extraido de camundongo, a uma diluicdo de 1:500 diluido em solucéo
PBS e incubados no periodo de 20 horas em camera Umida em geladeira. Com excec¢do
do primeiro corte de cada lamina que foi usado somente o tampéo, funcionando como um
controle negativo da reacao.

Apbs as 20 horas o anticorpo primario foi retirado dos cortes e lavado com o tampé&o
PBS e em seguida todos os tecidos foram cobertos com o anticorpo secundério.
Posteriormente a mais uma lavagem com o tampdo PBS os tecidos receberam o
cromogeno DAB, o qual reage com as proteinas produzindo assim uma colora¢cdo marrom
acastanhada. Para uma contra coloracdo utilizamos a hematoxilina. As laminas entéo
foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol em agua (70% a 100% de
etanol), logo apds banhadas em xilol e montadas com laminulas. Depois de 72 horas para
completa secagem, as laminas foram fotomicrografadas em um microscopio (Labomed,
LC400p).

3.6 Analises Estatisticas:

Os dados foram submetidos a testes de independéncia (Durbin- Watson),
normalidade (Shapiro Wilk) e homogeneidade de variancia (Barlett), para verificar se 0s
mesmos obedeciam a tais pressupostos. Em seguida modelos lineares foram criados para
compararse a saturacao e o pH tiveram diferenca entre os grupos teste e controle no inicio
do experimento. Eles foram utilizados também para verificar se ha diferenca de tamanho

entre os individuos pertencentes ao grupo teste e controle.
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4. RESULTADOS:
4.1 Parametros fisico-quimicos da agua:

Os valores foram aferidos no inicio e término do experimento em cada grupo. A
temperatura inicial de todos os aquarios foi de 20,0°C + 1,0 °C. Em cada aquério a
capacidade de aquecimento foi em média 1,83°C/hora. No momento que 0S aquarios
alcangaram as temperaturas finais estabelecidas foram medidos os pardmetros com
excecdo do aquario TCS, que foi medido quando retirou o Ultimo peixe do aquéario a
temperatura de 37,6°C. A porcentagem da saturacdo do oxigénio dissolvido e pH estdo
representados na tabela 3. Ndo houve diferencas significativas na variacdo entre grupos
testes e controle (p < 0,05. r2=0,05). Assim 0s niveis de oxigénio saturado entre 0s grupos

permaneceram normais e o pH se manteve alcalino

Tabela 3: Valores da porcentagem da saturacdo de oxigénio dissolvido (OS%) e pH nos grupos
experimentais (T24°, T28°, T32° e TCS) e controles mantidos & 20°C (C24°, C28°, C32° e
CTCS).

Aquarios 0S% Inicial 0S% Final pH Inicial pH Final

T24° 88,6% 73% 6.85 6,6
T28° 87,3% 77,5% 6,81 6,2
T32° 87,9% 87% 6,58 6,41
TCS 88,4% 79,3% 6,79 5,27
C24° 82,6% 82% 7,1 7

Cc28° 85% 83,6% 6,95 6,59
C32° 87% 85% 6,41 6,35
CTCS 87,1% 86,8% 6,96 6,88

4.2 Tamanho:

Foram submetidos ao experimento 104 peixes com comprimento médio de 39,88
mm = 7,00 mm. Nenhum animal morreu durante o experimento com temperatura
estabelecida. No experimento para determinar a temperatura critica maxima (TSC) os
peixes foram coletados no momento subletal. A figura 5 apresenta as médias e desvio
padréo do comprimento dos peixes de cada grupo submetido ao aquecimento. O tamanho

dos peixes pertencentes ao grupo teste e grupo controle ndo apresentaram diferenca
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significativa em relagdo ao tamanho (p> 0,05), mostrando que ndo hé& diferenca do
tamanho entre os grupos comparados.

50

45

B Tanques teste

40 ] Tanques controle
35
30
25
20
15
10

5

0

24°C 28°C 32°C Teméax
Aquarios

Tamanho dos peixes (mm)

Figura 5: Comprimento total (desvio padrdo) dos peixes submetidos as diferentes temperaturas estudadas.

4.3 Analises comportamentais:

Os peixes no momento que foram colocados no tanque de 500 litros a 20°C
estavam muito agitados, natacdo acelerada utilizando toda a area do tanque. No decorrer
dos 5 dias de cativeiro para descanso eles passaram a apresentar comportamento normal
com ritmo natatério, equilibrio e respiracgdo fisioldgicos.

Quando os peixes foram transferidos para o0s aquarios do experimento notou-se
também uma agitagdo no primeiro momento, porém esse comportamento cessou em
poucas horas. No dia seguinte, ao inicio do experimento os individuos de cada aquario se
encontravam com comportamento normal e coloragdo do corpo como no dia da coleta.

Na figura 6 estdo representadas as médias das pontuagdes dos critérios equilibrio,
natacdo e batimento opercular que foram utilizadas para avaliacdo do comportamento dos
peixes submetidos as diferentes temperaturas. A média foi calculada a partir das

pontuacgdes dada a cada 5 minutos da filmagem dos 60 minutos finais do experimento.
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Figura 6: Médias das pontuac6es dos critérios de analise de comportamento: Equilibrio, Natacdo e Batimento

opercular, onde a nota 4 representa 0 comportamento normal e 0 a morte dos individuos.

No aquéario onde os peixes ficaram por 2 horas na temperatura de 24°C o
comportamento foi aparentemente normal, nadando por todo o aquéario com equilibrio e
batimento opercular conservados, notou-se apenas o nado acelerado em alguns
momentos. No aquéario com temperatura 28°C o comportamento dos individuos também
ndo apresentou grandes variacGes, apenas o nado ficou muito acelerado. O equilibrio e
batimento opercular ndo sofreram alteracdes.

No aquario 32°C notou a coloragédo dos individuos mais escura. A natacdo mais
lenta e com repentina aceleracéo (espasmos), os individuos na maioria do tempo analisado
se encontravam no fundo do aquario e com nado solitario, tendo desaparecido o
comportamento de cardume. Alguns individuos perderam o equilibrio horizontal e

debatiam contra as paredes e o fundo do aquério. O batimento opercular estava acelerado.

4.4 Temperatura critica de sobrevivéncia (TCS):
No experimento de TCS, a partir da temperatura 33°C 0s peixes apresentaram
comportamento de colapso, alguns individuos com decubito lateral e espasmos na natagédo

e com batimento opercular muito acelerado (Fase I). Na temperatura 35°C alguns
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individuos boiando em decubito lateral e com espasmos, batimento opercular ainda
acelerado (Fase II). A partir da temperatura 36°C a maiorias dos peixes no aquario se
encontravam em decubito lateral, sem movimento e ainda respirando (Fase Ill). Essas
fases foram observadas apenas no experimento de temperatura critica de sobrevivéncia.

A Figura 7 representa a temperatura no qual ocorreu o 6bito das 13 peixes do TCS.
O primeiro animal atingiu & temperatura TCS de 35,6°C e o Gltimo & temperatura de
37,6°C.
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Figura 7: Grafico do grupo TSC em relagdo a temperatura individual dos peixes

4.5 Andlise tecidual:
4.5.1 Musculo esquelético:

A. brevirhinus possui 0 musculo axial constituindo por dois tipos de fibras
envolvidas na atividade de natagdo. As fibras brancas possuem maior volume com alta
capacidade anaerdbica responsavel pela contragcdo e explosdo de movimentos. As fibras
vermelhas estdo em menor quantidade no musculo, contracédo lenta e desempenham alta
capacidade aerobica (FIG.8 A-B).

O musculo estriado possui células alongadas denominadas miocitos, possuem
formato cilidrico e apresentam estriacfes longitudinais e organizado em formato de W
(FIG.8 C). Sdo multinucleados e seus nucleos ficam em posicao periférica (FIG.8 D). A

membrana plasmatica da célula muscular é denominada sarcolema e o citoplasma
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sarcoplasma. Cada fibra muscular é revestida por uma fina camada de tecido conjuntivo,
0 endomisio.

O conjunto de midcitos (fibras musculares) formam os feixes musculares ou
fasciculos que se orientam em diferentes direcGes e sdo revestido por tecido conjuntivo
denominado perimisio (FIG.8 E). Todo o feixe muscular é envolto pelo epimisio (FIG.8
F).

Figura 8 :Macroscopia e microscopia do misculo esquelético de A. brevirhinus. [A]
Dissecacao do musculo axial. [B] macroscopia do musculo evidenciando as fibras vermelhas
e brancas. Coloracdo HE. [C] Fotomicrografia do musculo em corte longitudinal com os
nlcleos periféricos. [D] Fotomicrografia em corte transversal, formato poliedro e
multinGcleos periféricos (seta).
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4.5.2 Musculo cardiaco:

O coracdo do A. brevirhinus esté localizado medialmente &s branquias, na por¢édo
cranial da cavidade celomaética, na regido opercular (FIG.9 A). O coracdo nos teledsteos
possui quatro compartimentos das quais o sangue flui em sucessdo simples, unidirecional:
seio venoso, atrio, ventriculo e bulbo artéria (FIG.9 B). A circulacdo sanguinea se da do
coracao para 0s arcos branquiais.

O sangue venoso entra no seio venoso, ndo ha valvulas de entrada e essa estrutura
ndo pode ser conhecida como uma camara cardiaca. O atrio se localiza na parte dorsal do
ventriculo apresentando uma parede fina (FIG.9 C). O sangue sai do atrio através de
valvulas atrio- ventriculares.

O ventriculo tem uma parede mais espessa que 0 atrio, possui duas camadas
musculares. A camada externa é mais compacta onde se localiza inUmeras artérias
corondrias por onde as ceélulas musculares recebem oxigénio. A camada interna é
esponjosa com inimeras trabéculas(FIG. E). As fibras musculares dessa camada nao
possuem uma organizacao bem definida, assim possibilita comunicagdes entre o limen
ventricular e areas mais periféricas da estrutura do ventriculo.

O Bulbo Arterial constitui a base espessa da aorta ventral, a parede é grossa e
composta por tecido fibroelastico (FIG.9 D) O sangue passa pelo bulbo arterial e chega
até as branquias para ser oxigenado e comecar todo o processo novamente.

Cada fibra muscular estriada cardiaca € uma unidade distinta e denomina-se
cardiomidcito, sdo alongadas com um ou dois nucleos localizados centralmente (FIG.9
F). Possui trés camadas estratificadas de tecido, sendo elas; o epicardio, o miocérdio e o
endocardio (FIG.9 G-H). O epicardio é a camada mais externa, sendo uma Unica camada
do epitélio pavimentoso. O miocardio é a camada mais espessa do coracgdo, constituido
por inumeros cardiomiocitos com diferentes diregdes. O endocardio é a camada mais
interna, homologa a tunica intima dos vasos sanguineos, constituido por tecido conjuntivo

que reveste as fibras musculares (FIG.9 G).
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Figura 9 : Macroscopia e microscopia do coragdo de A. brevirhinus. [A] Localiza¢do do coracéo
apos retirada das branquias. [B] Macroscopia do coragdo. Observa-se todas as estruturas cardiacas,
seio venoso (SV), atrio (AT), ventriculo (VE) e bulbo arterial (BA). Coloracdo de HE: [C]
Histologia do coragdo evidenciando o ventriculo (VE), atrio (AT) e bulbo arterial (BA), aumento
de 100x. [D] Bulbo arterial constituido por tecido fibroelastico com armazenamento de lipidios
(seta). [E] Fibras musculares cardiacas dispostas em varios sentidos. [F] Cardiomidcitos com os
nacleos densos (ND) e nlcleos alongados (NA). [G] Coloragdo picrosirius red evidenciando
colageno na lamina basal do epicérdio e endocardioe trabéculas (TB) [H] coragdo revestido pelo
epicardio (seta).
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4.6 Histopatologia:
4.6.1 Musculo esquelético:

A analise histopatologica mostrou que os animais coletados no ambiente tiveram
a estrutura celular do mdsculo esquelético preservadas, sem nenhuma modificacdo
estrutural (FIG.10 A). Os individuos do controle experimental e do experimento a
temperatura de 24°C também n&o apresentaram alterages teciduais (FI1G.10 B-C).

Em animais mantidos a temperatura de 28°C observamos a presenca de infiltrado
inflamatdério mononuclear em regides isoladas do tecido (FIG.10 D). Os individuos
mantidos a temperatura de 32°C também apresentaram infiltrado inflamatorio
mononuclear e regides com presenca de melanéforos (FIG.10 E).

No experimento TCS as lesbes celulares foram mais marcantes, presenca de
infiltrado inflamatdério mononuclear e colageno eosinéfilo (FIG.10 F). Alguns trechos
com presenca de granuldcitos e melandforos na superficie do tecido (FIG.10 G). Os
midcitos de algumas regides sofreram fragmentacdo e alguns pontos de necrose (FIG.10
H).



Figura 10 : Histopatologia do musculo estriado A. brevirhinus com aumento de
temperatura. Coloracdo de HE, aumento 1000x. [A] Controle ambiental, sem alteragbes no
tecido. [B] Controle experimental, sem alteragcbes no tecido. [C] Temp. 24°C. sem
alteragdes no tecido. [D] Temp. 28°C. Infiltrado inflamatério mononuclear (IN). [E] Temp.
32°C. Presenca de infiltrado inflamat6rio mononuclear (IN), granulécitos entre as fibras
(GR) e melandforos na superficie das fibras (ME). [F] TCS. Presenca de melandforos entre
as fibras musculares (ME). [G] TCS. Infiltrado inflamatério (IN) e Colageno eosinéfilo
(CO). [H] TCS. Fibras musculares com pontos de necrose.
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4.6.2 Musculo cardiaco:

O musculo cardiaco dos animais coletados no ambiente ndo apresentou nenhuma
alteragdo celular, os cardiomiocitos preservaram as fibras intactas e o seu nucleo
centralmente (FIG.11 A.). Semelhante ao controle ambiental os individuos do controle
experimental e do experimento mantidos a temperatura de 24°C também né&o
apresentaram modificagOes teciduais (FIG.11 B). No 24°C observamos uma maior
quantidade de eritrocitos (FIG.11 C)

Em animais mantidos a temperatura de 28°C observamos modificacdes na
estrutura dos cardiomiocitos, como a perda do nucleo central. Apresentou discreto
processo inflamatorio, na superficie do epicardio houve infiltrados inflamatdrios
mononucleados (FIG.11 D).

Em animais mantidos a temperatura de 32°C observamos dilatacdo dos vasos,
presenca de infiltrado mononuclear e polinuclear. Em alguns trechos do tecido presenca
de granuldcitos (FIG.11 E.).

No experimento TCS o tecido cardiaco apresentou infiltrado inflamatdrio
mononuclear na regido do epicardio com presenca de granuldcitos liberando citocinas. Os
cardiomidcitos do miocardio com modificagBes estruturais e algumas células com aspecto
necrético (FIG.11 F).
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Figura 11 : Histopatologia do coragdo A. brevirhinus com aumento de temperatura. Coloragéo
de HE, aumento 1000x. [A]Controle ambiental. Cardiomidcitos preservados. [B] Controle do
experimento. Cardiomidcitos preservados. [C] Temp. 24°C. Cardiomicitos preservados com
presenca de eritrocitos (ER). [D] Temp 28°C. Presenca de infiltrados inflamatorios
mononuclear (IN), eritrocitos(ER) e regides sem ndcleos centrais. [E] Temp 32°C. Presenca
de infiltrados inflamatérios polinuclear (PN) e mononuclear (MN). Granuldcitos (GR). [F]
TCS. Infiltrado inflamat6rio mononuclear no epicardio e células com aspecto necrético .
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4.7 Parametros Redox:

Investigando a resposta dos biomarcadores do estado redox nas amostras apos a
exposicdo ao aumento da temperatura observou que no musculo cardiaco houve
alteracdes na concentracdo de TBARS. Onde a taxa maior da pexoxidacdo lipidica foi no
aquario com temperatura critica de sobrevivéncia (FI1G.12). No musculo esquelético ndo
houve grande alteracdo da taxa da peroxidacao lipidica nos diferentes testes.

A concentracdo de proteina carbonilada no musculo cardiaco sofreu um aumento
consideravel no controle experimental comparado ao controle ambiente. A concentracdo
do controle experimental é semelhante ao TCS. No musculo esquelético também houve
diferencas da concentragdo desse oxidante, a concentracdo dos tecidos a 28°C foi menor
que o controle ambiental e as temperaturas de 24°C e o TCS apresentaram 0S maiores
valores (FIG.13).

As concentragfes do antioxidante ndo enzimatico FRAP no musculo cardiaco
sofreu uma abrupta queda dos valores ambientais para 0 experimento de aumento da
temperatura. E a partir da temperatura de 24°C até o TCS os valores mantiveram
parecidos. No musculo esquelético a concentracdo caiu no controle experimental, porém
se manteve estavel no decorrer do aumento da temperatura (FIG.14).

Os antioxidantes enzimaticos SOD e CAT néo reagiram no ensaio feito com os dois

tecidos estudados.
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Figura 12: Efeito do estresse térmico nas concentracdes de TBARS no coragdo e musculo.
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Figura 13: Efeito do estresse térmico nas concentragdes de derivados carbonilicos em proteinas no
coragdo e musculo. A concentragdo de derivados carbonilicos em proteinas em nmol/mg de proteina.
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Figura 14:Efeito do estresse térmico na capacidade antioxidante total pelo método FRAP no coragéo e
musculo. Concentracao de um FeSO4/mg de proteina.

4.8 Imuno-histoquimica:
4.8.1 Musculo esquelético:

O controle negativo ndo obteve expressao imuno-histoquimica (FIG.15 A) A
expressao de Hsp70 no musculo esquelético na maioria das vezes foi citoplasmatica e
variou de intensidade conforme a temperatura. A expressao no controle ambiental foi
maior, quando comparada ao controle experimental (FIG.15 B-C)

Em animais mantidos a temperatura de 28°C obtiveram expressdo somente
citoplasmatica é menor intensidade que em animais mantidos a temperatura de 32°C
(FIG.15 D). A expressdéo maxima desse experimento foi na temperatura 32°C,
expressando tanto no citoplasma como no nucleo (FIG.15 E). Para os animais submetidos
a temperatura critica maxima a intensidade da expressdo foi menor, quando comparada

as outras temperaturas do experimento (FIG.15 F).
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Figura 15: Fotomicrografias do mdsculo esquelético de A. brevirhinus submetidos a
técnica de imuno-histoquimica para expressdo da Hsp70 e contracoradas com
Hematoxilina. [A] Controle negativo. [B] Controle ambiental. [C] Controle
experimental. [D} Temperatura 28°C. [E] Temperatura de 32°C [F] TCS.

4.8.2 Musculo cardiaco:

O controle negativo ndo obteve expressdao imuno-histoquimica (FIG.16 A). A
expressao da Hsp 70 no mdusculo cardiaco variou de intensidade dependendo da
temperatura estudada. A expressdo no controle ambiental foi ligeiramente maior que no
controle experimental (FIG.16 B-C). Observa-se que a intensidade da marcacéo
aumentou de maneira gradual conforme o aumento da temperatura.

Em animais mantidos a temperatura de 28°C houve marcagdo citoplasmatica e

também nuclear semelhante a temperatura de 32°C (FIG.16 D). A marcacdo da Hsp70
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aumentou na temperatura de 32°C sendo 0 experimento que mais expressou a proteina
(FIG.16 E). Para o experimento TCS os niveis de marcacdo da proteina decairam de
intensidade e com expressao estritamente citoplasmatica (FIG.16 F).
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Figura 16 : Fotomicrografias do musculo cardiaco de A. brevirhinus submetidos a
técnica de imuno-histoquimica para expressdo da Hsp70 e contracoradas com

Hematoxilina . [A] Controle negativo. [B] Controle ambiental. [C] Controle
experimental. [D} Temperatura 28°C. [E] Temperatura de 32°C [F] TCS.
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5. DISCUSSAO:
5.1 Comportamento:

As mudancas comportamentais devido a alteracGes da temperatura ambiental s&o
rapidamente observadas nos organismos, principalmente nos peixes por serem
ectodérmicos. Com o aumento da temperatura os peixes ficam mais agitados, pois altas
temperaturas induzem o aumento da atividade metabdlica desses animais (Portner, 2002).
No presente estudo essa agitacdo pode ser percebida a partir da temperatura de 28°C. O
aumento da atividade metabolica auxilia os peixes a sairem do local de estresse e procurar
um local com temperatura adequada (Beitinger et al., 2000), contudo essa reacdo nao
surtiu efeito em nossos experimentos pela homogeinizacdo da temperatura em todo o
aquario experimental.

A partir da temperatura de 32°C os peixes apresentaram batimento opercular
acelerado. O aumento da atividade opercular acontece para atender a demanda de
oxigénio pelos tecidos, em consequéncia da aceleracdo da frequéncia cardiaca e
respiratéria (Murugain, et al., 2008).

Nos periodos finais a exposicao a temperatura de 32°C, os individuos apresentaram
a natacdo mais lenta com espasmos esporadicos. Essa diminuicdo do movimento natatorio
pode ser explicada como comportamento adaptativo ao estresse, transferindo essa energia
para processos fisioldgicos de reparo e manutencdo vital, resultando em uma menor
quantidade de energia para locomoc¢do (Silva et al., 2007). Os espasmos no nado
acontecem devido a estimulacdo descontrolada das atividades cerebrais em altas
temperaturas corporais (Coutinho et al., 2005). A presenca de contragdes musculares
involuntarias no nado demostra que esse nivel de aquecimento ja causa perdas de
atividade cerebrais normais, além de falhas na juncdo neuromuscular e envio de sinapse
(Jungueira, 2000). Também foi observada a perda do equilibrio, indicando que as
mudancas fisiologicas nessa temperatura foram tdo altas que afetaram o sistema de
propriocepcao provocando comportamentos resultantes de situacGes subletais (Reyes et
al., 2011).

Nos animais mantidos a temperatura de 32°C além das alteracbes em todos 0s
parametros avaliados (natacdo, respiracéo e equilibrio), também apresentaram mudanca
de coloracdo, a pele ficou mais escura. Tal mudanca se da pela maior producéo dos
melandforos, responsaveis pela pigmentagéo da pele, indicando uma resposta a estimulos

ambientais e fisioldgicos (Nery e Castrucci, 1997).
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No experimento de TCS observamos que a partir de 33°C 0s peixes apresentaram
comportamento de colapso fisiologico, movimento letargico e decubito lateral. Podemos
afirmar que o ponto final da temperatura critica maxima (TCS) do Astyanax brevihinusa
partir dos 35°C. Nessa temperatura 0s movimentos locomotores se tornaram
desorganizados, perdendo a capacidade de escapar de condigdes que podem levar a sua
morte (Beitinger, 2000). De acordo com as fases propostas por Cocking (1959) todos os
individuos apresentaram as trés fases bem caracteristicas, o que as diferenciou para cada
peixe foi a rapidez de transicdo entre elas e a temperatura na qual ocorreu 0 momento
subletal, sendo a diferenca entre o primeiro individuo e o Gltimo de apenas 2°C.

Dessa forma os estudos comportamentais auxiliam para conhecermos a tolerancia
térmica dos individuos de uma mesma espécie e como sdo capazes de responder a
variacGes de temperatura. Além disso, informacdes sobre a temperatura letal para as
espécies sdo importantes para compreendermos a capacidade de sobrevivéncia em um

determinado ambiente climético (Reyes et al., 2011).

5.2 Histolologia e histopatologia:
5.2.1 Musculo esquelético:

As andlises macroscopica do musculo esquelético axial do Astyanax brevirhinus
revelaram que sua morfologia possui um padréo organizacional que maximiza e eficiéncia
mecanica dos muasculos em relacdo a limitada capacidade de flexdes do corpo no plano
lateral (Patruno et al., 1998). Ainda segundo autores, os feixes musculares, identificados
como midmeros, se repetem ao longo do corpo do animal e apresentam formato em W,
esse padrdo peculiar esta relacionado com a necessidade de todas as fibras contrairem em
uma mesma velocidade para resultar na flexdo de todo o corpo do animal Esses midémeros
séo separados por bainhas de tecido conjuntivo, os miosseptos (Jorge, 2009).

As fibras musculares podem ser divididas em dois tipos distintos; as fibras
vermelhas e as fibras brancas. As fibras vermelhas séo encontradas na regiéo superficial,
abaixo da derme e possuem maior propor¢do na linha lateral do animal, possui
metabolismo oxidativo, grande concentracdo de mioglobinas e mitocondrias (Santos,
2007). As fibras vermelhas séo recrutadas durante a realizagdo de movimentos lentos e
de sustentacdo, como a migracéo (Bone, 1979). As fibras brancas se encontram em maior

quantidade nos peixes, possuem maior didmetro e seu metabolismo é glicolitico. Essa
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musculatura é recrutada nos movimentos bruscos de natacdo, como captura de alimentos
e fuga de predadores (Altringham e Johnston, 1981).

Na analise microscopica evidenciamos 0s inimeros nucleos na regido periférica dos
miocitos. Esses midcitos sdo agrupados paralelamente formando feixes de fibras ou
fasciculos musculares (Carani e Aguiar, 2008). Notamos a presenca de tecido conjuntivo
formando uma rede continua envolvendo todo o tecido muscular. O colageno que envolve
todo o0 musculo é o epimisio (Carani e Aguiar, 2008).

O perimisio envolve os feixes musculares e o colageno com redes extremamente
delicadas envolvendo os Midcitos, o endomisio, A funcéo de todo esse tecido conjuntivo
é manter as fibras musculares unidas, assim a forca gerada em cada fibra individualmente
atua sobre todo o musculo, fazendo com que a forca de contracdo possa chegar a outras
fibras (Munford, 2008).

Nas andlises histoldgicas do musculo esquelético nas diferentes temperaturas do
experimento foram encontrados achados histopatolégicos a partir da temperatura de
28°C. Nos animais mantidos a essa temperatura encontramos infiltrados inflamatorios.
Na histopatologia muscular o componente mais evidente ¢ a inflamacdo (Kongtorp et al.,
2004). Essa inflamacdo acontece por algum fator de estresse, atraindo células
inflamatorias como os neutrofilos, macréfagos e linfécitos entre outras. Essas células se
infiltram no tecido muscular e preparam para a regeneracao por meio da limpeza tecidual
e fagocitose de detritos celulares (Bondesen et al., 2004). As primeiras células fagocitarias
a chegarem ao sitio da leséo sdo os neutréfilos, que constituem a primeira linha de defesa
no processo inflamatério (Vasconcelos, 2017).

Com o aumento da temperatura além dos infiltrados inflamatdérios como resposta
ao estresse o musculo apresentou os melandforos. Esses granulos contendo melanina
diminuem o estresse oxidativo, contribuindo para a neutralizagao das espécies reativas de
oxigénio (Zuasti et al., 1989). Foram encontrados grande numero de granuldcitos
(neutrdfilos, eosindfilos e baséfilos) nos animais submetidos as temperaturas mais
elevadas do experimento. Os granulécitos estdo intimamente associados as células do
tecido conjuntivo e sdo muitas vezes encontrados proximos a vasos (Thomaz, 2011), essas
células em caso de lesdo tecidual aguda, sofrem degranulacéo, liberando mediadores da
inflamacéo contidos em seu citoplama (Reite e Evesen, 2006).

No experimento de TCS alguns midcitos apresentaram necrose, isso pode ter

ocorrido devido a uma inflamacéo severa induzindo a degeneragcdo miocitaria sem
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resposta de reparo (Kongtorp et al., 2004). Em estudos com a espécie Salmo salar
(Kongtorp, 2004; Taggart e Ferguson, 1990) obtiveram achados de infiltrados e necrose

semelhantes ao nosso estudo.

5.2.2 Mdsculo cardiaco:

As analises macroscopicas do coragdo no Astyanax brevirhinus, revelaram que,
assim como dos demais teledsteos, este 6rgao é formado por quatro cdmeras em serie;
seio venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso (Farrell e Jones, 1992). A circulacdo
sanguinea se da do coracgdo para 0s arcos branquiais para serem oxigenados por difuséo
pelas lamelas, entdo o sangue é bombeado da aorta dorsal para as artérias até chegar no
capilares periféricos e comecar todo o ciclo novamente (Munford, 2007).

Microscopicamente ndo analisamos 0 seio venoso, por ser uma estrutura pequena e
fragil a manipulacdo. Sua principal funcéo esté relacionada a inicializa¢&o e controle da
frequéncia cardiaca (Moreira, 2013).

O étrio apresentou uma parede delgada, formato irregular e trabeculada, assim
como descrito por Farrell e Jones (1992). Esse arranjo das fibras em redes trabeculadas
aumentam a area da superficie e a difusdo do oxigénio, permitindo uma oxigenacao
tissular. Isso acontece devido ao fato que, grande maioria das espécies de peixes, 0 atrio
ndo é irrigado por coronarias (Olson e Farrell, 2006).

O ventriculo apresentou duas camadas musculares distintas, sendo a camada
externa mais compacta e a interna esponjosa. A mesma morfologia do ventriculos foram
encontrados nas espécies hibridas tambacu (Piaractus mesopotamicus x Colossoma
macropomum) e tilapia (Oreochromis niloticus) (Ribeiro e Almeida, 2016). A camada
compacta do ventriculo possui inimeras artérias coronarias. A circulacdo coronéaria é
essencial em condi¢6es de exercicio e hipoxia, pois em tais condi¢des o fluxo coronariano
aumenta para que aumente o suprimento cardiaco de oxigénio (Farrell et al, 2007). A
camada interna é esponjosa com inumeras trabéculas, obtém a maior parte do suplemento
de oxigénio pelo lumen. As fibras cardiacas possui diferentes arranjos musculares, além
da comunicacdo conseguir atingir todas as areas ventriculares, reduzem o didmetro
cardiaco favorecendo a sistole ventricular (Thomaz, 2011). O sangue é passado do
ventriculo para o bulbo arterioso através de um par de valvulas (Munford, 2007)

A Ultima estrutura cardiaca no sentido do fluxo sanguineo é o bulbo arterial, pode

apresentar forma e morfologia diferentes dependendo da espécie (Thomaz, 2011). Néao
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possuem musculo cardiaco, assim ndo apresenta contragdo muscular, porém essa estrutura
possui fibras elasticas que servem como sustentagdo e regulacdo da velocidade do fluxo
sanguineo bombeado pelo ventriculo (Munford, 2007). Este 6rgdo no Astyanax
breverhinus apresenta coloracdo esbranquicada, com caracteristica elastica ao corte e
pode estar envolvido na regulagdo do fluxo no sentido das branquias. Em outrasespécies
de teletsteos essa regulacdo reduz a forga do fluxo sanguineo na vasculatura branquial, a
qual é muito delicada, bem como manter um fluxo constante nas branquias, fundamental
para as trocas gasosas (Farrell e Jones, 1992, Thomaz, 2011).

As trés camadas do tecido possuem caracteristicas e funcées diferentes. O epicardio
¢ a camada mais externa do coracdo, possui epitélio pavimentoso e tecido conjuntivo
(colageno). Esse colageno atua na regulacdo da distenséo, transmissdo de forca durante a
contracdo, relaxamento e resisténcia a deformacdes patologicas (Sandrinni, 2015). O
endocérdio também € constituido por tecido conjuntivo, essa camada tem a funcgdo de
estabelecer a integridade das camadas esponjosas dos cardiomidcitos, o miocérdio,
mantem as mesmas juntas.

Nos estudos histopalogicos observamos a presenca de modificacBes no coracdo a
partir da temperatura 24°C, onde houve uma maior quantidade de eritrdcitos no limen do
miocardio. Esse aumento é justificado como resposta a hipdxia cardiaca, quando acontece
a bradicardia e consequentemente aumenta o tempo de residéncia do sangue dentro do
ventriculo, o que permite uma maior extracdo de oxigénio para o tecido cardiaco
(Thomaz, 2011).

Semelhante aos achados na histopatologia do masculo esquelético, o musculo
cardiaco apresentou infiltrados inflamatorios polimorfonucleares e mononucleares,
cardiomidcitos com perda do musculo e tecidos necréticos, indicando lesbes devido ao
aumento da temperatura. O recrutamento celular dos infiltrados inflamatorios no
miocardio e necrose tecidual foram documentados pelos estudos de regeneragéo do tecido
cardiaco do peixe-zebra (Poss et al., 2002), danio gigante (D. aequipinnatus) e em peixe

dourado (Carassius auratus) (Lafontant et al., 2012)

5.3 Parametros redox:
O estresse térmico que os peixes foram submetidos ocasionou desequilibrio no
estado redox no musculo cardiaco e musculo esquelético do A. brevirhinus. Onde foi

demostrado através do aumento do biomarcadores do estresse oxidativo (TBARS e
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proteina carbonilada) e pela diminuicdo da capacidade antioxidante total (FRAP)
decorrente do aumento da temperatura.

No musculo cardiaco houve um discreto aumento da peroxidacdo lipidica no
grupo do experimento TCS comparado ao grupo ambiental. Durante 0 aumento da
temperatura o fluxo sanguineo também aumenta justificando assim o aumento da
concentracdo de MDA no coracdo (Radak et al., 2007). No musculo esquelético a
peroxidacdo lipidica apresentou maior estabilidade. Ndo houve o aumento do dano
lipidico pois 0 musculo esquelético nos peixes é predominante de fibras brancas, onde o
metabolismo é glicolitico e ndo oxidativo. De acordo com Gongalves e Soares (1998) a
concentracdo lipidica nos masculos dos peixes se encontra em maior quantidade nas fibras
vermelhas. Diferentes do nosso resultado, estudos feitos em roedores o aumento do fluxo
sanguineo ativa sistemas geradores de espécies reativas de oxigénio aumentando a
concentracdo de MDA nos musculos desses animais (Powers e Jackson, 2008).

Outro biomarcador de dano oxidativo investigado nesse estudo foi os derivados
carbonilicos nas proteinas que indica o dano a nivel de proteina dos tecidos analisados. O
musculo cardiaco mostrou-se sensivel ao dano oxidativo de proteinas, com o decorrerdo
aumento da temperatura houve também aumento dos seus niveis. O musculo esquelético
apresentou discreto aumento, o que pode ser justificado pela baixa concentracdo basal dos
derivados carbolilicos proteicos nesse tecido (Costa, 2017).

A capacidade de reducdo do ferro pelos antioxidantes ndo enzimaéticos é
determinado pelo método FRAP. No musculo cardiaco, o contetdo antioxidante ndo
enzimaticos pode chegar até 3 vezes mais em rela¢do ao musculo esquelético (J1, 2000),
sendo notoria essa diferenca também em nossos resultados.

A atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT néo conseguiu ser identificada
no musculo cardiaco e esquelético mesmo com o pool de tecidos, sendo necessario um
ensaio mais sensivel ou entdo mais tecidos para esta analise. Em outros organismos o
tecido cardiaco € conhecido por sua baixa taxa enzimatica. Apesar de ter altas taxas
oxidantes o tecido cardiaco, tem duas vezes menos atividade de SOD que o figado a
atividade da CAT pode chegar a ser mais dez vezes menor que o figado (Grankvist et al.,
1981).
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5.4 Imuno-histoquimica:

O aumento da expressdo da proteina Hsp70 esté relacionado a diferentes estresses,
sobretudo quando a célula é submetida ao estresse térmico (Kiang e Tsokos, 1998). Os
resultados obtidos nesse estudo demonstram as alteracdes qualitativas na expressdo da
Hsp70 com o aumento da temperatura. Nos dois tecidos analisados, coragdo e musculo
esquelético, a expressdo comecgou desde o controle ambiental, onde a expressdo foi mais
acentuada do que no controle experimental. De acordo com Pickering et al (1982) os
periodos de descanso em cativeiro antes dos experimentos sdo importantes para que o
animal cesse todo o estresse sofrido na manipulacdo em campo. O efeito desse descanso
foi observado em nossos estudos, resultados semelhantes foram obtidos por Cardoso et
al.,(2015) que estudaram o efeito da temperatura em juvenis de Trachinotus carolinus e
na espécie Salmo trutta (Pickering et al., 1982).

Nos animais mantidos a temperatura de 28°C tanto o musculo como o coracao
apresentaram aumento da expresséo proteica da Hsp70 no citoplasma. No coracédo alguns
nucleos também tiveram expressdo. Podemos constatar que o coracdo responde de
maneira diferente que o musculo esquelético, sendo mais sensivel ao aquecimento. O
coragdo parece ser um dos primeiros 6rgdos a comprometer seu funcionamento, portanto
é um importante determinante de tolerancia térmica dos organismos (Somero, 2002).

A expressao maxima em ambos tecidos foi na temperatura de 32°C, onde a Hsp70
foi expressa no citoplasma e ndcleo das células do musculo cardiaco e esquelético. A
expressdo no citoplasma ja e bem definida, porém sua expressao no nucleo significa que
0 estresse térmico também desnatura proteinas nucleares. A localizagdo nuclear da Hsp70
indica o reparo das proteinas ribonucleicas (RPN) (Sanders et al., 1994). A transferéncia
de Hsp70 do citoplasma para o nicleo em altas temperaturas também foi observada nos
estudo dos juvenis de Trachinotus carolinus (Cardoso, 2015).

No experimento TCS podemos perceber o decréscimo da expressdo da Hsp70,
demostrando que em altas temperaturas elas proprias se desnaturam. Este fato esta
relacionado a retroalimentacdo negativa dessa proteina em altas temperaturas, onde a
concentracdo aumentada da Hsp70 inibe a sua producéo regulando e equilibrando sua
resposta ao choque térmico (Abravaya et al., 1991).
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6. Conclusoes:

O presente trabalho permitiu as seguintes conclusdes:

v As analises morfoldgicas do musculo cardiaco e musculo esquelético do Astyanax
brevirhinus revelaram a similaridade dessas estruturas com demais teledsteos.

v' O aumento da temperatura altera o comportamento do A. brevirhinus em relacdo a
natacdo, equilibrio e batimento opercular. A partir da temperatura de 35°C atingem
colapso fisioldgico.

v A. brevirhinus apresenta alteracbes histopatoldgicas de inflamgdo e necrose nos
musculos cardiaco e esquelético derivadas do aumento da temperatura.

v" A andlise do estado redox indica que os tecidos sofrem lesdes oxidativas desde o
momento da coleta, contudo, niveis de antioxidantes acompanham este aumento.

v" O aquecimento ativa diferentemente os mecanismos redox nos tecidos estudados
resultados de taxas de diferentes leses lipidicas ou proteicas nestes tecidos em relacéo a
temperatura ambiental.

v A proteina Hsp70 é ativada durante o aquecimento, porém decai no experimento da
TCS, comprovando sua desnaturagdo em temperaturas subletais.

v O periodo de descanso depois da coleta provoca a diminuicao da expressdo daHsp70

nos dois tecidos estudados, indicando que o estresse de captura influencia os resultados.
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