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RESUMO

A temperatura é um dos fatores que mais influencia o funcionamento celular de organismos
no meio aquatico. Por serem ectotérmicos, as variagdes na temperatura da agua interferem
potencialmente todos os processos fisioldgicos e comportamentais dos peixes. Este estudo
teve como objetivo relacionar o aquecimento ambiental as respostas comportamentais,
alteracdes histopatoldgicas e a ativacdo de mecanismos moleculares de termoestabilidade
celular nas branquias e figado de peixes da espécie Astyanax brevirhinus. Os animais foram
submetidos ao aquecimento controlado, partindo dos 20°C, temperatura ao qual foram
coletados, até que cada tanque atingisse as temperaturas de 24°C, 28°C e 32°C, onde
permaneceram por 120 minutos. Para determinar a temperatura critica de sobrevivéncia,
animais foram submetidos ao aquecimento gradual por tempo indeterminado, até
apresentarem parada de batimento opercular. O comportamento foi analisado a partir de
filmagens. Apos o tempo de cada experimento, os animais foram eutanasiados e seus tecidos
fixados para as analises de histologia, histopatologia, estado redox e imuno-histoquimica;
para avaliar a expressdo da proteina de estresse Hsp70. Os resultados demostraram que 0S
animais apresentaram alteracGes em seu comportamento, respiracdo, equilibrio e natacdo
devido ao aquecimento. O aquecimento também promoveu alteragfes histopatolégicas como
hiperplasia e hipertrofia celular, vasodilatagcdo, descolamento do epitélio, necrose celular e
tecidual. O estudo do estado redox das branquias demonstrou que o aumento da temperatura
ocasionou maior peroxidacdo lipidica e dano oxidativo a proteinas, além de promover a
diminuicdo da capacidade antioxidante ndo enzimatica. No figado, a peroxidacéo lipidica, a
capacidade antioxidante ndo enzimatica e a atividade antioxidante diminuiram com o
aquecimento. A analise da expressdo da Hsp70 nos tecidos demonstrou relacdo qualitativa
com o aumento da temperatura. E possivel concluir que o aquecimento ambiental promove
alteracbes que provocam desiquilibrio homeostatico, refletido em todos os niveis organicos:
comportamental, tecidual, estado redox e expressao de Hsp70 celular na espécie estudada.

Palavras-chave: Comportamento. Histopatologia. Desequilibrio redox. Inumo-histoquimica.
Hsp70.






ABSTRACT

The temperature is one of the factors that most influence the cellular functioning of organisms
in the aquatic environment. Because they are ectothermic, water temperature variations
potentially interfere with all fish's physiological and behavioral processes. This study aimed
to relate environmental warming to behavioral responses, histopathological changes and the
activation of molecular mechanisms of cellular thermostability in the gills and liver of fish of
the species Astyanax brevirhinus. The animals were subjected to controlled heating, starting at
20°C, at which temperature they were collected, until each tank reached temperatures of
24°C, 28°C and 32°C, where they remained for 120 minutes. To determine the survival
critical temperature, the animals were exposed to gradual warming for undefinaly period of
time, until they present an opercular beating stop. The behavior was analyzed from filming.
After the time of each experiment, the animals were euthanized and their tissues fixed for
analysis of histology, histopathology, redox state and immunohistochemistry; to evaluate the
expression of the Hsp70 stress protein. The results indicate that the animals showed changes
in their behavior, breathing, balance and swimming due to warm up. Warming also promoted
histopathological alterations such as hyperplasia and cellular hypertrophy, vasodilation,
epithelial detachment and cellular and tissue necrosis. The study of the redox state of the gills
showed that the increase in temperature caused greater lipid peroxidation and oxidative
damage to proteins, besides promoting the reduction of the non-enzymatic antioxidant
capacity. In the liver, lipid peroxidation, non-enzymatic antioxidant capacity and antioxidant
activity decreased with heating. Analysis of the expression of Hsp70 in the tissues
demonstrated a qualitative relationship with the increase in temperature. It is possible to
conclude that the environmental heating promotes changes that cause homeostatic imbalance,
reflected in all organic levels: behavioral, tissue, redox state and expression of cellular Hsp70

in the studied species.

Keywords: Behavior. Histopathology. Redox imbalance. Immunohistochemistry. Hsp70.
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1 INTRODUCAO

As condicdes do ambiente exercem efeitos significativos sobre a fisiologia dos
organismos (HANNA et al., 2008). As alteracfes ambientais tém afetado negativamente a
maioria dos sistemas biol6gicos do planeta, modificando as condic@es fisicas dos ambientes e
como consequéncia promovendo alteragdes no bem-estar e na sobrevivéncia das espécies
(ACEVEDO-WHITEHOUSE; DUFFUS, 2009).

A temperatura controla quase todas as reagGes quimicas e bioldgicas nos
organismos e €, portanto, uma forte influéncia sobre os sistemas em todos o0s niveis
(MCCULLOUGH et al., 2009). Em ambientes aquaticos, ela é uma das variaveis ambientais
mais importantes, pois afeta diretamente 0 metabolismo e como consequéncia 0 consumo de
oxigénio, crescimento, sobrevivéncia (JIAN et al., 2003), reproducéo, atividade natatoria e
distribuicdo dos organismos (PORTNER, 2002).

A temperatura influencia todos os niveis de organizacdo bioldgica. Cada espécie
possui um limite de tolerancia térmica, seja ela maxima ou minima e temperaturas 6timas para
que os processos fisiologicos ocorram (REBOUCAS et al., 2014). Nos peixes, por serem
ectotérmicos, a temperatura corporal estd diretamente relacionada a temperatura da agua;
assim, quaisquer oscilacdes térmicas influenciam todos os seus processos fisiologicos (PANG
et al., 2011; WALBERG, 2011). A medida que a temperatura da dgua aumenta, a maior
energia cinética das reacdes bioquimicas acelera os processos metabdlicos, afetando a
fisiologia e o comportamento desses organismos (ANGILLETTA, 2009; ABRAM et al.,
2016).

O comportamento dos peixes é determinado pelos limites fisioldgicos de cada
espécie (BEITINGER et al., 2000). Em resposta ao estresse, além da atividade metabolica, a
natacdo e o batimento opercular sdo intensificados, promovendo um aumento do fluxo
sanguineo branquial e na capacidade de difusdo e transporte de oxigénio pelo sangue, o que
leva a uma maior captacdo de oxigénio (OBA et al., 2009). Poréem, em temperaturas proximas
a letal, o colapso fisioldgico nesses organismos leva a perda de equilibrio, espasmos e o
parada nos batimentos operculares (CARDOSO, 2013). Assim, o comportamento dos peixes
em resposta a oscilagdes térmicas € essencial para compreender como eles séo capazes de
responder e se ajustar a variagdes de temperatura do meio aquatico CARDOSO et al., 2015).

Além do comportamento, a histologia de Orgdos que reagem a estimulos

especificos também constitui uma ferramenta sensivel & deteccdo de alteracdes do ambiente
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(CAJARAVILLE et al., 2000). As branquias de peixes apresentam uma grande superficie de
contato com o meio externo e sdo particularmente sensiveis as alteragdes do ambiente
aquatico (FLORES-LOPES; THOMAZ, 2011). Assim, elas sdo um excelente parametro para
avaliar os efeitos de variaveis ambientais, substancias toxicas e qualidade da &gua (MAZON
et al., 2002). O figado é considerado um 6rgdo-alvo e de grande importancia para os peixes,
pois participa dos processos de biotransformacéo e eliminacdo de xenobidticos e, por isso,
também pode ser utilizado em biomonitoramentos devido a sua alta sensibilidade
(THOPHON et al., 2003).

Com o aumento da temperatura em ambientes aquaticos, a solubilidade dos gases
dissolvidos na &gua diminui a0 mesmo tempo em que a demanda por oxigénio pelos
organismos aumenta (SOUZA, 2013). Os peixes compensam essa falta de oxigénio
aumentando a taxa de ventilagdo, promovendo um aumento no consumo desse gas (ROSSO et
al., 2006; FERREIRA et al., 2009). O aumento da atividade respiratéria pode levar a
producdo de subprodutos reativos que podem ser toxicos e gerar danos (KEHRER, 1993).
Esses metabolitos reativos sdo conhecidos como espécies reativas, onde incluem os radicais
livres (COSTA, 2017).

Os radicais livres podem ter origem através metabolismo aerébico celular normal,
e podem ser gerados também por reacOes anormais estimuladas por doencas e por
xenobidticos (SIES, 1986). Eles sdo moléculas ou &tomoscom numero de elétrons
desemparelhados em sua Orbita mais externa, conferindo-os alta reatividade e meia vida curta
(KEHRER, 1993). Esses elétrons, quando centrados no oxigénio, recebem o nome de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Elas podem ter natureza radicalar, representadas principalmente
pelo anion superoxido (Oz+—) e o radical hidroxila (HO¢); e ndo radicalares, como o0 oxigénio
singlete (*O,) e pelo peréxido de hidrogénio (H.0-) (BARREIROS et al., 2006).

No organismo, os radicais livres estdo relacionados a producdo de energia,
fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
bioldgicas importantes. Porém, o seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a
peroxidacdo dos lipidios da membrana celular, agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS et al., 2006; ALVES et al.,
2010).

Mecanismos endogenos e exdgenos, conhecidos como antioxidantes atuam na
tentativa de minimizar os efeitos lesivos das ERO nos tecidos. Os antioxidantes s&o
substancias que atrasam, previnem ou removem o dano oxidativo a uma molécula alvo a fim

de manter a integridade celular e um correto funcionamento do organismo (HALLIWELL,;



23

GUTTERIDGE, 2007). As enzimas antioxidantes ttm o papel de converter os oxidantes em
moléculas menos reativas (CANTIN et al., 2012). Dentre os antioxidantes enzimaticos, se
destacam a superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT).

A SOD catalisa a dismutacdo do superdxido, um radical altamente reativo, em
outro com menor reatividade, que é o peréxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio molecular
(O2) (POWERS; JACKSON, 2008). A enzima CAT tem como funcédo catalisar a quebra do
H,0, em agua e O, utilizando como cofator o Fe** (YOUNG; WOODSIDE, 2001; POWERS;
JACKSON, 2008).

O desequilibrio entre essas espécies reativas (oxidantes) e antioxidantes, em favor
dos oxidantes, leva a perturbacdo da sinalizagdo celular e do controle redox e a danos
moleculares, situacdo esta denominada desequilibrio redox (FILIPPIN et al., 2008). A
oxidacdo de biomoléculas leva a producdo de metabdlitos especificos que podem ser usados
como biomarcadores de estado redox, ja que as ERO tém, em sua maioria, meia vida curta e
reagem rapidamente com as biomoléculas. Tais marcadores sdo derivados principalmente da
oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (COSTA, 2017).

Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sdo utilizadas para
quantificar produtos de peroxidacdo lipidica em células, tecidos e fluidos corporais
(LANDAU et al., 2013). O malondialdeido (MDA) um dos produtos da peroxidacdo lipidica é
reativo a0 TBARS, sendo assim, um potencial biomarcador da acdo de radicais livres (DEL
RIO et al., 2005; ANTUNES et al., 2008). O contetdo carbonilico de proteinas, produto da
peroxidacdo de aminoacidos, também ¢é utilizado como marcador de dano oxidativo em
proteinas, sob a acdo de radicais livres (VASCONCELOQOS et al., 2007).

Outro método de estudo para deteccdo de estresse fisioldgico é através da analise
das proteinas de choque térmico (Hsp - Heat shock proteins) (TOMANEK, 2008). As Hsp sédo
uma familia de proteinas celulares produzidas por grande parte dos organismos, incluindo os
peixes. Elas sdo conhecidas como chaperonas moleculares, pois, interagem com outras
proteinas auxiliando no dobramento, montagem, translocagdo e degradacdo durante o
crescimento e desenvolvimento celular (WANG et al., 2004), permitindo que 0s organismos
se adaptem a estressores ambientais (KAYHAN; DUMAN, 2010). Em condic¢Oes adversas
como o0 aumento de temperatura e 0 estresse osmotico ou oxidativo, os niveis de Hsp sdo
aumentados, auxiliando a identificacdo e facilitando o redobramento de proteinas danificadas.
Em casos cujos danos ndo podem ser reparados, elas facilitam a sua eliminacdo. As Hsp

contribuem também para o desenvolvimento de novas proteinas que irdo substituir aquelas
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afetadas pelo estresse metabdlico (BUKAU; HORWICH, 1998; MEYER; BUKAU, 2005;
CASTRO et al., 2013).

Entre as diferentes proteinas que compdem as Hsp, a familia das Hsp70 é a mais
fortemente induzida por fatores estressantes (MACARIO et al., 1999). A Hsp70 ocorre em
resposta a diversos estressores ambientais e patoldgicos e estd comumente associada ao
estresse térmico (KIANG; TSOKQOS, 1998; CARDOSO, 2013). Tais respostas mediante as
diversas formas de estresse fazem com que a Hsp70 seja amplamente utilizada em
biomonitoramentos (MUKHOPADHYAY et al., 2003).

A atuacdo dos antioxidantes mediante ao desequilibrio redox e a atividade das
Hsp em resposta ao estresse, promovem protecdo molecular em temperaturas extremas,
influenciando assim o periodo de sobrevivéncia de determinadas espécies ao aquecimento
(PORTNER, 2002).

A familia Characidae possui um elevado nimero de espécies e ampla distribuicéo
geografica (BAUMGARTNER et al., 2012). Peixes do género Astyanax, popularmente
conhecidos como Lambaris, pertencem a essa familia e distribui-se por praticamente toda a
regido Neotropical, onde habitam os mais diversos ambientes, sendo um dos géneros
dominantes na América do Sul (KAVALCO, 2008). As espécies pertencentes a ele
apresentam pouca diferenciacdo morfoldgica, ecolégica e comportamental e sdo amplamente
utilizadas em estudos ecotoxicoldgicos, tanto in vivo quanto in situ (OSORIO, 2016). A
espécie Astyanax brevirhinus, Eigenmann, 1908, utilizada como modelo neste estudo,

apresenta distribuicdo restrita a Bacia do Jequitinhonha (LIMA et al., 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo é relacionar o aquecimento ambiental as respostas
comportamentais, alteragdes histopatoldgicas e a ativagdo de mecanismos moleculares de

termoestabilidade celular em Astyanax brevirhinus.

2.2 Objetivos especificos

e Descrever a histologia das branquias e figado de A. brevirhinus;

e Analisar o comportamento e a fisiologia de animais submetidos a exposicao
experimental ao aumento gradual da temperatura;

e Analisar a histopatologia das branquias e do figado dos animais, ap6s a exposi¢do
experimental ao aumento gradual da temperatura;

e Avaliar os pardmetros do estado redox; como o dano oxidativo a lipideos e
proteinas; a atividade das enzimas superdxido dismutase e a catalase e avaliar a
capacidade antioxidante total apds a exposicdo experimental ao aumento gradual
da temperatura;

e Realizar a imunolocalizacdo da proteina Hsp70 e pelo método qualitativo,
estabelecer uma correlacdo entre a sua expressdao e o aumento gradual da

temperatura.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido no Parque Nacional das Sempre-Vivas, localizado nos
municipios de Olhos d’Agua, Bocaitiva, e Diamantina, em Minas Gerais (FIG.1 A). A regido
possui clima mesotérmico, com verdes brandos e Umidos e invernos mais frescos e secos,
apresentando duas estacdes bem definidas: uma estacdo seca entre os meses de junho a agosto
e uma chuvosa, de novembro a marco. A temperatura média anual é de 18,79°C, com as
meédias mensais entre 16,83°C a 21,27°C (MMA, 2016).

As coletas foram realizadas em um trecho de cabeceira do Rio Inhai (17°54°
32.22” S —43°42°33.26”), afluente do Rio Jequitinhonha (Licenca SISBIO: 26291-2) (FIG.1
B).

&

Qihos-BrAgua

2] Parque.
Nacional das _
Sempre Vivas o8en. Mourao

&

Datas

Figura 1 - (A) Localizagdo do Parque Nacional das Sempre-Vivas (Fonte: Google Maps). (B) Corrego
Inhai.

3.2 Amostragem e manutencao dos peixes para 0s experimentos em laboratorio

O presente estudo teve parecer aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA — UFVJM n. 58/2016B). As amostragens foram realizadas com rede de
arrasto manual (FIG.2 A). Em uma primeira amostragem, para representar o controle
ambiental do experimento, 13 individuos da espécie A. brevirhinus foram coletados e
eutanasiados através de secgdo cortical, de acordo com as normas legais de eutanasia de
animais (Portaria N. 596, de 25 de junho de 2013, CONCEA) e em seguida, foram medidos
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com auxilio de uma régua milimetrada e dissecados (FIG. 2 C e D). Branquias e figado de
nove animais foram armazenados em criotubos, fixados em nitrogénio liquido e armazenados
em freezer a -80°C, para posterior analise do potencial redox. Os quatro animais restantes
tiveram 0s mesmos tecidos acondicionados em cassetes, fixados em paraformaldeido a 4%
tamponado por 12 horas e logo depois, submersos em tampao fosfato 0,2 M; para posterior
identificacdo das estruturas e imuno-histoquimica (FIG. 2 E).

Em uma segunda amostragem, ainda no mesmo ponto de coleta, 100 individuos
foram coletados e acondicionados em um tanque com aeracdo, contendo agua do rio. Os
peixes foram transportados até o Laboratério de Aquicultura da UFVJIM. No laboratorio, eles
foram transferidos para um tanque com capacidade para 500 litros de agua com aeracao
controlada e temperatura ambiente, onde permaneceram por 5 dias, para minimizar o estresse
ocasionado pela captura (FIG. 4 F). Durante este periodo, eles foram alimentados com racao
comercial ad lubitum.

Para a realizacdo dos experimentos, 500 litros de agua do rio foram acondicionados
em tanques e levados para o laboratdrio. A agua foi filtrada e recebeu aeracdo constante até o

dia do experimento.

Coleta e dissecaciio dos peixes do controle experimental

-

Figura 2 - Amostragem, processamento do material e acondicionamento dos peixes para o
experimento. Coleta e dissecacdo dos peixes do controle experimental: (A) Amostragem realizada
com rede de arrasto no cérrego Inhai. (B) Animais coletados. (C) Medicdo do tamanho dos peixes.
(D) Dissecacéo. (E) Acondicionamento dos tecidos em cassetes. Periodo de repouso dos peixes em
laboratério: (F) Tanque de armazenamento dos peixes em laboratério, apds a coleta em campo. (E)
Tanques utilizados para o experimento, equipados com aquecedores e aeradores.
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3.3 Parametros fisico-quimicos da agua

O oxigénio saturado (%), temperatura (°C) e pH da agua foram aferidos com
auxilio de um multiparametro da marca Hanna —HI 9828 em campo e na fase inicial e final de
cada experimento. A temperatura da dgua foi monitorada com auxilio de um termémetro de

mercurio em intervalos de 30 minutos durante os experimentos.

3.4 Procedimentos experimentais

3.4.1 Elevagao gradual da temperatura

Apbs o periodo de 5 dias em laboratdrio, foram selecionados aleatoriamente 78
individuos e, em seguida, distribuidos em 6 tanques com capacidade de 45 litros de agua, cada
(FIG. 2 G). Cada tanque foi equipado com um aerador e um aquecedor com poténcia de 300
W. Os peixes permaneceram por 24 horas nos tanques, para que o estresse decorrente da
manipulacdo e troca de ambiente fosse minimizado. A alimentacdo foi suspensa durante esse
periodo.

Decorridas as 24 horas, os aquecedores de trés tanques foram ligados e quando a
temperatura experimental de cada tanque foi atingida, a mesma foi mantida constante por 120
minutos. Os demais tanques permaneceram com 0s aquecedores desligados e foram utilizados
como controles do experimento. Em média, a velocidade de aquecimento da agua foi de
1,83°C/hora.

Apos o término de cada experimento, 0s peixes foram eutanasiados através de
seccao cortical. Para determinacdo do potencial redox, branquias e figado de nove individuos
foram coletados, acondicionados em criotubos, submersos em nitrogénio liquido e em seguida
armazenados em freezer a -80°C para posterior analise. Branquias e figado de quatro
individuos foram dissecados, fixados em paraformaldeido 4 % tamponado por 12 horas e, em
sequida, submersos em tampédo fosfato 0,2 M, para posterior emblocagem, coloracdo de

Hematoxilina e Eosina (HE) e Imuno-histoquimica.
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3.4.2 Temperatura critica de sobrevivéncia (TCS)

Para determinar a tolerancia térmica da espécie em estudo, 26 individuos foram
distribuidos em dois tanques com capacidade para 45 litros, cada. Os peixes tiveram a
alimentagéo suspensa por 24 horas.

Ap0s o periodo de repouso, a temperatura da agua presente nos tanques foi aferida
com o0 auxilio de um termémetro de mercurio. O tanque selecionado como teste, teve 0 seu
aquecedor ligado por tempo indeterminado. O grupo controle permaneceu a temperatura
ambiente inicial.

No grupo teste, quando 0 primeiro peixe apresentou sintomas de perda do
equilibrio, parada da natacdo e do movimento opercular, a temperatura da agua foi aferida e
anotada e o peixe coletado, eutanasiado e medido com auxilio de uma régua milimetrada. A
temperatura a qual os peixes apresentaram parada de movimento opercular foi denominada
temperatura critica de sobrevivéncia (TCS). O mesmo foi feito com todos os peixes do grupo
experimental, assim que 0os movimentos operculares foram cessados.

Para cada individuo do grupo experimental coletado, um individuo do grupo
controle também era amostrado, eutanasiado, medido e dissecado. Para determinacdo do
potencial redox, branquias e figado de nove individuos foram coletados, acondicionados em
criotubos, fixados em nitrogénio liquido e sem seguida congelados a — 80°C para posterior
analise. Os tecidos de quatro individuos, destinados a coloracdo de HE e imuno-histoquimica,
foram armazenados em cassetes e fixados em paraformaldeido 4% tamponado por 12 horas e,

em seguida, submersos em tampéo fosfato 0,2 M, para posterior incluséo em parafina.

3.4.3 Anélise Comportamental

Para a analise do comportamento, os peixes foram observados durante todos 0s
experimentos. Ap0s cada tanque atingir a temperatura de interesse, filmagens foram
realizadas durante 60 minutos em que se mantinham em tal temperatura experimental.

O experimento para determinagdo da TCS também foi filmado a partir dos 36 °C
(temperatura em que o primeiro animal atingiu a TCS), até que todos o0s animais
apresentassem parada do batimento opercular e dbito.

A partir da analise do comportamento dos animais em cada tanque, foram

avaliados os seguintes critérios: equilibrio, natagdo, batimento opercular e morte.
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Para transformar os dados qualitativos em dados huméricos, o comportamento foi
avaliado de acordo com uma escala de 4 a 0, onde o 4 ¢ caracterizado pelo comportamento
normal e o 0 indica a morte (TAB. 1).

Tabela 1 - Critérios de comportamento. A escala de 4 a 0 foi atribuida de acordo com o comportamento dos
peixes em relacdo ao aumento da temperatura.

Pontos Equilibrio Natacio Batimento Opercular
4 Normal Normal Normal
3 Distarbio leve Acelerada Acelerada
Desequilibrio
2 _ Muito acelerada Muito acelerada
horizontal e lateral
1 Decubito lateral Lenta com espasmos Lento
0 Morte Morte Morte

Para o experimento da TCS, ao atingirem a temperatura subletal, o
comportamento apresentado pelos peixes foi classificado em fases, de acordo com Cocking

(1959) (TAB.2).

Tabela 2 - Classificacdo das fases comportamentais.

Fases Estagio Sintomas

Preferéncia pela parte superior da coluna d’agua;
deslizam verticalmente de forma rapida pelo

Fase I Estresse inicial - . o
aquario; colisdes com a parede; desequilibrio;
coloragdo mais escura; rajadas de velocidade.

Fase 11 Perda de controle Boiam lateralmente ou horizontalmente, corpo
rigido com movimentos oculares e das nadadeiras
peitorais, movimento opercular rapido.

Fase I11 Morte Sem movimentos, apenas com movimentacao

opercular, que no caso ¢ a ultima a cessar.
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3.5 Andlises histoldgicas

3.5.1 Preparacéo dos blocos para microscopia

Apos a fixagdo dos tecidos, branquias e figado foram desidratados em banhos de
solucdes crescentes de etanol em agua destilada (70%, 80%, 90%, 95% e 100% de etanol | e
I1). Para que os tecidos se tornassem translucidos, apds a desidratacdo, os mesmos foram
diafanizados em xilol, e, em seguida, incluidos em parafina histoldgica overnight, em estufa a

60°C. Apds a impregnacdo os tecidos foram emblocados em parafina (ANEXO A).

3.5.2 Hematoxilina e Eosina (HE)

A coloragdo HE foi utilizada para visualizar os diversos tipos celulares bem como
0s tecidos que compOe as estruturas estudadas, uma vez que essa coloracdo diferencia o
citoplasma do nucleo.

Para a preparacdo das laminas, blocos de tecidos branquiais e hepaticos foram
cortados em microtomo, com espessura de 5 um. Os cortes foram colocados em banho-maria
contento agua destilada a temperatura de 38° C e em seguida, aderidos a laminas previamente
silanizadas e identificadas. As laminas com os cortes foram levadas na posigdo horizontal
para a estufa a 60°C, por 2 horas, para secagem, aderéncia dos tecidos a lamina e
desparafinizacdo. Para garantir que a desparafinizacdo fosse completa, as laminas foram
submersas em xilol. Em seguida, os cortes foram reidratados em concentragfes decrescentes
de etanol (100%, 95% e 70%), seguida de um banho em &gua. Ap0s este processo, as laminas
foram submersas em Hematoxilina, por 20 segundos, lavadas em agua corrente e submersas
em Eosina por 55 segundos (ANEXO B).

Apos o processo e coloragdo, laminulas foram aderidas os cortes com Permount, e
colocadas na posicdo horizontal, onde permaneceram por 72 horas, até a secagem. As laminas

foram fotomicrografadas em microscopio (Labomed, LC400p).
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3.6 Biomarcadores do estado redox

3.6.1 Analise dos parametros redox

Para andlise dos pardmetros redox, as amostras foram retiradas do freezer a -80°C
e imersas em gelo. Cada amostra foi macerada em 500 microlitros de PBS (0,15M, pH 7,36)
com auxilio de um macerador de tecidos Potter-Elvehjem (Corning). Todo o processo foi
conduzido dentro de uma caixa térmica com gelo. Os macerados foram acondicionados em
eppendorfs e centrifugados (Thermo Electron. Led GMBH 52 D37520, Alemanha) a uma
velocidade de 5.000 g, durante 5 minutos a uma refrigeracdo de 4°C. Do sobrenadante,
aliquotas de 220 ul foram retiradas para avaliacdo do dano oxidativo de lipideos, através da
mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), 72 pl para avaliacdo da
capacidade antioxidante total, determinada pelo poder de reducgéo do ferro (FRAP, do inglés
Ferric Reduncing Antioxidant Power) e o restante dos homogenatos, foram armazenados em
eppendorfs e mantidos em gelo, para posterior analise da atividade das enzimas catalase
(CAT) e superdxido dismutase (SOD). O sedimento restante foi utilizado para determinar o
contetdo de derivados carbonilicos presentes nas proteinas.

As aliquotas destinadas a quantificacdo da atividade enzimética foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C. Apos a centrifugacdo, 30 ul do sobrenadante
de cada amostra foram retirados com auxilio de uma micropipeta e armazenados em
eppendorf para anélise da CAT. O restante do sobrenadante foi utilizado para analisar a SOD.

Os eppendorfs foram acondicionados em gelo, até a dosagem.

3.6.2 Andlise da peroxidacao lipidica

Para determinar a concentracdo de TBARS, foi utilizada a reacdo do acido
tiobarbitirico com o malondialdeido (MDA), principal produto da peroxidacao lipidica, de
acordo com o método descrito por Ohkawa et al. (1979). Para a analise, aliquotas do
homogenato (0,230 mL) foram adicionadas a 0,250 mL de acido acético (2,5 M, pH 3,4), 0,1
mL de duadecil sulfato de sodio (8,1%) e 0,25 mL de &cido tiobarbiturico 0,8%. A mistura foi
homogeneizada e aquecida a 95 °C durante 90 minutos. Ap0s 0 aquecimento, as amostras
foram resfriadas e centrifugadas a 5000 g (Thermo Electron. Led GMBH D37520, Alemanha)

por 5 minutos. Logo ap6s, 0,25 mL do sobrenadante de cada amostra foi transferido para uma
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placa contendo 96 pogos de fundo chato. As amostras foram submetidas a leitura no
espectrofotdmetro a 532 nm em leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular
Devices, EUA). A concentracdo de TBARS nas amostras foi determinada a partir da curva
padrdo de concentracfes conhecidas de MDA (1, 1, 3, 3 — tetrametoxipropano - Sigma, EUA)

e expressa em nmol MDA/mg proteina. As medidas foram realizadas em duplicata.

3.6.3 Derivados carbonilicos em proteinas

Para determinar a concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas nos
tecidos, foi utilizado um método descrito por Levine et al. (1994).

O sedimento do homogenato de cada um dos tecidos foi suspenso em 1 mL de
tampdo fosfato de potassio (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, em seguida elas foram
centrifugadas a 5000 g por 10 minutos a 4°C e o0 sobrenadante descartado. Adicionou-se ao
sedimento do teste 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM) (Sigma-Aldrich®, EUA) diluido
em acido cloridrico 2mM. Ao branco foi adicionado apenas 53 HCI 2 mM. As amostras foram
mantidas no escuro, a temperatura ambiente, por 30 minutos. A cada 15 minutos, as mesmas
eram agitadas, com auxilio de um vortex. Apds esse processo, foi adicionado acido
tricloroacético 10% as amostras. Em seguida elas 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 acetato de etila (1:1) e centrifugado a 5000 g, por 10 min a 4°C, por duas vezes. O
sedimento proveniente da centrifugagéo foi dissolvido em SDS 6% e centrifugado a 10000 g,
por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi avaliado no espectrofotémetro a 370 nm, em placa
de 96 pocos, no leitor de microplacas, em duplicata.

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas foi determinada utilizando
a equacdo de Lambert: Berr: A=c.b.e. Onde A ¢é a diferenca entre a absorbancia do teste e do
branco, ¢ é a concentra¢do, b € o caminho Optico e ¢ é o coeficiente de extingdo molar. O
coeficiente de extingdo molar para 0 DNPH a 370 nm é 22000 M™cm™e o caminho 6ptico
nesse ensaio foi de 0,73 cm. O contetdo de derivados carbonilicos em proteinas foi expresso

como nmol de derivados carbonilicos por mg de proteina (nmol/mg prot.)



35

3.6.4 Atividade da enzima CAT

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada através do decaimento da
absorbancia do peréxido de hidrogénio a 240 nm, de acordo com o método descrito por
Nelson; Kiesow (1972). As amostras foram adicionadas a uma solugcdo de peroxido de
hidrogénio a 0,03 M (Sigma, EUA). A reacdo de decomposicao do perdxido de hidrogénio foi
acompanhada durante 1 minuto, a 25°C no espectrofotdmetro, 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 H,O, decomposto por minuto por miligrama de

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

3.6.5 Atividade da enzima SOD

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada pela inibi¢do da autoxidacao
do pirogalol, de acordo com Maklund; Maklund (1974). Foi adicionada a cada amostra de
tecido, tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 8.2, 37 °C) contendo 1 mM de acido
dietilenotriaminopenta-acético (Sigma, EUA). A reacdo foi iniciada com a adi¢do do pirogalol
(1,2,3-benzenotriol, Sigma, EUA) a 0,2 mM. As amostras foram pipetadas em microplacas e a
reacdo foi determinada através da leitura em espectrofotdmetro 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 necessaria para inibir a autoxidacdo do pirogalol em 50%. As medidas foram

realizadas em duplicata.

3.6.6 Capacidade antioxidante ndo enzimatica

A capacidade antioxidante ndo enzimatica das amostras foi determinada pelo
método FRAP, de acordo com Benzie; Strain (1996). A capacidade de reducdo do complexo
da forma Fe* -ferri-tripiridiltriazina (TPTZ) para a forma Fe’*-TPTZ pelos antioxidantes ndo
enzimaticos do homogenato, em pH acido, determina o poder antioxidante da amostra. Para a
confeccdo do reagente FRAP, 25 mL de tampédo acetato de sédio (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 FeCl3.H,O (20 mM). A uma aliquota de 528 uL do reagente FRAP foi adicionado 72
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pL do homogenato. A mistura foi homogeneizada e incubada no escuro, a 37 °C, por 30
minutos.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 300 g por 5 minutos, e uma
aliquota do sobrenadante de cada uma delas foi adicionada em microplacas e analisadas em
espectrofotdmetro, a 593 nm em duplicata. A capacidade antioxidante total das amostras foi
expressa em equivalentes de Fe?*, determinada a partir da curva padrdo de concentracdes
conhecidas de FeSO, e normalizada pela quantidade de proteina na amostra. Os resultados

foram expressos em UM FeSO4/mg de proteina.

3.6.7 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de
quantificacdo de Bradford (Comassie blue assay) (BRADFORD, 1976). Para a construcdo da
curva padrdo, composta por concentragcdes conhecidas de proteinas, foi utilizada albumina de
soro bovino (BSA, 1mg/mL). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com leitor de
microplacas (Spectran Max®190, Molecular Devices, EUA) a 590 nm, e os valores da
concentracdo de proteinas, foram determinados pelo Software Softmaxpro® (V5.4, Molecular
Devices, EUA) em mg/mL.

3.7 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ) permite identificar e localizar proteinas em células
por meio de reacdes de anticorpos especificos. Ela também permite quantificar proteinas a
partir da intensidade das mesmas.

A proteina Hsp70 presente nos tecidos foi localizada e identificada por meio de
reacbes com anticorpos especificos. Para realizacdo do método empregado, as laminas foram
previamente banhadas em solucdo de 3-aminopropiltrietoxi-silano 2% em acetona para
aumentar a aderéncia dos tecidos na sua superficie.

Apbs o preparo das laminas silanizadas, cortes com espessura de Sum foram feitos
nos tecidos, com auxilio de um micrétomo. As laminas confeccionadas foram acondicionadas
horizontalmente em estufa a 37°C por 24 horas. Posteriormente, os tecidos sofreram
desparafinizacdo em xilol absoluto e foram reidratados em séries decrescentes de alcool
(100% a 70%) e em agua destilada.
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Para recuperar 0s antigenos silenciados nos tecidos, pela fixacdo com
paraformaldeido, as laminas foram embebidas em tampéo citrato onde permaneceram em
banho-maria por 30 minutos a 95°C. Em seguida, as peroxidases presentes nos tecidos foram
inativadas com uma solucdo bloqueadora de peroxidase endogena 3% em metanol. Para
reduzir a possibilidade de ligacdes ndo especificas dos anticorpos com as proteinas presentes
nos tecidos, foi utilizada uma solugdo bloqueadora de proteinas (Protein Block DAKO
X0909) Posteriormente, a solucdo bloqueadora de proteinas (Protein Block) foi removida dos
tecidos e, em seguida, foi pipetado sobre eles o anticorpo priméario Hsp70 monoclonal (BRM -
22, Sigma, EUA), extraido de camundongo, com diluicdo em PBS na proporcéao de 1:500. As
l&aminas foram incubadas por 20 horas em camera Umida, na geladeira.

Apbs as 20 horas de incubacdo, o anticorpo primario presente nos cortes foi
retirado e logo apos o anticorpo secundario foi adicionado. Em seguida os cortes receberam o
cromdgeno DAB (tetra-hidrocarboneto de 3,5-diamino-benzidina). O cromdgeno, ao reagir
com a peroxidase conjugada a estreptavidina, produz coloragdo marrom.

Para contra-colaracdo foi utilizada hematoxilina. Logo apds a coloracéo, os cortes
foram desidratados em solucdes de concentracdes crescentes de etanol em agua, diafanizados
em xilol e montados com laminulas, fixadas com resina Permount (Fisher scientific /USA)
(ANEXO C). As laminas foram secas em temperatura ambiente por 72 horas e em seguida

foram fotomicrografadas em microscopio (Labomed, LC400p).

3.8 Analises Estatisticas

Para verificar se o tamanho dos individuos presentes nos tanques era semelhante
entre 0s grupos, e se havia diferenca entre os parametros da agua no inicio e ao final de cada
experimento, os dados foram submetidos aos testes de Durbin-Watson, Shapiro-Wilk e
Bartlett para verificar se 0s mesmos cumpriam 0s pressupostos de independéncia,
normalidade e homogeneidade de variancias. Em seguida modelos lineares foram criados no
software R 3.5.1. Estatistica descritiva (média £ DP) foi utilizada para mostrar as alteraces
ocasionadas pelo aquecimento no estado redox das branquias e musculo. Analises qualitativas
foram utilizadas para descrever a reatividade da Hsp70 nos animais submetidos ao

aquecimento.
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4. RESULTADOS

Os resultados apresentados nessa sessdo estdo subdivididos em topicos, com o

objetivo de manter em sequéncia cronologica a obtencdo dos dados.

4.1 Parametros fisico-quimicos da agua

A Tabela 3 mostra os valores de porcentagem de saturacdo do oxigénio dissolvido
na dgua e os valores de pH, aferidos nos grupos teste e controle no inicio e ao final de cada
experimento. A temperatura da dgua em todos os tanques no inicio do experimento foi de
20°C. Os valores médios de saturacdo de oxigénio entre 0s grupos testes e controles, foram de
88,05 + 0,58 % e 85,42 + 2,11 %, respetivamente, ndo havendo diferencas significativas entre
eles (p > 0,05). Os valores médios de pH para 0s grupos testes e controles foram de 6,75 £
0,12 e 6,85 + 0,30, respectivamente, também ndo havendo diferenca significativa entre eles (p
> 0,05). Assim, 0s niveis de oxigénio saturado entre 0s grupos permaneceram normais e o pH
se manteve levemente acido no inicio do experimento.

Tabela 3 - Valores da porcentagem de saturacdo de oxigénio (OS) dissolvido e pH nos grupos

experimentais (T24°C, T28°C, T32°C e TCS) e controle (C24°C, C28°C, C32°C e CTCS) aferidos no
inicio e no final de cada experimento.

Tanques 0S% Inicial OS% Final pH Inicial pH Final
T24°C 88,6 73 6,85 6,6
T28°C 87,3 77,5 6,81 6,2
T32°C 87,9 87 6,58 6,41

TCS 88,4 79,3 6,79 5,27
C24°C 82,6 82 7,1 7
C28°C 85 83,6 6,95 6,59
C32°C 87 85 6,41 6,35

CTCS 87,1 86,8 6,96 6,88
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4.2 Tamanho dos individuos

Durante o experimento, nenhum peixe veio a 6bito, com excecdo dos que estavam
no tanque destinado ao TCS. A Figura 3 mostra as medias e desvio padrdo do comprimento
dos individuos utilizados nos tanques teste e controle. Os peixes utilizados no experimento
tiveram em média 39,88 mm £ 7,00 mm de comprimento e ndo apresentaram diferencgas

significativas em relacdo ao tamanho dos grupos teste e controle (p > 0,05).

B Tanques teste
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Figura 3 - Tamanho médio (mm) e desvio padrdo dos individuos de A. brevirhinus
utilizados nos grupos teste e controle durante os experimentos de aquecimento.

4.3 Analises comportamentais

4.3.1 Elevagéo gradual da temperatura

Apbs o transporte e o acondicionamento dos peixes no tanque, 0S mMesmos
permaneceram agitados nas primeiras horas em laboratério. Na maior parte do tempo eles
ficaram no fundo do tanque, as vezes subindo e descendo pela coluna d’agua, agrupados em

cardume e nadando de forma acelerada. Ap6s o primeiro dia em laboratorio, 0os animais
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ficaram mais calmos. A pigmentacdo da pele durante esse periodo se tornou levemente mais
clara, devido a mudanca de ambiente.

Vinte e quatro horas antes do inicio dos experimentos, os peixes foram
transferidos para os tanques teste. Apos a transferéncia, permaneceram agitados durante as
primeiras horas, retornando a desempenhar comportamentos normais ap6s o reconhecimento
do tanque.

Antes de iniciar os experimentos, 0s peixes nadavam de forma tranquila e
descontinua, sempre proximos uns dos outros. Em alguns momentos percorriam todo o tanque
e em outros permaneciam praticamente parados em determinados locais do mesmo. O
equilibrio permaneceu normal, sem nenhum tipo de alteracdo aparente, assim como batimento
opercular, que permaneceu constante.

Os peixes presentes no tanque a 24°C permaneceram com as mesmas
caracteristicas apresentadas no inicio no experimento. Decorrido aproximadamente 40
minutos de filmagem, os animais comecgaram a nadar de forma levemente acelerada por todo
0 tanque. Este comportamento foi sendo alternado com momentos em que 0S mMesmos
permaneciam por instantes parados ou nadando lentamente.

No tanque 28°C, a atividade natatdria se tornou mais acelerada, com deslocamento
do cardume por todo o tanque. Foi possivel observar também, ao decorrer do tempo de
experimento, que a organizagdo em cardume comegou a sofrer alteragdes em sua
conformacao, pois, em alguns momentos, eles se dispersavam. Ap6s 2 horas de filmagens, a
natacdo permaneceu constantemente acelerada assim como o batimento opercular. A
coloracdo dos individuos também sofreu alteracdo, ficando mais escura.

Os individuos do tanque 32°C, ao longo dos Gltimos 60 minutos, apresentaram-se
levemente dispersados, nadando de forma acelerada por todo o tanque. O batimento opercular
se tornou muito acelerado, e a coloracdo permaneceu escura.

A Figura 4 mostra os valores médios de pontuacdo dos critérios equilibrio,
natacdo e batimento opercular, utilizados para avaliar o comportamento dos peixes em relacéo

as diferentes temperaturas.
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m Equilibrio

Natacédo

% Batimento opercular

Ponrtuacdes dos critérios analisados

Controle 24°C 28°C 32°C TCS
Tanques

Figura 4 - Valores médios das pontuagdes dos critérios de andlise de comportamento:
Equilibrio, natagdo e batimento opercular. A pontuacéo 4 se refere ao comportamento
normal dos individuos e a 0 representa a morte dos mesmos.

4.3.2 Temperatura critica de sobrevivéncia (TCS)

No experimento de TCS, a partir dos 35°C, 0s peixes passaram a apresentar
comprometimento nas suas funcdes fisioldgicas. A natacdo se tornou muito acelerada e 0s
mesmos percorriam por todo o tanque, rapidamente. Ao atingir os 36°C, 0s peixes se
dispersaram, perdendo a sua organizacdo de cardume. Eles nadavam de forma rapida ao longo
de todo o tanque, alguns mais agitados que os outros. Alteracdes no equilibrio e natacdo se
tornaram mais evidentes até que eles permanecessem em decubito lateral. A coloracdo dos
individuos se tornou mais escura que a dos demais experimentos. A velocidade dos
batimentos operculares diminuiu a medida que eles apresentavam perda de movimentos, até
cessar (FIG. 4).

A Figura 5 apresenta a porcentagem de individuos que atingiram a TCS durante o
aumento gradual da temperatura. O primeiro animal a atingir a TCS foi registrado nos
primeiros sete minutos de gravacdo das imagens, onde a temperatura da agua atingiu os
35,6°C. Um dos individuos apresentou perda total de equilibrio, permanecendo estatico no
fundo do tanque, com parada nos batimentos operculares (Fase I11). Os demais organismos ao

longo dessa temperatura, ja apresentavam desequilibrio horizontal e vertical e natagdo
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acelerada, sendo que algumas vezes, nadavam em direcdo a superficie da agua, voltando em
seguida para o fundo do tanque. Aceleragdes subitas (espasmos) durante a atividade natatdria
tambeém foram observadas.

Com o aumento da temperatura, a perda de equilibrio se tornou mais acentuada e
0 aumento de colisGes contra as paredes do tanque, mais constantes. Durante a natacdo os
organismos passaram a posicionar a cabeca em direcdo ao fundo do tanque e o corpo voltado
para cima (movimento conhecido como pitching). As aceleracdes subidas (espasmos) de
velocidade também se tornaram constantes até que eles perdessem totalmente o equilibrio.

Entre as temperaturas de 36°C a 36,9°C, seis individuos chegaram a 6bito (46,15%
do total). Neste periodo ficaram mais evidentes as fases Il e I1l. Entre os intervalos de 37,1°C
e 37,6°C, os animais que restaram atingiram a TCS. Assim, a TCS variou entre 35,6°C e
37,6°C, com uma diferenca de 2 graus entre o registro do primeiro animal a atingir TCS e do

altimo.
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Figura 5 - Porcentagem de individuos mortos em fungdo da temperatura critica de
sobrevivéncia (°C).
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4.4 Anédlises histologicas

4.4.1 Histologia das branquias

Em A. brevirhinus, as branquias estdo localizadas abaixo do opérculo, inseridas
nas camaras branquiais. (FIG. 6 A). A espécie possui quatro pares de arcos branquiais, dois
pares posicionados em cada lado da cavidade bucal. Os arcos sdo compostos em sua grande
parte por tecido cartilaginoso (FIG. 6 B).

Na curvatura medial dos arcos branquiais, voltados para a parte interna da camara
branquial, estdo os rastros branquiais. Essas projecfes sao sustentadas por tecido cartilaginoso
e revestidas por um epitélio estratificado, composto por células pavimentosas e em sua face
mais interna, por tecido conjuntivo. Corpusculos gustativos inseridos de maneira aleatoria ao
longo dos rastros e células mucosas, também compdem sua estrutura (FIG. 6 D). Acima dos
rastros branquiais, assentadas abaixo do tecido epitelial estratificado, tem-se uma camada de
tecido adiposo e condrdcitos, localizados na curvatura do arco (FIG. 6 C). Compondo o arco
branquial, regides contendo musculo estriado foram evidenciadas (FIG. 6 C).

Na regido lateral dos arcos branquiais, sustentados por condrécitos e revestidos
por tecido epitelial, estdo os filamentos branquiais (FIG. 6 C e E). O tecido epitelial,
responsavel pelo seu revestimento se projeta, formando as lamelas (FIG. 6 E) que séo nutridas
por ramos das artérias branquiais. No epitélio lamelar foram encontradas células mucosas
(FIG. 6 E), dispersas entre a base e o apice das lamelas. Revestindo a superficie do epitélio
lamelar, encontram-se células pavimentosas planas (FIG. 6 F).

Nas juncdes entre os filamentos e as lamelas foram observadas células cloridricas
(FIG. 6 F). As células de cloridricas sdo as maiores do epitélio branquial. Seu nucleo
apresenta a cromatina frouxa e encontra-se na periferia da célula. O seu citoplasma é
abundante e apresenta forte coloracdo basoéfila. Dando sustentacdo ao epitélio lamelar e

margeando os ramos lamelares das arteriolas branquiais estéo as células pilares (FIG. 6 F).
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Figura 6 - Macroscopia e microscopia da branquia de A. brevirhinus. [A] Insercdo das branquias na
cavidade opercular (CO). [B] Macroscopia da branquia. [C] Microscopia de luz, evidenciando as
estruturas que compdem o arco branquial: rastros branquiais (RB) epitélio estratificado (EE), tecido
adiposo (TA), musculo estriado (ME), filamentos branquiais (FB), cartilagem hialina (CH). Coloragéo:
HE. [D]: Rastros branquiais. Detalhe: Setas indicando os corpUsculos gustativos (CG) e células mucosas
(CM) Coloracéo HE. [E] Filamento branquial (FB) e lamelas (L) e células de muco (CM). Coloracéo: HE.
[F] Lamela com destaque para as células pavimentosas achatadas (CPA), células cloridricas (CC), células
pilares (CP) e condrdcitos (C). Coloracgéo: HE.
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4.4.2 Histologia do figado

O figado do A. brevirhinus estd localizado na porcdo cranial da cavidade
celomatica e sua maior porcdo fica do lado esquerdo, sobrepondo o estdmago. Possui
coloracdo marron-avermelhada caracteristica. O figado € divido em trés lobos (direito, central
e esquerdo), que apresentam formato irregular e assimétrico. Ndo foi possivel encontrar
diferenciacdo histoldgica entre eles (FIG. 7 A). O parénquima hepatico é constituido em sua
maior parte por hepatocitos, vasos, nervos e tecido conjuntivo, distribuidos de forma
homogénea.

Os hepatdcitos apresentam formato poliédrico, bordas distintas e amplo
citoplasma. O seu nucleo possui forma circular, cromatina frouxa e nucléolo proeminente. Na
maioria das vezes ele se encontrava na regido central do citoplasma, e em alguns casos, onde
os acumulos de glicogénio no interior dos vacuolos eram mais acentuados, eles sofreram
deslocamento para a periferia da célula (FIG. 7 D).

Vasos sanguineos revestidos por epitélio simples pavimentoso estdo distribuidos
de maneira aleatoria em todo o tecido (FIG. 7 D), assim como a disposicdo de veias, tecido
pancredtico intra-hepéatico (FIG. 7 E) e capilares sinusoides entre os hepatdcitos (FIG. 7 D).
N&o foi observada a formacéo de triade portal no tecido.



Figura 7 - Macroscopia e microscopia do tecido hepético de A. brevirhinus. [A] Localizacdo do
figado na cavidade celomética e macroscopia do 6rgao (LE — lobo esquerdo, LD — lobo direito,
LC - lobo central, E — estdmago); [B] Microscopia do parénquima hepético, evidenciando a
distribuicdo aleatéria do tecido pancreatico intra-hepatico (TP) e dos vasos sanguineos (V).
Aumento: 400x. [C] Setas indicando os hepatécitos (H), nicleo com nucléolo proeminente (N),
vacuolos contendo glicogénio (VG) e capilares sinuséides (CS) Aumento: 1000x. [D] Setas
indicando a presenca de capilares sinusoides (CS), vactolos contendo glicogénio (VG) e célula
com nucleo periférico (N). Aumento: 1000x. [E] Detalhe para o tecido pancreético intra-hepatico.
Aumento: 1000x. Coloragdo: HE.
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4.4.3 Histopatologia das branquias

No experimento de elevacdo gradual da temperatura, a morfologia celular do
tecido branquial dos animais utilizados para representar o controle experimental,
apresentaram pequenas alteragdes quando comparadas ao controle ambiental (FIG. 8 A e B).

Foi observado um acumulo de tecido epitelial, com maior incidéncia entre o
filamento e a base das lamelas (FIG. 8 B) das brénquias de animais que passaram por um
periodo de descanso em condicbes laboratoriais e foram utilizados como controles
experimentais.

Alteracdes morfologicas foram observadas nos animais submetidos as
temperaturas experimentais, a partir dos 24°C. As branquias dos peixes submetidos a
temperatura de 24°C apresentaram vasodilatacdo, fusdo lamelar parcial e/ou total em algumas
regides, definidas pelo acimulo de células epiteliais nas lamelas, hipertrofia das células
cloridricas e descolamento do epitélio lamelar (FIG. 8 C).

Os animais mantidos a temperatura de 28°C apresentaram espessamento lamelar,
devido ao acumulo de tecido epitelial, fusdo lamelar parcial e /ou total. Infiltrados
inflamatorios também foram observados. Os condrécitos, responsaveis por garantirem a
sustentacdo das lamelas primarias, em alguns trechos do tecido, sofreram reducdo em seu
tamanho (atrofia celular) e estavam dispostos de maneira mais compacta, quando comparada a
mesma estrutura nos grupos controle. O epitélio filamentoso, aderido aos condrocitos, em
alguns pontos do tecido, sofreu descolamento. A vasodilatacdo se tornou mais evidente (FIG.
8 D).

Os peixes submetidos a temperatura de 32°C apresentaram espessamento e fusao
das lamelas em todo o tecido. Eventos de vasodilacdo e a presenca de infiltrados inflamatorios
tornaram-se evidentes. A atrofia dos condrocitos promoveu o encurtamento dos filamentos
branquiais. Em alguns pontos esse encurtamento foi tdo severo, que levou ao rompimento dos
corddes de condrdcitos. O tecido epitelial, aderido a esses corddes sofreu descolamento.
Pontos de necrose entre os filamentos também foram observados (FIG. 8 E).

Os individuos submetidos ao aquecimento gradual até atingirem a sua TCS,
apresentaram lesdes severas. As lamelas estavam totalmente fusionadas e apresentaram
grandes areas de necrose, assim como o descolamento do epitélio dos filamentos. Infiltrados
inflamatdrios foram evidenciados, assim como aneurismas, originados a partir dos filamentos

branquiais e no apice das lamelas (FIG. 8 F).



Figura 8 - Histopatologia das branquias de animais submetidos a diferentes temperaturas. [A]
Controle ambiental. [B] Controle experimental. Setas indicando o acimulo de tecido epitelial
na base das lamelas e ao longo das mesas. [C] 24°C: Setas indicando vasodilatagdo (VD),
fusdo lamelar parcial (FLP) e fusdo lamelar total (FLT). [D] 28°C: Setas indicando o
espessamento das lamelas (EL), fusdo lamelar parcial (FLP), fusdo lamelar total (FLT),
infiltrados inflamatdrios (1), atrofia dos condrdcitos (AC), descolamento do epitélio (DE) e
vasodilatacdo (VD). [E] 32°C: Setas indicando fuséo lamelar total (FLT), vasodilatag¢do (VD),
infiltrados inflamatorios (I1), a atrofia dos condrocitos (AC), rompimento dos corddes de
condrdcitos (RCC), deslocamento do epitélio (DE) e necrose (N). [F] TCS: Necrose (N),
descolamento do epitélio (DE), infiltrados inflamatérios (1), aneurismas originados nos
filamentos branquiais (cabega da seta) e no apice das lamelas (seta longa). Coloracéo: HE.
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4.4.4 Histopatologia do figado

A morfologia celular do tecido hepético de animais pertentes aos grupos controle
ambiental e experimental ndo apresentaram alteracfes. Nos dois grupos, os hepatocitos
exibiram formato arredondado e espesso e nucleos caracteristicos (FIG. 9 A e B).
Modificagfes morfologicas na histologia de animais submetidos ao aumento de temperatura
foram observadas. Individuos submetidos a temperatura de 24° C apresentaram dilatacdo dos
capilares sinusoides, ondulagbes da membrana citoplasmatica dos hepatocitos e diminuigdo
dos granulos citoplasmaticos (estoque de glicogénio intracitoplasmatico) (FIG. 9 C). Animais
submetidos a temperatura de 28°C também apresentaram dilatacdo dos capilares sinusoides.
Os limites celulares se tornaram menos evidentes e em alguns pontos a membrana celular foi
rompida. Nucleos pequenos e picndticos foram observados. Em algumas &reas, houve a
formacdo de vacuolos citoplasmaticos, resultantes da degeneracédo de glicogénio (FIG. 9 D).

Alteraces histoldgicas em animais submetidos as temperaturas de 32°C e a TCS
foram mais severas. Os dois experimentos se comportaram de maneira semelhante, sendo que
a maioria das células apresentava diminuicdo do volume citoplasmatico, ruptura do

citoplasma ou apoptose, resultando em grandes areas de necrose (FIG. 9 E e F).
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Figura 9 - Histopatologias do tecido hepético de A. brevirhinus. [A] Controle ambiental.
[B] Controle experimental. [C] Animais submetidos a temperatura de 24°C. Sinusoides
visivelmente dilatados (SD) e ondulagdes na membrana citoplasmatica (setas). [D]
Animais submetidos a temperatura de 28°C. Sinuséides dilatados (SD), rompimento da
membrana citoplasmatica (RMC), nucleos pequenos e picnéticos (NP) e formacdo de
vactolos (V). [E] Animais submetidos a temperatura de 32°C. Morte de células com
formacdo de grandes areas de necrose (setas). [F] Animais submetidos a TCS: Setas
indicando areas de necrose. Coloragdo: HE. Aumento: 400x.

4.5 Biomarcadores do estado redox

Neste estudo investigaram-se as respostas de biomarcadores do estado redox nas
branquias e figado de animais submetidos ao aquecimento controlado.
Os biomarcadores de estado redox das brénquias estdo demonstrados na Figura

10. As concentragfes de TBARS foram menores no controle ambiental (9,73 = 1,67 nmol
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MDA/mg prot.) quando comparada aos demais grupos. As concentracdes aumentaram de
maneira sutil com o aumento da temperatura até os 28°C. No experimento da TCS, a
concentracdo de TBARS foi maior do grupo experimental (21,19 = 6,00 nmol MDA/mg
prot.), quando comparada aos controles ambiental (9,73 + 1,67 nmol MDA/mg prot.) e
experimental (18,48 + 6,14 nmol MDA/mg prot.), indicando que o aumento da temperatura
ocasiona uma maior peroxidacdo lipidica (Fig. 10 A). A capacidade antioxidante total (FRAP)
do controle ambiental (5129 £ 1612 FeSO,4/mg prot.) foi maior que a do controle experimental
(3182 £ 724 FeSO4/mg prot.) ao final do experimento. Entre as temperaturas de aquecimento,
a capacidade antioxidante diminuiu com o aumento da temperatura, quando comparado ao
controle ambiental. No experimento para determinagdo da TCS, o FRAP foi menor (3200 +
180 FeSO4/mg prot.) quando comparada ao controle ambiental (FIG. 10 B). A concentracao
de derivados carbonilicos foi maior no controle ambiental quando comparada ao controle
experimental e as temperaturas testadas (FIG. 10 C). No experimento da TCS, a concentragédo
foi maior do que no grupo teste e no controle do experimento, indicando uma diminuicdo da
capacidade antioxidante com o aquecimento (FIG. 10 C). As enzimas SOD e CAT ndo

apresentaram reatividade nas branquias.
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Figura 10 - Pardmetros de estado redox das branquias de animais do controle ambiental (CA),
controle experimental (CE) e animais submetidos ao aquecimento. Nos gréficos, as linhas na cor
preta representam os valores de absorbancia encontrados para cada biomarcador, seguidas das
linhas de tendéncia para os valores encontrados, na cor cinza. (A) TBARS: Substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico em nmol MDA/mg prot.; (B) FRAP: capacidade antioxidante total em
FeSO,/mg prot.; (C) Prot.carb.: proteina carbonilada em nmoles/mg prot.).
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Os biomarcadores do estado redox para o figado estdo demonstrados na Figura 11.
A concentracdo de TBARS foi maior no controle ambiental (12,01 + 6,30 nmol MDA/mg
prot.), quando comparada ao controle experimental (3,81 = 0,76 nmol MDA/mg prot.) e as
demais temperaturas testadas. No experimento da TCS, houve um decréscimo de TBARS do
controle ambiental quando comparada ao valor médio obtido no experimento (4,10 + 0,17
nmol MDA/mg prot.). O controle experimental apresentou concentraces semelhantes (3,81 +
0,76 nmol MDA/mg prot.) os encontrados no grupo experimental (FIG. 11 A). A capacidade
antioxidante foi maior no controle ambiental quando comparado a controle experimental e
demais temperaturas testadas. Em geral ela parece diminuir com o aumento da temperatura,
até os 28°C. No experimento para determinacdo da TCS, a capacidade antioxidante diminuiu
com o0 aquecimento, quando comparada ao controle ambiental. O controle experimental
apresentou valores semelhantes aos encontrados no grupo testado (FIG. 11 B). As
concentragfes da enzima superoxido dismutase foram maiores no controle ambiental e
experimental. A sua concentracdo decaiu com 0 aumento das temperaturas testadas. Na TCS,
a concentracdo de SOD diminuiu, quando comparado aos controles ambiental e experimental
(FIG. 11 C). A enzima catalase apresentou maiores concentra¢fes no controle ambiental e na
temperatura de 24°C, quando comparada as demais temperaturas testadas. Entre os grupos
controle do experimento, a concentracdo de CAT sofreu um decaimento no controle
experimental (0,93 + 0,40 AE/min/mg prot.) quando comparado ao controle ambiental (2,77 +
1,24 AE/min/mg prot.). No experimento da TCS, a concentracdo de CAT diminuiu quando
comparado ao controle ambiental, porém apresentou valores semelhantes aos encontrados no

controle experimental. Os derivados carbonilicos ndo apresentaram reatividade para o figado.
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Figura 11 - Pardmetros de estado redox no figado de animais do controle ambiental (CA), controle
experimental (CE) e animais submetidos ao aquecimento. Nos gréficos, as linhas na cor preta
representam os valores de absorbéncia encontrados para biomarcador, seguidas das linhas de
tendéncia para os valores encontrados, na cor cinza. (A) TBARS: Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico em nmol MDA/mg prot.; (B) FRAP: capacidade antioxidante total em FeSO4/mg
prot.; (C) SOD: Superoxido dismutase em U/mg prot.; (D) CAT: Catalase em AE/min/mg prot.

4.6 Imuno-histoquimica

Os cortes histolégicos utilizados como controles negativos da reacdo ndo
obtiveram marcacdo de expressdo proteica, o0 que indica que a técnica foi bem ajustada (FIG.
12 A). Nas branquias e no figado a expressdo Hsp70 foi, na maioria das vezes, citoplasmatica
e a intensidade da reacdo variou conforme as temperaturas estudadas.

Nas branquias dos animais utilizados como controle ambiental, a intensidade de
marcacgéo foi maior que no controle experimental e na temperatura de 28°C (FIG. 12 B, C e
D). Aos 28°C, a marcacdo, além de citoplasmatica, atingiu alguns nacleos (FIG.12 D). Na
temperatura de 32°C os niveis de marcacdo da proteina foram as mais intensas do
experimento, corando ndo soO o citoplasma, mas a grande maioria dos nucleos (FIG. 12 E). No
experimento da TCS, a intensidade da marcacdo foi menor, quando comparada aos demais
grupos estudados, obtendo intensidade semelhante ou menor que a temperatura de 28°C (FIG.

12 F).
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No figado, a intensidade da marcacdo também variou conforme as temperaturas
estudadas. No controle experimental, a marcagdo foi menor, quando comparada aos demais
grupos (FIG. 13 C). Em geral, intensidade da expressdo de Hsp70 aumentou com a elevagéo

da temperatura (FIG.13 D e E). Na TCS, a marcacéo foi semelhante aos 32°C (FIG. 13 F).

Figura 12 - Expressdo da proteina Hsp 70 em branquias de animais submetidos ao aquecimento. (A)
Controle negativo da reagdo. (B) Controle ambiental. (C) Controle experimental. (D) Tanque aquecido
a 28°C. (E) Tanque aquecido a 32°C. (F) Tanque com aquecimento gradual para determinacdo da
temperatura critica de sobrevivéncia (TCS).
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Figura 13 - Expressdo da proteina Hsp 70 no figado de animais submetidos ao aquecimento. (A)
Controle negativo da reacdo. (B) Controle ambiental. (C) Controle experimental. (D) Tanque
aquecido a 28°C. (E) Tanque aquecido a 32°C. (F) Tanque com aquecimento gradual para
determinacdo da temperatura critica de sobrevivéncia (TCS).
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5 DISCUSSAO

Esta discussdo estd estruturada em tdépicos abordando o comportamento, a
morfologia - histologia e histopatologia, o estado redox e a expressao da proteina de choque

térmico (Hsp70) nos individuos A. brevirhinus submetidos ao aquecimento.

5.1 Comportamento

O tamanho do individuo e o seu nivel de atividade tem efeitos significativos sobre
a tolerancia térmica. Em geral, individuos menores apresentam uma maior tolerancia do que
individuos maiores dentro de uma mesma espécie (PORTNER, 2002). Neste estudo, com o0
intuito de ndo haver diferencas discrepantes no comportamento e na tolerancia térmica, optou-
se por utilizar individuos com tamanhos semelhantes. Quando comparado os tamanhos dos
animais utilizados nos grupos teste e controle, ndo foi observada uma diferenca significativa
entre eles, podendo afirmar que os mesmos possuem tamanho semelhante, e logo, apresentam
respostas semelhantes ao aquecimento, ndo havendo diferencas que possam prejudicar a
interpretagédo dos dados.

Por terem a temperatura do corpo regulada pelo ambiente, 0 aumento gradual da
temperatura da agua acelerou o metabolismo dos peixes submetidos ao aquecimento. Como
consequéncia, a atividade natatéria e os batimentos operculares também aumentaram, na
tentativa de suprir o aumento na demanda de oxigénio do organismo (MARK, 2002). O
aumento da frequéncia do batimento opercular foi observado em todos os tanques submetidos
ao aquecimento, a medida que a temperatura aumentava. Em individuos que estavam
préximos a sua TCS, essa frequéncia foi reduzida, demonstrando colapso do sistema
cardiorrespiratorio e hemodinamica nestas temperaturas (STEINHAUSEN et al, 2008)

Alteracdes na coloracdo foram observadas em temperaturas iguais e superiores a
28°C em todos os individuos testados. Essas alteracfes foram promovidas por células de
pigmento, os melandforos, que possuem a funcdo de protecdo contra a agdo dos raios solares.
As modificagdes na coloragdo podem ser provocadas também por estressores e em geral, sdo
passageiras (PERESSIN; SILVA, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%B6rtner%20HO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12095860
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A perda de equilibrio e espasmos em individuos expostos a temperaturas
superiores a 35°C pode estar relacionada ao comprometimento da integridade neural, que
perdida quando os peixes sdo submetidos a altas temperaturas (REYES et al., 2011).

A formacdo de cardumes entre 0s peixes € um comportamento comum em
teledsteos. Esse tipo de organizagdo confere ao grupo ganho hidrodindmico e maior protecdo
contra predadores (GODIN, 1986). Temperaturas iguais e superiores a 28°C alteram esse tipo
de organizacdo, o que em ambiente natural pode dispersar os individuos, deixando-os mais
vulneraveis a predacdo. Em temperaturas proximas ao TCS, os peixes perdem totalmente esse

tipo de organizacdo.

5.2 Morfologia

5.2.1 Histolologia e histopatologia das branquias

A morfologia das branquias dos teledsteos é semelhante, havendo variacdes que
estdo relacionadas com o seu habitat, alimentacdo e fatores filogenéticos. A. brevirhinus
apresenta as mesmas caracteristicas da maioria das espécies de peixes teledsteos, 0s quais
possuem quatro pares de arcos branquiais, dois pares posicionados em cada camara branquial,
protegidos e separados do meio externo pelos opérculos (RAMOS, 2008).

Os rastros branquiais sdo estruturas responsaveis por agregar e reter o alimento,
impedindo que ele retorne a0 meio aquético, juntamente com a agua expelida durante o
processo de respiracdo (ZAVALA-CAMIN, 1996; SAMPAIO; GOULART, 2011). A sua
morfologia e abundancia estdo diretamente relacionados com o tipo de alimentacdo de cada
espécie apresenta (HYATT, 1979). O tamanho relativamente curto e a pouca quantidade de
rastros apresentados por A. brevirhinus pode estar relacionada ao tipo de dieta que a espécie
apresenta. Em geral, a maioria das espécies pertencentes ao género Astyanax sao onivoras
(VILELLA et al., 2002), o que pode justificar o tamanho e a distribui¢cdo dos rastros ao longo
da regido mais interna do arco branquial (ZAYED; MOHAMED, 2004). Os corpusculos
gustativos, distribuidos principalmente na superficie do epitélio dos rastros, apresentam
receptores quimicos, relacionados a deteccdo, retencdo e degustacdo do alimento filtrado
(EIRAS-STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 1998; LIMA et al., 2009). As células mucosas
produzem muco, responsavel pela retencdo do alimento, separado pelos corpusculos

gustativos, protegendo as estruturas contra lesées durante o deslocamento do alimento em
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direcio ao estdbmago, além de agir como uma barreira contra agentes externos (SABOIA-
MORAES et al., 1996; LIMA et al., 2009).

A presenca de musculatura no arco branquial, adjacente a cartilagem e na base dos
filamentos, estd associada a movimentacdo dos mesmos, que ao desempenhar tal atividade,
geram pequenas turbuléncias ao seu redor, facilitando a respiragdo e a troca de substancias
(TORRES et al., 2010).

Os filamentos branquiais, sustentados por condrocitos em sua regido central,
possuem arteriolas aferentes e eferentes e vasos linfaticos, compondo o seio venoso central
(GENTEN et al., 2009). O tecido epitelial, responsavel pelo seu revestimento da origem as
lamelas, locais onde ocorrem as trocas gasosas com o meio (MACHADO, 1999). Cada lamela
é formada por duas camadas de epitélio, que sdo separadas por células pilares, entre as quais o
sangue flui (MUMFORD et al., 2007). Além de fornecer sustentacdo a lamina basal, as
células pilares regulam as trocas gasosas, pois tem a capacidade de contrair ou expandir,
controlando a passagem de sangue e a consequente troca de gases com 0 meio aquéatico
(EVANS, 1998; BAHUGUNA et al., 2014). Assim, a agua que flui pela boca, circula pelo
trato respiratdrio e sai pelas fendas branquiais, onde ao passar pelas lamelas, trocam solutos
com o sangue, que circula na direcdo oposta da agua, gerando um mecanismo de contra-
corrente (STROTHER, 2013), que maximiza a transferéncia de oxigénio (NEWSTEAD,
1984; BAHUGUNA et al., 2014). Presentes também no epitélio lamelar, assim como nos
rastros branquiais, estdo as células mucosas, que conferem protecdo contra particulas
suspensas na agua, agentes infecciosos e patogénicos ou poluentes (SINGH; BANERJEE,
2008). Elas também atuam como um mecanismo de adaptacédo a diferentes condi¢cGes do meio
aquatico (MORON et al., 2009).

Nas juncbes do filamento com as lamelas e na base das mesmas, estdo as células
cloridricas. Elas atuam na tentativa de manter a homeostase i6nica interna, provendo a
regulacdo de ions e atuando no equilibrio &cido-base em peixes de agua doce (PERRY, 1997;
MUMFORD et al., 2007).

Uma vez que as brénquias executam varias fungdes relacionadas a respiragéo, e
possuem uma grande superficie de contato com o ambiente, elas sdo particularmente sensiveis
a poluentes e alteracGes fisicas no ambiente aquatico (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002;
FLORES-LOPES; THOMAZ 2011), apresentando uma resposta direta aos impactos
ambientais e estressores (IGER et al., 1994; LEDY et al., 2003). Neste estudo, foi observado

que a exposicdo a temperaturas, acima das quais 0s animais estavam submetidos no ambiente
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de origem podem levar a alteracfes histologicas nas branquias de A. brevirhinus. O grau de
lesdo e os danos ao tecido variaram conforme a faixa de temperatura ao qual eles foram
submetidos.

A mudanca de ambiente também promoveu alteracdes sutis nas branquias de
animais submetidos ao controle experimental, como a hiperplasia das células epiteliais. A
hiperplasia epitelial ocorre devido a um aumento no ndmero de células no epitélio de
revestimento das lamelas ou na base das mesmas, resultado de uma elevacdo na atividade
mitética (ZENI, 2016).

Com o aquecimento, areas com descolamento do epitélio entre o filamento e as
lamelas, surgiram de maneira sutil aos 24°C, aumentando a sua incidéncia conforme a
elevacdo da temperatura, assim como a proliferacdo excessiva de epitélio lamelar, o qual
conduziu a fusdo parcial e por vezes total das lamelas, diminuindo a area da superficie
respiratéria. O deslocamento do epitélio, hiperplasia e a fusdo lamelar podem ser causados por
estressores e sdo mecanismos naturais de defesa que protegem o epitélio lamelar do contato
direto com agentes patoldgicos (ORTIZ et al., 2003; AL-HASHEML, 2017) e alteracdes do
ambiente que possam causar irritacdio ao tecido (FERNANDES; MAZON, 2003;
DALZOCHIO et al., 2016). Esses mecanismos de defesa promovem o aumento da distancia
de difusdo entre 0 meio aquético e a corrente sanguinea, dificultando o acesso de substancias
ao sangue (ERKMEN; KOLANKAYA, 2000; GARCIA-SANTOS et al.,, 2007). Essas
alteracdes morfologicas sdo uma tentativa de conservar func@es fisioldgicas (PEREIRA et al.,
2014), gerando mecanismos compensatorios de defesa. Porém, dependendo da severidade do
processo, eles podem comprometer a funcdo branquial (MALLATT, 1985; LEONARDO et
al., 2001), provocando uma reducdo nas trocas gasosas e por consequéncia diminuindo a
capacidade respiratéria (ZENI, 2016).

O comprometimento da capacidade respiratdéria nos animais submetidos ao
aquecimento pode ter induzido a vasodilatacdo (ERKMEN; KOLANKAYA, 2000), um
processo de adaptacdo que leva ao aumento do fluxo sanguineo, facilitando o transporte de
celulas de defesa para as regides danificadas, além de melhorar a oxigenacdo dessas areas
(SILVA, 2004). Também em resposta ao aquecimento, as células cloridricas sofreram
hipertrofia e hiperplasia, 0 que pode ser um mecanismo para melhorar a capacidade de
transporte de ions em condicGes desfavoraveis (NESKOVIC et al., 1996; MARCATO, 2014).
Entretanto, o transporte de gases pode ser prejudicado, com o0 aumento no tamanho e
quantidade de células (PEREIRA; CAETANO, 2009).
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A morte celular pelo aquecimento a temperatura igual e superior a 32°C deu
origem a Vvérias areas de necrose, lesbes que causam efeitos fisioldgicos deletérios e sdo
irreversiveis (TAKASHIMA,; HIBIYA, 1995; DALZOCHIO et al., 2016). A vasodilatacdo
prolongada do eixo vascular das lamelas, devido a dificuldades respiratdrias, ocasionou o
rompimento das células pilares, que ao perderem a sua capacidade suporte levaram ao
aparecimento de aneurismas (GARCIA-SANTOS et al., 2007; PEREIRA et al., 2014),
patologia comumente encontrada nos animais submetidos a temperaturas superiores a 35°C.

Alteracdes histopatoldgicas encontradas nesse estudo corroboram com os achados
na literatura, em resposta a alteragdes no ambiente. Em um estudo realizado com Astyanax
altiparanae e A. fasciatus, duas espécies pertencentes ao mesmo género em estudo, 0s peixes
apresentaram alteracdes patologicas em resposta a qualidade da dgua, como descolamento e
elevacdo do epitélio branquial, aneurisma lamelar, hiperplasia e hipertrofia celular
(WINKALER et al., 2001).

Em um estudo desenvolvido em laboratorio, os efeitos da exposicdo aguda de
peixes da espécie Astyanax jacuhiensis a diferentes concentracdes de aluminio, mostrou
alteracdes como hiperplasia, hipertrofia de células epiteliais, fusdo lamelar, edema,
deslocamento epitelial, aneurisma e necrose como resposta a exposi¢cdo ao agente estressor
(DALZOCHIO et al, 2016). Astyanax fasciatus e Cyanocharax alburnus apresentaram
vacuolizacdo, hiperplasia do epitélio dos filamentos, elevacédo epitelial, alteracdo da estrutura
e ocorréncia de aneurismas nas lamelas em resposta a degradacdo ambiental (FLORES-
LOPES; THOMAZ, 2011).

As histopatologias encontradas neste estudo evidenciam que o aumento da
temperatura provoca alteragdes teciduais, que nada mais sao do que uma tentativa de manter a
integridade das células e as funces fisioldgicas atribuidas a elas. A temperatura induziu uma
resposta tecidual semelhante aos poluentes, quando comparado aos achados em outros
trabalhos relacionados a histopatologia; isto devido & hipdxia celular ser, tanto em um quanto

em outro tipo de agressao, um mecanismo de dano celular.
5.2.2 Histologia e histopatologia do figado
A histologia do figado de peixes apresenta diferencas em sua arquitetura que

variam de acordo com a espécie, ndo havendo um padrdo morfologico definido
(BOMBONATO et al., 2007; FLORES-LOPES; MALABARBA, 2007). Em A. brevirhinus,
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assim como na maioria dos peixes teledsteos, o figado é composto por trés I6bulos (BRUSLE;
ANADON, 1996; ROCHA et al., 2010), sem uma delimitagdo evidente entre eles. A sua
estrutura segue um modelo descrito para o grupo, onde o parénquima hepatico é composto por
células com ndcleos grandes, arredondados, localizados predominantemente na regido central
e com um nucléolo proeminente (FLORES-LOPES; MALABARBA, 2007).

Os hepatocitos, células predominantes, sdo responsaveis pelo metabolismo de
proteinas, carboidratos e lipideos; producdo da bile, proteinas essenciais do plasma e fatores
de coagulacdo, aléem de armazenar substancias como lipideos, glicogénio, aminoacidos e ferro
e atuar nos processos de desintoxicacdo (MENKE et al., 2011; COSTA et al., 2012). Animais
utilizados nesse estudo apresentaram hepatdcitos com amplo citoplasma, uma consequéncia
do armazenamento de glicogénio. A quantidade de glicogénio esta relacionada ao estado
nutricional, sendo que animais bem alimentados e saudaveis apresentam maior teor de
glicogénio armazenado, quando comparados a animais com a alimentacdo escassa (ROCHA
et al., 2010). Assim, é possivel inferir que os animais utilizados nesse estudo estavam em um
bom estado nutricional e saudaveis.

A organizacdo dos hepatocitos ao longo do tecido também apresenta
caracteristicas semelhantes a alguns grupos de teledsteos, onde as células ndo estdo dispostas
em formato de cord@es distintos. Também ndo foi possivel observar a formacdo de triades
portais, as quais sao constituidas por ramificacdes da veia porta, artéria hepética e por ducto
biliar, caracteristicas do figado de mamiferos (BOMBONATO et al., 2007; MENKE et al.,
2011). Outra diferenca estrutural no parénquima hepatico de peixes é a presenca de tecido
pancreatico intra-hepatico ao redor dos vasos de algumas espécies (FLORES-LOPES;
MALABARBA, 2007). A.brevirhinus apresenta inserido ao tecido hepatico células de tecido
pancreatico, conhecidas também como células &cinos serosas, que possuem formato
piramidal, nacleo arredondado e citoplasma contendo granulos de zimogénio (GENTEN et
al., 2009). No tecido hepatico, centros de melanomacréfagos, responsaveis pela captura e
eliminacdo de particulas estranhas derivadas da degeneragéo celular foram observados.

O figado est4 associado aos processos de desintoxicacdo e biotransformacéao e é
um dos 6rgdos mais afetados com as alteragdes ambientais (HADI; ALWAN, 2012). A
captura, manipulacdo, transporte e acondicionamento em laboratério também sdo fatores
criticos a sobrevivéncia uma vez que exple os peixes a condi¢des diferentes aos quais eles
estavam acostumados. Essas alteracfes estimulam uma série de respostas fisiologicas como o
intuito de se adaptar os fatores estressantes (PEDRAZZANI et al., 2007; PAULA 2009).

Neste estudo, os animais pertencentes aos controles ambiental e experimental néo
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apresentaram alteracdes relacionadas a troca de ambiente, 0 que demonstrou que 0 seu manejo
e conservagdo foram adequados, garantindo a integridade dos mesmos para a realizagéo dos
experimentos.

As reservas de lipideos e glicogénio presentes em vacuolos no citoplasma dos
hepatdcitos sdo um indicio de fungdes metabolicas normais. Em condi¢cbes de estresse, 0
glicogénio atua como fonte de glicose, sendo utilizado para suprir a perda de energia em tais
situacbes, 0 que leva a sua deplecdo dentro do citoplasma (PANEPUCCI et al., 2001;
CAMARGO; MARTINEZ, 2007). Assim como a formacao de vacuolos, as ondulacdes da
membrana plasmatica, evidenciadas a partir dos 28°C, também sdo um indicativo de
disfungdes induzidas pelo aumento da temperatura, uma vez que &reas metabolicamente ativas
do figado ao serem reduzidas, levam a uma possivel diminuicdo das funcdes desempenhadas
por ele (TEH et al., 1997).

A vasodilatacdo dos sinusoides pode ser uma resposta ao aquecimento, onde o
aumento do fluxo sanguineo no tecido hepético facilita o transporte de macréfagos para as
regides lesionadas deste tecido e também melhora a oxigenacdo destas areas ou ainda, pode
indicar um mecanismo auxiliar na desintoxicacdo (SANTOS, 2010).

AlteracGes como vacuolizacdo dos hepatdcitos, deplecdo de glicogénio e alteracdo
no formato dos vasos sinuséides podem ser interpretados como respostas ao estresse
ambiental, sendo, desta forma, considerados como indicadores histopatol6gicos da qualidade
do ambiente (FLORES-LOPES; MALABARBA, 2007).

5.3 Estado Redox

Os resultados obtidos demonstram que o estresse térmico promoveu alteracdes
nos parametros do estado redox nas branquias e no figado de A. brevirhinus.

O aumento nas concentracbes de MDA sdo resultado do estresse oxidativo
(FERNANDES et al.,, 2012). Nas branquias, o aumento da temperatura gerou maior
peroxidacdo lipidica e carbonilacdo das proteinas, indicando que o aquecimento promove
alteracdes no estado redox. Era esperada que a agdo de antioxidantes ndo enzimaticos fosse
maior, devido ao seu papel no combate das lesdes ocasionadas pela acdo dos radicais livres.
Porém, com o aquecimento, as defesas antioxidantes ndo enzimaticas também diminuiram, o
que pode justificar um aumento do dano oxidativo a esse tecido. Assim, a sua reducgédo

mediante tal situacdo ndo foi capaz de conter os danos causados pelo aguecimento.
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Os danos lipidicos causados na membrana podem provocar alteragbes no
funcionamento celular, pois promovem modificagfes estruturais dos complexos lipoprotéicos
das membranas celulares, promovendo o desarranjo da bicamada lipidica, o que permite o
contato das proteinas intracelulares com as ERO, prejudicando funcdes essenciais como a
atividade enzimatica intrinseca e transportadores de membrana (KOZYREV; SLUTSKY,
2010). Dependendo da intensidade da peroxidacdo, mecanismos apoptoticos podem ser
acionados, promovendo a morte celular (LACERDA et al., 2015). O aumento da formacao de
grupos carbonila, em decorréncia do aquecimento, pode promover alteraces na conformacéo
das proteinas, aumentando a agregacdo, fragmentacdo, distorcdo das estruturas secundaria e
terciaria, suscetibilidade a proteodlise e alteracdo das suas fungdes (BUTTERFIELD et al., 1998;
COSTA, 2017).

No figado, o dano oxidativo a lipideos foi maior nos animais pertencentes ao
controle ambiental, apresentando um acentuado declinio quando comparado ao controle do
experimento e aos animais submetidos ao aquecimento. Era esperado que no aumento da
temperatura, as concentracbes de MDA fossem maiores, resultado de uma maior peroxidacdo
lipidica. Ainda que o aumento nos niveis de MDA esteja relacionado a agentes estressores,
alguns estudos tém demonstrado a sua diminuicdo com o estresse (GARCIA, 2016). A
diminuicdo desses niveis pode estar relacionada a ativacdo de defesas antioxidantes em
animais, com o intuito de prevenir lesbes oxidativas (FELICIO et al., 2015) Porém nesse
estudo, foi observado que as concentracdes de SOD e CAT, responsaveis pela atividade
antioxidante também diminuiram com o aquecimento. Garcia (2016) estudando o
metabolismo de MDA em peixes da espécie Astyanax altiparanae observou que as enzimas
antioxidantes ndo sdo as responsaveis pela diminuicdo da quantidade de MDA, uma vez que
em grupos onde ocorreram tal diminui¢do ndo foram observadas alteracfes significativas das
enzimas CAT e SOD.

5.4 Imuno-histoquimica

As branquias e o figado respondem de formas distintas ao aquecimento.
Entretanto como esperado, a expressdo proteica aumentou conforme o aumento da
temperatura nos dois tecidos. Mesmo respeitando essa tendéncia, cada tecido apresentou
diferentes tipos de resposta as temperaturas estudadas.

No experimento da TCS, de forma qualitativa, a intensidade de marcacdo das

branquias e do figado foi inversamente proporcional. Enquanto nas branquias a expresséo foi
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a menor, quando comparada as demais temperaturas; no figado ela alcangou maior
intensidade de marcacdo que as demais. Nas branquias, a intensa marcagdo apresentada por
animais pertencentes ao controle ambiental, pode estar relacionada ao estresse da captura e
manipulacdo dos individuos (PEDRAZZANI et al., 2007). Por ser um 6rgdo mais externo,
quaisquer alteracbes no ambiente podem ocasionar respostas a um agente estressor. A
manipulacdo dos mesmos ndo gerou alteracBes semelhantes na expressdo de proteinas no
figado, fato observado pela menor expressdo em seu tecido hepatico no grupo controle
ambiental. Contudo sua expressao foi consideravel, semelhante a do estresse por aguecimento
a 28°C neste tecido. Este achado demonstra que tanto a branquia como o figado ja sofrem
estresse no momento da captura. Porém, por ser um 6rgdo mais interno, o figado sobre menos
danos com a manipulacao.

A faixa de temperatura ideal para espécies tropicais varia de 20°C a 30°C, onde o
nivel 6timo esta entre 25°C e 28°C (VIEIRA et al., 2003). Para espécies do género Astyanax,
intervalos de variagdo adequados estdo entre 15°C e 30°C (VILELA; HAYASHI, 2001). A
maior intensidade de marcacdo nas branquias ocorreu na temperatura de 32°C, o que pode ser
justificada por ser uma temperatura acima dos limites ideais para a espécie em estudo, assim
como a maior expressao no grupo da TCS para o figado.

Nas temperaturas de 28°C e 32°C, a expressdo de Hsp70, que antes era
citoplasmatica, passou a ser também nuclear. A imunolocalizacdo dessas proteinas no ndcleo
das células é uma consequéncia do seu deslocamento do citoplasma para regido nuclear, com
0 intuito de proteger proteinas ribonucleicas, essenciais ao metabolismo dos acidos nucléicos
(CARDOSO et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

Para as condicOes experimentais testadas, é possivel concluir que:

A arquitetura tecidual das branquias e do figado de Astyanax brevirhinus apresenta
caracteristicas comuns ao género e que se relacionam com sua biologia e ecologia;

O aquecimento promoveu alterages no comportamento natatério, equilibrio e na
fisiologia respiratdria dos animais submetidos ao aquecimento até as temperaturas testadas
eaTCS;

O aquecimento promoveu alteracdes teciduais nas branquias e figado da espécie em
estudo, na tentativa de manter a integridade das suas funcdes;

A capacidade antioxidante ndo enzimatica dos tecidos diminuiu com o aquecimento;

A temperatura pode influenciar de maneiras distintas a peroxidacao lipidica nos tecidos
estudados. Nas branquias, ela tende a aumentar com o aquecimento e no figado, ela
diminuiu com 0 aumento da temperatura;

H& mudancas na expressdo da Hsp70 em resposta ao aquecimento;

O aquecimento a 32°C nas branquias obteve maior expressdao de Hsp70, com marcagdes
tanto citoplasmaticas quanto nucleares;

No figado, a intensidade da expressdo de Hsp70 foi qualitativamente maior nas

temperaturas de 32°C e na TCS.
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ANEXO A- PROTOCOLO DE INCLUSAO EM PARAFINA

DESIDRATACAO

Alcool 50%
Alcool 60%
Alcool 70%
Alcool 80%
Alcool 90%
Alcool 95%
Alcool 100% (1)
Alcool 100% (11)

DIAFANIZACAO

Xilol |
Xilol 11

INCLUSAO
Parafina |

Parafina Il

Parafina Il

Observacdo: Na inclusédo, todos os procedimentos envolvendo a parafina histologica sséo

realizados em estufa a 60°C.

Tempo

Overnight
1 hora
1 hora
1 hora
1 hora
1 hora
1 hora

1 hora

1 hora
1 hora

Overnight
1 hora

Emblocar
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ANEXO B - PROTOCOLO DE COLORACAO - HEMATOXILA/ EOSINA

e Colocar as laminas com os cortes por 2h horas na estufa a 60°C.

o Filtrar hematoxilina e eosina antes de iniciar o procedimento de coloragéo.

Xilol |

Xilol 11

Alcool 100%
Alcool 95%
Alcool 70%
H.O torneira
Hematoxilina
H20 corrente
H20 destilada
Eosina

Alcool 95°C
Alcool 100 |
Alcool 100 11
Alcool — Xilol (1:1)
Xilol |

Xilol montagem

e A colagem das laminulas é feita com Permount

e Deixar secar as laminas por 72 horas antes de manusear.

Tempo
10 minutos
10 minutos
3 minutos
3 minutos
3 minutos
3 minutos

20 segundos
10 minutos
3 banhos
55 segundos
Super rapido
2 trocas
2 minutos
2 minutos

2 minutos

Colagem das laminulas
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ANEXO C - PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Estufa37°C

Xilol 1

Xilol 1l

Alcool 100% |

Alcool 100% II

Alcool 95%

Alcool 70%

H,O destilada

Tampao citrato — temperature ambiente
Tampado citrato — temperatura : 95° C
Tampdo citrato — temperatura ambiente
H.O destilada — (sob agitacao)

H.O destilada — (sob agitacao)

Tampéo PBS

Blogueio Peroxidase enddgena 3%
Tampéo PBS (sob agitagéo) I

Tampéo PBS (sob agitacdo) Il

Tampdao PBS (sob agitacdo) Il

Tempo
Overnight
15 minutos
15 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
30 minutos
20 minutos
2 minutos
2 minutos
5 minutos
40 minutos
5 minutos
5 minutos

5 minutos

Secagem com papel filtro, contorno com caneta histolégica ao redor dos cortes

Protein block (Super Block) Temperatura ambiente
Anticorpo (AC) 1°:-4°a 8°C

Secagem AC 1°

Rinsagem em tampé&o PBS

Tampéo PBS (sob agitagéo) I

Tampéo PBS (sob agitagéo) Il

Tampéo PBS (sob agitagéo) Il

Secagem com papel filtro

Anticorpo (AC) 2° - Temperatura ambiente
Rinsagem em PBS

Tampéo PBS (sob agitagéo) |

5minutos
20 horas

5 minutos

5 minutos

5 minutos

30 minutos

5 minutos
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Tampéo PBS (sob agitagéo) Il

Tampéo PBS (sob agitacéo) Il

Rinsagem em H,O destilada

DAB (Chromogen Substrate Bulk Pack, SeyTek Laboratories)
Rinsagem em H,O destilada

DAB (Chromogen Substrate Bulk Pack, SeyTek Laboratories)
H.O destilada (sob agitacéo)

H,O destilada (sob agitacéo)

Hematoxilina

Agua corrente

Alcool 70%

Alcool 95%

Alcool 100% |

Alcool 100% II

Xilol 1

Xilol 1l

Xilol 111

e A colagem das laminulas é feita com Permount

e Deixar secar as laminas por 72 horas antes de manusear.

Tempo
5 minutos

5 minutos

2 minutos

5 minutos
5 minutos
5 minutos
15 segundos
20 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos

Montagem



