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Resumo Geral

A temperatura € o fator ambiental mais importante que afeta a atividade de animais ectotérmicos,
como peixes. Ajustes compensatdrios a temperatura ocorrem em diferentes cursos temporais, que
variam de menos de um minuto a mais de um més, e as membranas séo os primeiros alvos
afetados pelas mudancas de temperatura, com resposta imediata dos componentes lipidicos a este
desafio. Este trabalho teve como objetivo estimar a capacidade alostatica (na estrutura e funcGes
de membrana) no contexto das varidveis climaticas relevantes e caracterizar o ambito e os
mecanismos de mudanca, incluindo os mecanismos que concedem tolerdncia a mudancas de
temperatura agudas e cronicas. Juvenis de Steindachneridion parahybae uma espécie de peixe
nativa ameacada de exting¢do, foram progressivamente resfriados de 30° C a 24, 17 e 12 ° C, nas
quais foram mantidas por até 5 dias no tratamento agudo e por até 30 dias no tratamento crénico.
Os tecidos hepatico, encefalico e branquial foram amostrados, com analises subsequentes das
principais fracbes fosfolipidicas (fosfatidilcolina (FC) e fosfatidiletanolamina (FE) e analises
posicionais de cada fragdo), atividade da Na'/ K'-ATPase e histomorfologia branquial. Os
animais mantidos na temperatura mais baixa mostraram uma elevada taxa de mortalidade,
provavelmente devido a proximidade desta temperatura ao limite térmico inferior para esta
espécie. A atividade da Na'/ K*-ATPase se mostrou aumentada nas temperaturas mais baixas,
corroborando o aumento das lesdes morfoldgicas branquiais e massa de figado para estas
temperaturas. Em geral o perfil de acidos graxos de FC mantiveram-se mais estaveis do que o
observado para FE. O teste agudo aparentemente afetou consideravelmente C20-22n3 (FC
hepatica e sn-1 ; FE encefalica e hepatica), enquanto que no teste crdnico, C20-22n6 foi o
grupamento mais afetado (FC e FE hepatico em sn-2 e sn-1). O ensaio agudo mostrou um padrao
de manutencéo da estrutura de membrana cerebral, com uma diminuicdo de C20-22n3 hepatica e
aumento destes acidos graxos no encéfalo durante o tratamento. Em ambos os tecidos e fracdes
analisados foi possivel detectar evidéncias significativas de reestruturagdo da membrana,
mostrando que o Surubim do Paraiba foi capaz de proporcionar ajustes compensatorios em

respostas de aclimatacéo.



General Abstract

Temperature is the most important environmental factor affecting the activity of ectothermic
animals such as fish. Compensatory adjustments to temperature occur with time courses ranging
from less than a minute to more than a month, and membranes are the first targets affected by
change of temperature, and their lipid components respond immediately to this challenge. This
project aimed to estimate the allostatic capacity (in membrane structure and function) in the
context of relevant climate variables, and to characterize the scope and the defense mechanisms
available, including those yielding tolerance to acute and chronic temperature shifts.
Steindachneridion parahybae juveniles, an endangered native fish species, were progressively
cooled from 30°C to 24, 17 and 12°C, in which they were maintained for up to 5 days in the
acute trial and for up 30 days in the chronic trial. Brain, liver and branchial tissues were sampled,
with subsequent analyses of the main phospholipids fractions (phosphatidylcholine (PC) and
phosphatidylethanolamine (PE), and the positional analyses of each fraction), Na'/K*-ATPase
activity and histomorphology of gills. The animals maintained atlower temperature showed a
high rate of mortality, probably because this temperature is near the lower thermal limit for this
species. The activity of Na® K'ATPase increased at lower temperatures, the same pattern
observed for morphological injuries in gills and increased liver mass. Generally the fatty acid
profiles of PC remained more stable than those in PE. The acute test apparently had affected
considerably C20-22n3 (liver PC and sn-1 PC; PE in brain and liver), while for the chronic test,
C20-22n6 was more affected (PC and PE liver on sn-2 and sn-1). The acute trial showed a
pattern of maintenance of brain membrane structure, with a decrease of PE-associated C20-22n3
in the liver and an increase of these fatty acids in brain during the test. In both tissues and
fractions analyzed it was possible to detect significant evidences of membrane restructuring,
showing that the Surubim do Paraiba was able to provide compensatory adjustments in

acclimation responses.
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INTRODUCAO GERAL
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Ribeiro, C.S. e Moreira, R.G



1. Introducéo geral

A influéncia humana nos sistemas naturais tem aumentado continuamente,
justificando a importancia de investigar os aspectos antropicos que causam estresse em
animais em seus sistemas naturais (Wikelski e Cooke, 2006).

A fisiologia comparativa apresenta uma longa historia de contribuicGes a
biologia da conservagdo, e recentemente a fisiologia aplicada a conservacdo é
considerada por alguns autores como uma disciplina emergente. A fisiologia da
conservacao é definida como o estudo das respostas fisiologicas dos organismos frente
as alteragOes antrdpicas no meio ambiente que possam causar ou contribuir para um
declinio populacional. Este estudo inclui o organismo e suas dindmicas tais como
funcbes do metabolismo, relagdes térmicas, nutricdo, respostas enddcrinas &s mudangas
ambientais e alterages em padrdes imunes (Wikelski e Cooke, 2006).

As pesquisas que utilizam as ferramentas da fisiologia sdo utilizadas como
subsidios aos legisladores, tribunais e gestores de conservacdo como meio de
compreender as respostas fisioldgicas dos organismos ao ambiente alterado e as
consequéncias das acdes de conservacdo implementadas (Tracy et al., 2006). Pensando
nisso a escolha de espécies-chave que mostrem respostas rapidas e condizentes com a
realidade mostra-se como item primordial para o desenvolvimento deste tipo de estudo.
Na revisdo de Cossins e Crawford publicada na revista Nature em abril de 2005 os
autores apresentam os peixes como sendo o0 modelo ideal para estudos visando respostas
ambientais, destacando diversos atributos deste grupo como 0 numero de espécies,
formas de vida, desenvolvimento e o contato direto destes animais com a dgua como
caracteristicas de um modelo ideal de aclimatacdo e resposta a uma gama de condicoes
ambientais naturais e antropogénicas.

Além disso, no ambiente aquatico, as acdes antrdpicas sdo muito evidentes,
levando os organismos muitas vezes a ficarem expostos aos efeitos subletais que
provocam consequéncias imprevisiveis, como alteracbes nas funcgdes celulares,
metabolicas e/ou bioguimicas, ou até mesmo na dindmica ecolégica das comunidades e
distdrbios sobre o indice de integridade bidtica (Aradjo, 1998). Desta forma, fica claro,
gue a ameaca sobre a ictiofauna ndo se limita apenas a pesca extrativista, normalmente

enfatizada em programas de conservagdo, mas adicionalmente por uma série de



interferéncias antrdépicas que tém contribuido para a diminuigdo dos estoques de peixes
no mundo, em especial, das espécies de &gua doce, sendo que dentre estas acdes
antrdpicas se destacam a polui¢do, mudancas climaticas, o assoreamento e barramento
dos rios, até a introducdo de espécies exdticas (Maitland, 1995).

Para que as acbes de manejo alcancem o0s objetivos de conservagdo e
preservacdo de recursos pesqueiros, € necessaria uma grande quantidade de
informacGes, obtidas em escala espacial e temporal adequadas, de todos 0s componentes
envolvidos no sistema. Assim, sdo necessarias informagdes dos organismos (taxonomia,
ecologia, dindmica populacional e histéria de vida) e do ambiente em que vivem

(limnologia, qualidade e quantidade de agua) (Agostinho et al., 2007).

1.1. Influéncia da temperatura nos organismos

O clima da Terra estd mudando rapidamente em um processo acelerado pela
atividade humana e tal processo pode ter consequéncias drasticas para a distribuicdo da
fauna. Tais consequéncias podem ser estudadas em diferentes niveis de organizacao,
desde a redistribuicdo das areas ocupadas pelos biomas representativos de uma regido
até os efeitos das mudancas de temperatura sobre as fungdes celulares (Helmut et al.,
2004).

A temperatura é a medida dos movimentos moleculares induzidos termicamente;
em altas temperaturas as moléculas vibram mais rapidamente e o contrario também é
verdadeiro. Esta variavel abiotica tem efeito profundo em reacGes fisicas, quimicas e
bioquimicas de todos o0s seres vivos, e para 0s animais a temperatura corpdrea pode
variar de -2 a +50°C em organismos ativos e em alguns casos 0s animais podem
sobreviver em estados dormentes quando expostos a temperaturas ambientais mais altas
ou baixas que estes padrdes (Withers, 1992).

A faixa 6tima de temperatura varia entre as espécies e a variacdo térmica pode
causar alteracbes nas propriedades estruturais e fisiologicas dos organismos,
notadamente afetando a velocidade das rea¢des quimicas facilitando-as ou impedindo-as
(Hochachka e Somero, 2002). Por todos estes fatores a temperatura corporea se mostra
como a variavel ecofisiolégica mais importante no desempenho de ectotérmicos,
afetando virtualmente todos os aspectos comportamentais e fisiologicos destes animais
(Angilletta et al., 2002).



Explorando os aspectos celulares, as mudancgas na temperatura corporal agem sobre
as ligacOes fracas intra e intermoleculares, o que modifica o ponto de equilibrio de
reacOes de interacdo entre proteinas (como ligacGes hormonios-sitios de ligacdo ou
ligacdes do tipo enzima-substrato). Além disso, as variagdes na temperatura alteram a
estrutura das membranas celulares podendo comprometer as atividades enzimaticas
associadas aos processos de transporte. O conjunto de alteragbes das propriedades
quimicas e fisicas das membranas resultam em dultima analise em mudancas na
permeabilidade das mesmas (Hazel, 1984, Nelson e Cox, 2011).

E conhecido que mudancas ambientais tém grande influéncia em membranas
biologicas, e parece claro que exista um sistema de percepcdo destas mudancas por
proteinas embebidas na bicamada lipidica, transferindo os sinais do ambiente para o
meio interno. Estas proteinas agem principalmente com a ativacdo de segundos
mensageiros que, em Ultima instancia, regulam a expressdao génica, modulando a
atividade de enzimas relacionadas a manutengdo de componentes quimicos estruturais e
de atividade de proteinas associadas as membranas, agindo como respostas primarias
nos processos de aclimatacdo (Los e Murata, 1993; a relagdo entre temperatura e
expressao génica foi explorado e esta demonstrado na revisdo de Ribeiro, 2010 - Anexo
1).

Muitos animais ectotérmicos respondem as altera¢fes termais com adaptacdes de
propriedades fisicas em suas membranas como meio de preservar a integridade
funcional e estrutural para 0 novo ambiente. Essa forma de adaptacdo é chamada de
“adaptacdo homeoviscosa” e sua eficacia se estende para todas as células ajustando-as
as alteragdes na temperatura, que podem variar dentre os diferentes tecidos (Buda et al.,
1994, Lemieux et al., 2008). As mudancas na composicao das membranas incluem: 1) o
tipo e a quantidade de &cidos graxos insaturados; 2) a mistura de espécies moleculares
compreendidas numa determinada classe de fosfolipideo; 3) o tamanho, hidrofobicidade
e carga das cabecas dos fosfolipideos; 4) o balango entre a estabilidade bilateral e a
desestabilizacdo dos lipideos; 5) a proporcdo de plasmalégenios e 6) a quantidade de
colesterol inserido na membrana (Hazel et al., 1989); em conjunto estas mudancas
causam ‘desordem’ no interior das membranas, 0 que compensa a ordem imposta

naturalmente pela diminuicdo da temperatura (Brooks et al., 2002) (Figura 1).
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Fig. 1. Representacdo esquematica dos pardmetros envolvidos na adaptacdo a
homeoviscosidade; A- Mudancgas na temperatura, sem que ocorra mudangas na estrutura fisica
da bicamada causam uma rigidificacdo e diminuicao da fluidez, o que é revertido por mudancas
exemplificadas em B e C; B- Altera¢des nos &cidos graxos das caudas apolares representam a
resposta primaria a alteracdo de temperatura, a inser¢do de moléculas de carbono e aumento no
nimero de instauracdes exemplificam estas mudancas primarias; C- Substituicdo de classes
fosfolipidicas (exemplo na figura- fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) alteram a geometria
da bicamada fosfolipidica, aumentando ou diminuindo o grau de rotagdo dos &cidos graxos.
Figura modificada de Mykytczuk et al., (2007).



De fato as membranas celulares sdo os sistemas lipidicos mais estudados em
diversos contextos bioldgicos, tais como, adaptacfes as mudancas de temperatura,
desidratacdo, dieta e suas correlagcbes com a taxa metabdlica dos animais e com a
atividade de diferentes enzimas (Hazel, 1989). Além disso, os acidos graxos possuem
grande importancia como precursores de eicosandides (prostaglandinas e leucotrienos) e
sendo parte integrante das lipoproteinas (Bell et al., 1986, Agaba et al., 2005). As
longas cadeias de acidos graxos polinsaturados presentes nas membranas plasmaticas de
todos os vertebrados sdo originadas no figado e transportadas para os tecidos através da
corrente sanguinea (Buda et al., 1994). Estes compostos desempenham um papel
significativo na bioquimica das membranas e tém um impacto direto sobre processos
mediados por estas, tais como osmorregulacdo, assimilagdo de nutrientes e transporte
(Ratnayake e Ackman, 1979, Linko et al., 1985).

A aclimatacdo ou adaptagdo a baixas temperaturas € um processo complexo
durante o qual os animais enfrentam muitas mudancas na composi¢do das membranas.
Essas mudancas podem acarretar em mudancgas funcionais que se estendem a todos os
niveis de organizacdo bioldgica, tais como o nivel de organismos (taxas de respiracéo,
alimentacdo, crescimento e locomogdo), de 6rgaos (modificagdes na massa ventricular,
e desempenho no coracdo), de organelas (mudancas no conteddo mitocondrial), ou
moléculas (capacidade catalitica de enzimas e afinidade de substratos) (Lemieux et al.,
2008). Adaptacdes de estados fisicos nas vesiculas sinapticas, mitocondrias e fragdes de
mielina no cérebro de peixes tém sido estudadas e os resultados obtidos mostram que
alteracOes na temperatura podem alterar a conducdo de estimulos sinapticos em espécies
tais como a carpa (Harper et al., 1990) e o goldfish (Friedlander et al., 1976).

A atividade de muitas proteinas de membrana ¢ modulada de acordo com as
mudancas na composicao dos acidos graxos presentes nos fosfolipideos, como exemplo,
a proporcao de &cidos graxos monoinsaturados tende a ser maior em organismos com
baixas taxas metabdlicas, com menor quantidade de proteina de membrana (Crockett e
Hazel, 1997). Dentre as proteinas de membrana, sabe-se que 0s canais idnicos podem
ter sua atividade modulada pelo perfil de &cidos graxos dos fosfolipideos (Stuart et al.,
1998). Redugdes em alguns canais correlatos com mudancas nos padrdes de composigéo
de fosfolipideos mitocondriais sugerem uma relagdo entre os acidos graxos especificos

na permeabilidade de determinados prétons em membranas intactas (Stuart et al., 1998).



Correlagdes entre a composi¢cdo dos &cidos graxos de membrana e a atividade
molecular da Na* K* ATPase, cuja principal fungdo é manter os gradientes de Na™ K*
através da membrana plasmatica das células (Voet et al., 2000), foram investigados em
mamiferos, aves, répteis e anfibios (Else e Wu, 1999). Crockett e Hazel (1997)
verificaram que a presenca de fosfolipideos altamente insaturados na membrana
basolateral de enterdcitos e rins, aliada a quantidade de colesterol, tem relacdo direta
com o aumento da acio da Na* K" ATPase em trutas aclimatadas a baixas temperaturas.
Hazel (1995) evidenciou que existe uma relacdo direta entre a diminuicdo da
temperatura ambiental e o aumento da concentracdo do acido graxo DHA nos
fosfolipideos da membrana plasmatica em peixes, com concomitante aumento na
atividade da Na* K* ATPase (Raynard e Cossins, 1991).

1.2. Area de estudo - Bacia do Rio Paraiba do Sul

Muitas bacias hidrogréficas no Brasil devem ser consideradas como objeto de
estudos de conservacdo de forma aplicada. Dentre elas, destaca-se aqui a bacia do Rio
Paraiba do Sul (Figura 2), que esta situada na regido sudeste do Brasil, com uma area
total de 55.400 km?, incluindo &reas dos estados de S&o Paulo (13500 km?), Rio de
Janeiro (21000 km?) e Minas Gerais (20900 km?), caracterizando-se por ocupar um
bioma marcado pela Mata Atlantica (AGEVAP, 2006).

Esta regido € caracterizada por uma forte acdo antropica, com a Mata Atlantica
original restrita a parques e reservas florestais. O proprio rio Paraiba do Sul tem seu
curso marcado por sucessivas represas, destinadas a provisao de agua e eletricidade para
as populagdes da bacia e também da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. Entre as
maiores represas podem ser citadas as de Paraibuna em S&o Paulo, formada pelas
barragens de Paraibuna e Paraitinga, e a do Funil, no Rio de Janeiro. Em raz&o disso, o
rio encontra-se hoje em estado critico de preservagdo, com margens assoreadas e 40%
da sua vazéo desviada para o Rio Guandu (Hilsdorf e Petrere, 2002).

O desenvolvimento econémico da regido localizada ao longo da bacia do rio
Paraiba do Sul vem proporcionando a degradacdo da qualidade de suas aguas e a
reducdo de sua disponibilidade hidrica. Ao longo do rio Paraiba e de seus principais
afluentes, cerca de 5200 industrias se instalaram e cidades cresceram, lancando
efluentes em suas aguas, na maioria das vezes sem qualquer tipo de tratamento (Hilsdorf
e Petrere, 2002).



A regido Sudeste, regido geografica em que se insere a Bacia do Paraiba do Sul,
é caracterizada por diversificacdo climatica e por apresentar predominantemente clima
tropical quente e Uumido, com variacBes determinadas pelas diferencas de altitude e
entradas de ventos marinhos. Estas diferencas sdo evidentes na bacia do rio Paraiba do
Sul, que apresenta clima tropical com temperatura média anual que oscila entre 18° C e
24° C. As mais altas temperaturas ocorrem na regido de Itaperuna, na bacia do rio
Muriaé, com média das maximas situada em torno de 32°C e nas regifes com maiores
altitudes a média das temperaturas minimas chega a menos de 10°C (Marengo e Alves,
2005).
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Fig. 2. Bacia Hidrografica do Rio Paraiba do Sul. Fonte: disponivel em http://www.agevap.org.br



1.3.Surubim do Paraiba

O surubim do Paraiba (Steindachneridion parahybae) (Figura 4) é uma espécie
de teledsteo endémica da Bacia do Paraiba do Sul que, como ja citado, compreende
grande amplitude térmica (SP, MG e RJ) e encontra-se na lista de espécies ameacadas
de extingdo juntamente com outras espécies tais como a piabanha (Brycon insignis),o
caximbau-boi (Pogonopoma parahybae), uma espécie de crustaceo a lagosta-de-Séao-
Fidélis (Machrobachium carcinus) (Brasil, 2004) e um reptil, o cadgado-do- Paraiba
(Phrynops hogei) (Rocha et al., 2000).

O surubim do Paraiba € um peixe de couro (sem escamas) e de médio porte, que
possui um corpo achatado com o dorso preenchido por pequenas e alongadas manchas e
tém habito alimentar carnivoro (piscivoro). Além disso, o surubim apresenta olhos
pequenos e pouco eficientes, sendo a sua percepcdo do meio ambiente auxiliada
principalmente pelos barbilhdes, caracterizando-o como uma espécie com maior
atividade noturna (Burgess, 1989, Lundberg e Littmann, 2003). Esta € uma espécie
reofilica, isto é, migra rio acima para se reproduzir (Burgess, 1989). Tal comportamento
combinado aos impactos sofridos na Bacia do Paraiba do Sul (principalmente as
barragens) levou esta espécie a Lista Nacional das Espécies de Peixes Ameagadas de
Extingdo — criticamente em perigo (Brasil, 2004, Honji et al., 2009).

Nos dias 5 e 6 de novembro de 2009 foi realizada em Paraibuna/SP uma oficina
entre 0s parceiros, representantes da esfera politica, pesquisadores, representantes da
esfera privada e gestores de ONGs, todos atuantes na Bacia do Rio Paraiba do Sul para
a elaboracdo de um Plano de Ac¢do Nacional (PAN) para a conservacdo de espécies
ameacadas de extin¢do da bacia, reunido que buscou dentre outros parametros a elei¢éo
das espécies escolhidas como representantes da fauna local. Nesta ocasido o Surubim do
Paraiba foi escolhido como um dos representantes, por ser uma espécie endémica e
importante representante da diversidade de ambientes da bacia. Outro aspecto
importante discutido na oficina foi a identificagdo das principais ameagas as quais estas
espécies estdo submetidas, sendo que além de outros aspectos importantes, como a
intensa acdo antropica a falta de conhecimento da fauna local, a falta de informacao
acerca da biologia das espécies foi destacada como fator essencial a ser melhorado para
0 auxilio em programas de protecéo a estas espécies (Polaz et al., 2011).

Os estudos desta espécie no grupo de pesquisa em que se insere este projeto ja

vém se estabelecendo, em colaboragdes com a CESP (Companhia Energética de Sao
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Paulo- Figura 3), com trabalhos sendo realizados com énfase nos aspectos reprodutivos
(Honji, 2011, Caneppele et al., 2009) e no crescimento (Tolussi, 2010) desta espécie,

todos estes trabalhos incluidos no projeto teméatico do Programa de Mudangas
Climéticas da FAPESP.

Fig. 3. Vista aérea da Estacdo de piscicultura da CESP (Companhia Energética de Sao Paulo-
Paraibuna, SP). Fonte: Google Earth.

Fig. 4. Surubim do Paraiba (Steindachneridion parahybae); A. Fonte: Honji et al., (2009), B.
Fonte: Arquivo CEPTA, disponivel em: http://www.icmbio.gov.br
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1.4. Fisiologia aplicada a conservagao e a espécie eleita para o presente projeto

As informag0es apresentadas até o presente momento deixam claro o papel que a
fisiologia comparativa pode desempenhar na &rea da conservacdo ambiental,
evidenciando que o conhecimento de uma espécie frente as variaveis ambientais deve
ser considerado como o ponto de partida para que se possa cultivar essa espécie em
cativeiro.

O cultivo de peixes em cativeiro pode ter objetivos diversos, e atualmente é
realizado principalmente com objetivo econémico ou de conservacdo de espécies
ameacadas devido as acOes antropicas (Baldisserotto, 2002). Neste contexto, pode-se
definir que a fisiologia aplicada a conservagcdo € importante para que sejam
apresentados os elementos que definem a sensibilidade de uma espécie, e quais as
possibilidades de ajuste as mudancas do entorno fisico induzidas pela agdo humana.

Segundo Bicudo e Bicudo, (2008) espécies endémicas sdo em geral bastante
adaptadas a espectros estreitos de variagdo das condi¢des ambientais, de modo que
qualquer variacdo neste componente pode ocasionar dano a existéncia deste organismo,
e até mesmo sua extincdo. Desta forma, contextualizando a situagdo de alta
antropicidade da bacia do Rio Paraiba do Sul, que possui grande amplitude térmica e
considerando a condi¢do ameacada do surubim do Paraiba, formulou-se a hipo6tese de
que mudancas na temperatura em dois regimes, agudo e crbnico, ocasionariam uma

reestruturacdo significativa nas membranas celulares destes animais.
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2. Objetivo geral
Considerando todos os pontos levantados acima a respeito da influéncia da
temperatura sobre aspectos fisiologicos, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a
influéncia da temperatura na dindmica das membranas de S. parahybae. Os resultados
obtidos podem fornecer subsidios para a compreensdo de pontos importantes e
aplicaveis na area de conservacao, além de conhecimentos basicos da fisiologia das

membranas em espécies de clima tropical.

Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral foram tracados os seguintes objetivos especificos:

1- Determinar o perfil de &cidos graxos das duas principais classes
fosfolipidicas (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) dos tecidos hepaético,
encefélico e branquial em S. parahybae expostos a regime de resfriamento
agudo e cronico;

2- Nos tecido hepatico e encefalico analisar a distribuicdo diferencial de acidos
graxos nas posic¢des sn-1 e sn-2 nos fosfolipideos;

3- Finalmente, frente as mesmas alteragdes térmicas, analisar o comportamento
da Na" K" ATPase branquial, com a finalidade de testar, na espécie em
questdo, a influéncia da temperatura no funcionamento desta importante

bomba presente nas membranas celulares.
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Resumo. A influéneia humana nos sistemas naturais tem aumentado continuamente, justificando a
importancia de se investigar os aspec.‘h:rs antropicos que causam esiresse em animais em seus sistemas
naturais. No ambiente aguitico, as agies antropicas sdo muito evidentes, levando os cugarusrrms muitas
vezes a ficarem expostos a efeitos subletais que provecam conseqiiéncias imprevisiveis. Varagies na
temperatura alteram a esirutura das membranas celulares podendo comprometer as atividades enzimaticas
associadas &s membranas e os processos de transporte. Nesse sentido este texto busca levantar hipoteses
sobre o possivel papel da temperatura em mudangas estruturais das membranas celulares.

Palavras-chave. Dessaturases, Elongases, Acidos graxos, Regulagio da expressSo génica.

THERMAL INFLUENCE ON GEME EXPRESSION REGULATION AND ITS ACTION IN THE
DYNAMICS OF CELL MEMERANES

Abstract The human influence on natural systems has been steadily increased, justifying the
importance to investigate the antropic factors that cause stress im animals in their natural systems. In the
aguatic environment the human actions are very evident, leading the organisms sometimes to be exposed to
sub lethal effects that can cause unpredictable consequences. Variations in temperature affect the structure
of cell membranes and can compromise the emzymatic activity associated with the membranes and the
transport processes. In this sense, this assay postulates some hypothesis about the possible mole of
temperature on structural changes of cell membranes.

Keywords. Desaturases, Fatty acids, Gene expression.

Agio da temperatura nas membranas
bioldgicas & seu papel na regulagio da
expressio génica

A faixa ofima de temperatura varia entre
as espécies e as oscilagdes térmicas podem
causar alteragdes nas propriedades estniurais e
fisiologicas dos organismos  (Hochachka e
Somerno, 2002).

Varagdes na temperatura alteram a
estrutura das membranas celulares podendo
comprometer as  atividades — enzimaticas
associadas as membranas e os processos de
transporte. O conjunto de alteragies das
propriedades quimicas e fisicas das membranas
resulta, em Uima andlise, em mudangas na
fluidez das mesmas (Hazel, 1884). A queda de
temperatura pode comprometer sua flexibilidade,
devido a alteragbes na configuragio dos seus
lipideos e proteinas, podendo hmitar a sua
ectabilizagio. O grau de fluidez de membranas
bicldgicas pode ser estimado por muitos métodos
fisicos, tais como: fluorescéncia, ressondncia e
especiroscopia. A extensao de insaturagies dos
Acidos graxos contidos na estrutura da membrana
€ o fator majoritario na manutengio do grau de
fluidez (Kates e col., 1993).

Organismas  vivos, em  particular
ectotérmicos  respondem A&  diminuigio  da
temperatura por dessaturagie de acidos graxes
nos lipideos de suas membranas. Essa resposta
de  aclimatagio confere  habilidade de
manutengio da fluidez de membranas biologicas
abaixo da temperatura critica para o individuo.
Esse fendmeno & conhecido como aclimatacio

homoviscosa ou, altemativamente, acimatagdo
homeofisica (Buda e col., 1924; Lemieux e col.,
2008). Os efeitos da temperatura no padrio de
distribuigSe dos Acidos graxos e agdo de enzimas
que participam da manutengSo da fluidez da
membrana em diferentes organismos tém sido
reportados por wvaros autores, sendo que a
primeira observagdo foi feita em 1801 (Torengo e
Brenner, 1976).

Quande se analisa a exposigio aguda de
animais &s baikas temperaturas & possivel
observar na maioria das vezes um aumento na
porcentagem de acidos graxos insaturados nas
membranas celulares e redugio na porcentagem
de acidos graxos saturados. Uma revisio da
literatura mostra que, de forma geral, animais que
vivern em temperaturas mais baixas apresentam
uma maior porcentagem de acidos graxos
polinsaturados (PUFA) do gue agueles de clima
tropical (Hazel & Willians, 1890). Essas variaghes
alteram o ponto de fus3o dos acidos graxos
esterificados nos fosfolipidics das membranas
biclogicas, alterando assim a fiuidez das mesmas
(Hazel, 1089).

A habilidade das celulas de modular
caracteristicas fisicas de suas membranas e
desempenhada pelas enzimas A&cido graso
dessaturases, gque operam em resposta a baicas
temperaturas de forma a assegurar  as
propriedades fisicas gue atuam na manuiengio
do gradiente de ions & restauragio de fungies de
enzimas associadas a4s membranas (Murata =
Wada, 1885). Pensando nisso Murata e Los,
(18097), em revisio sobre estrutura & expressio
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de acido graxo dessaturases. postularam 2
guesties  importantes que  deweriam  ser
respondidas a respeito dos  mecanismos
maoleculares da regulacio da expressdo de genes
de dessaturases em resposta 4 mudanga de
temperatura:

1- Como wum organismo  “sente” a
mudanga de temperatura?

2- Como esse sinal & transmitido para
regides reguladoras de genes de enzimas
dessaturases para induzir sua afivagio em
condighes de baixas temperaturas?

Tentande responder essas guesties,
aqueles autores formularam o seguinte modelo:
abaixo de determinadas temperatwras a fluidez
das membranas decresce. Esse sinal & detectado
por um sensor de baixa temperatura e transmitido
para mecanismos reguladores gque direta ou
indiretamente interagem com regides reguladoras
de genes gue codificam enzimas dessaturases,
ativando-os e levando a uma maior expressio
das enzimas. Comao resultado, o nivel de enzimas
auments e os Acidos graxos passam  por
processos de insaturagdo. Finalments, o acimulo
de acidos graxos insaturados leva & recuperagio
da fluidez de membrana e a restauragio da
atividade de enzimas membrana-associadas.
Nesse modelo, as membranas assumem um

papel chave na percepgio e hms{i.lgan de sinais
de temperatura para regides regulatdrias de
genes dessas enzimas. Porém, naguele momento
{1897), ndo se sabia como esses sinais eram
reconhecidos pela maquinaria de expressioc e
tradugdo das enzimas.

Apds muitos anos de pesquisa alguns
pontos dessa sinalizagSo comegaram a ser
elucidados & em 2000 os mesmos autores, Los &
Murata, descreveram alguns sinalizadores
principais, a saber :

-Proteinas quinase C em fungos:;

-Mudangas na  concentragdo  de
adenosinag 35" monofosfato em humanaos;

-Aumento da concentragio de Ca®
peixes e anfibios:

-E. atividade aumentada dos receptores
de fosfolipase C em ratos (Los e Murata, 2000).

Estrutura, fungio e regulagio da
express3o génica das enzimas dessaturases

Dessaturases de acidos grasos sao
enzimas que convertem uma ligagio simples (C-
C) a uma dupla (C=C) entre dois atomos de
carbono na cadeia de acidos graxos, como por
exemplo nas posighes A, 48 cu A12 (Cossins e
col., 2002), sterando, em casos extremos &
temperatura de transigic das  membranas
plasmaticas de gel (solido) para liguido cristafino,
promovendo & fluidez (Russel, 1884) e
comprovadamente est3o ntes em todos os
grupos de organismos (Los e Murata, 1998).

A reagdo desencadeada por essas
enzimas requer oxigénio molecular e ocome em
condigies aerdbicas (Los e Murata, 1808), sendo
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wma reagio de ocddagio. que requer 2 eléfrons
em adicdo a uma molécula de oxigénio
Femedoxina & o doador de elétrons na reagdo
catalisada pela acl-ACP dessaturase em
cianocbactérias e por aciHipideos em plastideos
de plantas, em contraste, as acil-Cof de animais
e fungos se utiizam de ciocromo b5 como
doadores de eletrons (Los & Murata, 1088). As
acil-cof de animais sio expressas de forma mais
efetiva no reticulo endoplasmatico do figado dos
animais & podem responder & centenas de
estimulos endogenos e exogenos (Trueman e
col., 2000).

A temperatura & considerada o principal
elemento regulador do aumento de expressio de
enzimas dessaturases, porém, essa regulagdo &
dependente da extensSo da mudanga termal em
contraste com a simples queda ou elevagdo da
temperatura, por exemplo, guando células
adimatadas a 33°C sio levadas a 30°C existe um
aumento de transcritos da degA (dessaturase A) ,
enguanto que em células aclimatadas a 38°C
esse gumento a ser detectado somente a
26°C (Los e col,1883).0 trabalho de Podrabsky &
Somero,(2004) ressaltou tambem a importancia
das flutuagles diarias da temperstura na
regulagio da expressdo gemca da enzima
dessaturase, encontrande maior quantidade de
RMA mensageire da enzima em animais gque
passavam o dia na temperatura ambiental, sem
controle (20 a 37°C aproximadamente) gquando
comparado 8 animais aclimatades a temperaturas

autores abrram  um  grande leque de
conhecimento sobre a expressdo geénica nos
diferentes modelos experimentais nas diferemtes
condighes  metodologicas  empregadas, e
comegou-se a desenhar, como ocomeram para
todos os fendmenos de regulagdo da expressao
génica descobertos, modelos de como o controle
da temperatura age sobre regibes regulatorias =
genes codificadores chegando-se a hipotese de
que, durante a aclimatagio. e mais exiremo. na
adaptagio frente a mudangas ambientais, 2 tipos
de respostas de regulag3o s8o esperados:

- Regulagao gualitativa - mudanga no tipo
de protaina expressa, como no caso de produgdo
de isoformas gque desempenhariam a mesma
fungdo, com algumas propriedades bioguimicas
distintas;

- Regulagio gquantitativa - aumenio da
guantidade de transcriios de RMA mensageino e
consequentermente de proteinas  produzidas
(Schulte, 2004).

Para exemplificar esses dois tipos de
regulagio foi escolhida a enzima dessaturase
mais estudada em relagio 4 acimatacio a baixas
temperaturas, a3 estearciFCoA AD dessaturase,
que age acrescentando uma insaturagdo entre os
carbonos 9 e 10 da cadeia de acidos gramos,
modificando  assim, propriedades fisicas da
membrana e como resultado final aumentando a
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fluidez da mesma, sendo gque essa enzima age
em conjunts com aci-ransferases especificas
que posicionam esses acidos graxos modificados
nos fosfolipidecs (Trueman e col 2000, Pereira e
col., 2003 e Polley e col .2003).

Polley & col, (2003) demonstraram gque
carpas apresentam a express3o de 2 isoformas
de estearnil-Cof A8 dessaturase (SCD), sendo
que cada uma dessas isoformas responde & um
tipo de estimulo especifico, a SCD1 aparece
como sendo responsiva a dietas enriquecidas
com acidos graxos saturados enguanio que a
SCD2 apresenta aumento da express3o génica
em resposta a mudangas na temperatura
ambiental. A diferengca entre essas duas
isoformas estd relacionada a um processo de
splicing altermativo em que a segunda isoforma
perdeu cerca de 21 aminoacidos de sua cadeia.

Esse fendmeno de duplicagio
possivelments ocomeu no genoma de teledsteos
primitives e fioi evolutivamente conservado em
alguns grupos, como & o caso dos Ciprinideos e
de algumas espécies de peixes antiricos,
possivelmente tendo divergido em suas regides
regulatorias, cada qual respondendo a diferentes
estimulos fisiologicos, porem nao divergindo em
susc sequéncias codificadoras  (Evans e
col 2008). Esse mecanismo promoveria a esses
grupos, num contexto ambiental adverso a adigio
de enzimas complementares que conferiam
=T g plashnd.nde ficiologica, e COMmo
consequéncia capacidade de tolerdncia a amplas
condigdes ambientais (Palley e col. 2003).

Exemplificando-se agora a regulagio
guantitativa, novamente wverficou-se que dois
tipos de regulagdo da expressdo génica sdo
esperados, o primein em que RNAs mensageimns
latentes s3p ativados em processos  pos-
transcricionais quando o animal & defrontado com
condigles ambientais adversas, & num segundo
momento, por sinalizagio da primeira resposta,
novos transeritos sSo produzidos e existe um
aumento da expressao génica das enzimas
muitos trabalhos, como por exemplo, Trueman &
col., (2000) testando a aclimatagio a frio de
carpas enconfrou afia expressdo de RNA
mensageimn (2 a 4 veres maior que no grupo
controle} somente no 2* dia de tatamento,
enquants que &agdo enzimatica aumentada
ociTel  em  apenas  algumas  horas de
aclimatagio.

Outro trabalho relatando a regulagio da
expressao genica gquantitativa mosirou tambem a
capacidade de diferentes espécies de suportar
grandes mudangas de temperatura ambiental.
Hsieh e Kuo, (2005) testaram a aclimatagio a frio
{25—#15°C) em ‘milkfish® e carpa-comum,
enconfrando  altas o da RMA
mensageine de SCD no primeiro grupo nos
primeimos 4 dias de experimento, enguanio gue as
Carpas mantimham quantidades SEMpre
constantes de franscrtos ao longo do tempao,

BEMISTAD
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porém, mo 8% dia os “mikfish® momeram por
faléncia metabdlica enquanto gue as carpas
sobreviveram até o final do experimento,
mostrando assim a plasticidade fenotipica das
carpas em modificar sua temperatura de conforto
de forma mais eficiente gquando comparado 3
outra espacie testada.

Em animais de clima temperado marinhos
muitos estudos descrevemn a express3o génica e
funcional da enzima SCD dessaturase para
peixes em ambiente natural e em condigdes
ambientais alteradas (Kraffe, e col., 2007; Buda, e
col , 1984; Tocher, e col., 2008; Hazel, e Wilkans.,
1000).

Mo entanio, para animais nativos de clima
tropical poucos trabalhos foram realizados e
somente a composigBo de  Acidos graxos
teciduais & normalmente avaliada (Andrade e col.,
2006}, sendo que o Unico trabalho encontrado a
respeitn da agio de enzimas dessaturases
atuando no metabolisme lipidico de peixes de
ambiente tropical nativos da America do sul data
de 1876 (Tomengo e Bremner, 1876). Esta
escassez de informagdes reforga a3 necessidade
de trabalhos nesses ambientes, principaiments
£ ecossistemas com grande agio antropica, e,
mais especificamente tratando de aclimatagio a
mudangas climaticas, sendo que um dos mais
mm'tmteeieu:gentes desafios da fisiclogia atual
& entender a naturera dos efeitos diferenciais
dessas mLﬂml;&s sobre diferentes EpEﬂE.

Os principais desafios enfrentados s3oc (1)
eniender como as mudangas ambientais
interferem tanto da historia de vida de um animal
quanio nos niveis populacionais; (2) as vias
limitantes as quais o5 organismos ajustam a sua
fisiolegia e diminuem o estresse gerado por
modificagies ambientais nocivas, induzidas ou
aceleradas pela agdo antrdpica, predizendo o
intervalo de respostas possiveis a tais mudangas,
& finalmente, (3) revelar quais aspectos dos ciclos
de vida dos individuos de uma populagio sdo
mais afetados por mudangas ambientais.

Para a resolugdo de praticamente todos os
desafios descritos acima o estudo da regulaca
da express3c génica € uma ferramenta ufil,
principalmente quando se tenta entender gual
varagio na amplitude de temperatura &
necessaria para que a resposta de adimatagio
seja iniciada nas membranas celulares de
diferentes organismos e, quais sio o5 sinais
reconhecidos e como eles sio traduzidos nesse
tipo de resposta.
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Resumo

Variagbes na temperatura alteram a estrutura das membranas celulares podendo
comprometer as atividades enzimaticas associadas e 0s processos de transporte. Nesse
contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a influéncia da temperatura na dinamica
de membranas celulares hepaticas e encefalicas de uma espécie de peixe tropical
ameacada de extincdo. Juvenis de Surubim do Paraiba (Steindachneridion parahybae)
foram submetidos a um sistema de resfriamento progressivo de 30°C a 24, 17 e 12°C
respectivamente, onde foram mantidos por no minimo dois dias, com coleta de tecidos
realizada diariamente. As principais fracdes fosfolipidicas (fosfatidilcolina (FC) e
fosfatidiletanolamina (FE)) dos tecidos foram obtidas por separacdo em cromatografia
de camada delgada, com posterior analise posicional das cadeias (sn-1 sn-2) de FC e FE
por cromatografia gasosa. As principais classes de acidos graxos: monoinsaturados
(MUFA), saturados (SAT) e polinsaturados (PUFA) foram analisadas mostrando um
predominio de acido palmitico (PA-C16:0), acido oléico (C18:1), acido linoléico (LA-
C18:2n6), acido araquidénico (AA-C20:4n6), acido eicosapentaendico (EPA-C20:5n3)
e acido docosahexaenoico (DHA- C22:6n3) nas fracOes analisadas. Os resultados
mostraram que para o tecido hepéatico houve um predominio de mudancgas nos &cidos
graxos 6dmega 3 de cadeia longa (C20-22n3), enquanto o tecido encefalico mostrou uma
grande flutuacdo dos &cidos graxos dmega 6, de cadeia curta (C18n6) e longa (C20-
22n6). O tecido hepéatico mostrou, para FC e FE e a respectiva analise posicional de

cada uma das classes, o curioso padrdo de aumento de SAT para o0 grupo 12°C,
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mostrando a incapacidade de reestruturacdo de membranas neste grupo experimental. Ja
quando houve incremento de PUFA nesta temperatura, 0 &cido graxo incorporado foi
principalmente o C18:2n6, acido graxo com limitada capacidade de manutengdo de
fluidez comparado com AA. No encéfalo observou-se uma grande flutuacdo de valores
para FC, enquanto que em FE a priorizacdo da funcdo encefalica foi mantida pela
diminuicao de C20-22n3 no figado e aumento no encéfalo no ultimo dia de experimento
para 30, 24 e 17°C. Nos dois tecidos e fracOes analisadas foi possivel detectar mudancas
significativas nos &cidos graxos em 24 horas de exposi¢cdo dos animais a temperaturas
mais baixas, mostrando que Surubim do Paraiba pode ser considerado um modelo capaz

de apresentar respostas de aclimatacdo de maneira aguda.

Abstract

Temperature alteration affects the structure of fatty acids in cell membranes and can
compromise associated enzymatic activity and molecule transport. In this context, this
study aimed to evaluate the influence of temperature on the dynamics of brain and liver
cell membranes of a tropical threatened species of fish. Surubim do Paraiba
(Steindachneridion parahybae) juveniles were progressively cooled from 30 to 24°C, 17
and 12°C respectively, where they were kept for at least two days, with collection of
tissues performed daily. The main phospholipid fractions (phosphatidylcholine (PC) and
phosphatidylethanolamine (PE)) of the tissues were obtained by separation on thin layer
chromatography, with subsequent analysis of fatty acid patterns in the respective
positions (sn-1 and sn-2) of PC and PE by gas chromatography. The distribution of
major classes of fatty acids, monounsaturated fatty acids (MUFA), saturated (SAT) and
polyunsaturated (PUFA) was monitored, showing a predominance of palmitic PA-
C16:0), oleic (C18:1), linoleic (LA-C18:2n6), arachidonic (AA-C20:4n6),
eicosapentaenoic (EPA C20:5n3) and docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) in the
fractions analyzed. The results showed that in liver there was a predominance of
changes in long chain omega 3 fatty acids(20-22 carbons), while in the brain there was a
large fluctuation of omega 6 fatty acids, including LA, and long chain omega 3 (20-22
carbons). The liver showed in PC and PE and their positional analysis, the curious
pattern of increased SAT in the extreme cooling group (12°C), demonstrating the
inability of this restructuring membrane in this experimental group, and when there was

an increase of PUFA inthis temperature, the fatty acid incorporated was mainly
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C18:2n6, a fatty acid with less influence on membrane fluidity compared to AA. In the
brain there was a large fluctuation of the results in PC, while the prioritization of PE in
brain function has been maintained for the decrease of C20-22n3 in the liver and
increase in the brain at the last day of 30, 24 and 17°C. In both tissues and fractions
analyzed it was possible to detect significant changes in the fatty acid patterns within 24
hours of exposition of the animals to lower temperatures, showing that the Surubim do

Paraiba was able to respond by acute acclimation.
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1. Introducéo

Variagdes nos fatores abioticos (pH, salinidade, temperatura, pressdo, dentre
outros), ligados ou ndo as agdes antropogénicas, podem gerar alteragdes em todos os
niveis de organizacdo bioldgica, tais como: organismo (taxas de respiracéo,
alimentacdo, crescimento e locomocéo), 6rgdos (modificagdes na massa e desempenho
dos orgdos em relacdo a funcédo), organelas (mudancas no conteddo mitocondrial e da
estrutura de membranas) e moléculas (capacidade catalitica de enzimas e afinidade de
substratos) (Lemieux et al., 2008).

Segundo Skalli, (2006) a diferenca na composicao dos tecidos pode ser resultado
da especificidade e afinidade de &cidos graxos pelos mesmos, ou do proprio
metabolismo do animal. De forma geral, os acidos graxos tém papel diferenciado no
metabolismo de peixes, fosfolipideos sdo importantes constituintes de membranas e
funcionam como o principal precursor de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos,
enquanto triglicerideos servem como depositos para acidos graxos que Sdo
catabolisados no metabolismo energético celular (Henderson e Tocher, 1987).

Muitos animais ectotérmicos respondem a mudancas termais com adaptacdes de
propriedades fisicas em suas membranas como meio de preservar a integridade
funcional e estrutural para 0 novo ambiente. Essa forma de adaptacdo é chamada de
“adaptac¢do a homeoviscosidade”, e sua eficacia se estende para todas as células, que se
ajustam as alteracdes na temperatura, podendo variar dentre os diferentes tecidos (Buda
et al., 1994, Lemieux et al., 2008). As mudancas na composicdo das membranas
incluem 1) o tipo e a quantidade de acidos graxos insaturados; 2) a mistura de espécies
moleculares compreendidas numa determinada classe de fosfolipideo; 3) o tamanho,
hidrofobicidade e carga das cabecas polares dos fosfolipideos; 4) o balango entre a
estabilidade bilateral e a desestabilizacdo dos lipideos; 5) a proporcdo de
plasmalbgenios e, 6) a quantidade de colesterol inserido na membrana (Hazel et al.,
1988).

Dey et al., (1993) demonstraram que, em peixes, um efetivo controle na fluidez
das membranas ocorre com a mudanca da temperatura ambiental e que o
posicionamento dos &cidos graxos nas posi¢des sn-1 e sn-2 dos fosfolipideos leva a
formagdo de estruturas com diferentes graus de condensacdo, juntamente com a

reestruturacdo da composicdo da cabeca polar das classes dos fosfolipideos,
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assegurando que os componentes presentes nas células tenham uma conformacéo ideal
dentro das limitaces de mudancas climaticas. Desta forma, a andlise posicional dos
acidos graxos inseridos nos fosfolipideos € um procedimento importante e muito
utilizado em estudos de membrana, executado com preparacbes puras da enzima
fosfolipase A2, que separa o acido graxo da posicdo sn-2 do fosfolipideo que pode ser,
por sua vez, identificado em cromatografia a gas (Nutter e Privett, 1966, Schreiner et
al., 2006).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou verificar o papel da variacdo da
temperatura, de forma aguda, sobre a dindmica das membranas celulares nas duas
principais classes fosfolipidicas, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, em dois tecidos
(figado e encéfalo) de jovens de Steindachneridion parahybae, uma espécie de peixe
endémica da bacia do Rio Paraiba do Sul, local que possui grande amplitude térmica, o
que justifica a escolha desta espécie como objeto de estudo para o fator abidtico

selecionado.

2. Material e Métodos

2.1. Transporte e aclimatacdo dos animais

Cento e trinta exemplares de S. parahybae foram gentilmente cedidos pela CESP
(Companhia Energética de Sdo Paulo) (23°24°53,71°W), localizada na cidade de
Paraibuna- S&o Paulo, e transportados até o biotério do Departamento de Fisiologia no
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, onde foi desenvolvido o ensaio
experimental (Figura 1- A, B e C).

Os animais transportados ao biotério passaram inicialmente por um periodo de
aclimatacdo de 7 dias em caixas estoque de 100L com manutencdo de temperatura a
25°C e tratamento preventivo diario com oxitetraciclina (5g/100L), sal (50g/100L) e
permanganato de potéssio (100ug/100L) (Figura 1-D).

2.2. Desenho experimental e afericdo de dados de qualidade da agua

Apos a fase de aclimatagdo os animais foram divididos de forma a ndo
apresentarem diferencas estatisticamente significativas nos parametros biométricos
(comprimento total médio de 14,58+0,30 cm e massa corpdrea média de 29,85+2,08 Q)
em 12 aquarios de 100L mantidos em camara climatizada (Figura 2), com aeracéo e

oxigenagéo controladas.
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O regime de resfriamento agudo consistiu numa série de passos, em que 0S
animais foram mantidos inicialmente a 30°C (n=126) e a cada dia uma parcela dos
mesmos era resfriada a temperaturas menores (24°C no 2° dia experimental, 17°C no 3°
dia experimental e 12°C no 4° dia de experimento) e mantidos nesta temperatura por
pelo menos dois dias, com coleta de tecidos de 6 animais por grupo experimental
realizada diariamente. A figura 3 ilustra os passos de resfriamento e manutencdo dos
animais nos tratamento agudo. Todas as mudancgas de temperatura foram realizadas
gradativamente, numa taxa de 1°C h™ (Trueman, 2000, Boyd, 1996) como modo de
minimizar possiveis choques térmicos.

Durante todo o experimento os animais foram alimentados com ragdo comercial
contendo 40% de proteina bruta e foram aferidos diariamente alguns parametros fisico-
quimicos da agua dos aquarios, como: temperatura, oxigénio dissolvido, utilizando-se
um oximetro (modelo 55; YSI, Yellow Springs, OH) e concentracdo de aménia com
utilizacdo de kit comercial. No momento destas aferi¢Oes foi verificada ainda a presenca
de peixes debilitados, doentes ou mortos. A sobrevivéncia foi calculada pela seguinte
equacdo: %S=Nfx100/Ni, onde: S= sobrevivéncia; Nf= nimero de animais ao final do

experimento e Ni=numero de peixes inicialmente estocados.

2.3. Coleta dos tecidos

No momento da coleta os exemplares de S. parahybae foram pesados e medidos
(Figura 4-A e B), os animais foram dessensibilizados com o uso de gelo e
posteriormente eutanasiados por sec¢do da medula espinhal na altura do opérculo e,
em seguida, foram retirados o figado (Figura 4-C) e encéfalo (Figura 4-D), com
pesagem do tecido hepatico para posterior calculo do indice hepatossomaético (IHS)-
[IHS = (massa do figado/massa total) x 100]. Logo apos a coleta os tecidos foram

congelados a -80°C até a utilizacao.
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Fig. 1. A- Tanque de manutengdo dos animais na piscicultura; B- Triagem dos animais; C-
Acondicionamento dos animais para transporte ao biotério; D- Caixa de plastico com volume de
100L em que os animais foram mantidos no periodo de aclimatacéo ao biotério até o inicio do

experimento.

Fig.2. Aquéarios de manutencdo de Steindachneridion parahybae em camara climatizada no

biotério do Instituto de Biociéncias durante o procedimento experimental.
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Fig. 3. Representacdo esquematica do regime de resfriamento agudo adotado no presente
trabalho

01.06.2009

Fig. 4. A e B- Biometria dos animais (pesagem e medicdo); C e D- Retirada de tecidos de
Steindachneridion parahybae para analises de acidos graxos (C= figado- apontado pela seta),

(D= encéfalo).
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2.2. Anadlise dos acidos graxos

* Extracao de lipideos

Os lipideos totais foram extraidos dos tecidos amostrados com uma solugdo de
cloroférmio: metanol: 4gua (2:1:0,5) segundo o0 método de Folch et al., (1957) adaptado
por Parrish, (1998) para amostras de organismos aquaticos. O extrato lipidico total foi

evaporado sob atmosfera de nitrogénio para posteriores analises cromatograficas.

* Cromatografia de camada delgada (Separacéo de classes)

Para a separacdo de classes dos lipideos polares utilizou-se placas de
cromatografia de camada delgada (20 X 20 cm) impregnadas com silica, que foram
aquecidas em estufa a 100°C. O extrato lipidico extraido anteriormente foi aplicado a
base das placas para a separacdo das diferentes classes de fosfolipideos, possivel
mediante as diferentes polaridades das classes e tempo de corrida na seguinte mistura de
solventes: cloroférmio, metanol e 4gua na proporcéao de 65:35:4 (por volume) (Christie,
1989) (Figura 5- 1% parte). As bandas das diferentes classes foram reveladas com
diclorofluorosceina e identificadas sob luz ultravioleta (UV), as mesmas foram
raspadas, eluidas com metanol e divididas em 2 sub-amostras; a primeira foi metilada
(procedimento descrito posteriormente) e injetada em cromatdégrafo a gas e a segunda
passou pelo processo de separagédo posicional descrito a seguir.

* Separacdo posicional dos fosfolipideos

Apbs a separacdo das classes dos fosfolipideos (fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina) as bandas eluidas passaram por um processo de quebra
enzimatica da cadeia sn-2 com utilizacdo da enzima fosfolipase A2 em tampéo borato
(Amate et al., 1999, Schreiner et al., 2006) (Figura 5- 2% parte), formando um acido
graxo livre (sn-2) e um lisofosfolipideo (sn-1). A amostra obtida da separacdo
enzimatica foi submetida novamente a cromatografia de camada delgada, com a
seguinte mistura de solventes: cloroformio, metanol e dgua na proporcdo de 75:25:2
(por volume) para visualizacdo e posterior raspagem das cadeias, como descrito no item

anterior.
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*Metilacdo e Cromatografia gasosa

A metilacdo das amostras fosfolipidicas totais e subsequentes cadeias foi realizada
seguindo-se 0 metodo acido proposto por Kitson et al., (1996). A determinacgéo do perfil
dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa, utilizando um cromatografo a
gas acoplado a um ionizador de chama (FID) e a um auto-injetor (Varian GC 3900-
Figura 1- 3% parte) e a identificacdo dessas moléculas foi feita com base nos tempos de
retencdo, utilizando-se padrdes compostos de metil ésteres (FAME) (SUPELCO, 37
components, Larodan Chemical Company - Mixture Me93 e Qualmix PUFA fish M -

Menhaden Qil), com resultados expressos em % (Figura 5- 3% parte).

Para a andlise dos &cidos graxos foi utilizada uma programacéo no cromatégrafo
com as seguintes caracteristicas:
* Inicio da corrida a 170°C mantida por 1 minuto;
*Rampa de 2.5°C/minuto, até atingir a temperatura final de 220°C, que foi mantida por
5 minutos.

O injetor e o detector foram mantidos a 250°C, e foi utilizada uma coluna CP
wax 52 CB, com espessura de 0,25 mm, diametro interno de 0,25 um e 30 m de

comprimento, tendo o hidrogénio como o gas de arraste.

2.3.Anéalise estatistica

Os valores de todos os parametros amostrados foram expressos em média + erro
padrdo da média (EPM). Os valores de cada varidvel (classe fosfolipidicas totais e
cadeias) e grupo avaliado (temperatura x dia de tratamento) foram comparados usando o
teste de analise de variancia (ANOVA Two Way), utilizando o programa estatistico
Sigma Stat for Windows (Version 3.10 Copyright®). O nivel de significancia adotado
foi de 0,05.
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1% parte- Cromatografia de camada delgada- Separacéo das classes fosfolipidicas
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Fig. 5. Esquema representando metodologia descrita no item 2.4; 1% parte- cromatografia de
camada delgada; 2° parte- acdo enzimatica e separagdo posicional das cadeias fosfolipidicas; 3°

parte- cromatografia gasosa
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3. Resultados

1. Qualidade da agua

Foi realizada uma analise completa da qualidade da 4gua dos tanques em que 0s
animais eram mantidos até o momento do transporte dos mesmos até o biotério, que
detectou: alcalinidade total- 10 mg/L; matéria orgénica- 13,1%; dureza total- 7,5 mg/L;
fosfato total- 0,58 mg/L; nitrogénio total- 0,5 mg/L.

Durante o experimento foram aferidos diariamente os valores de pH, oxigénio
dissolvido e aménia total da agua dos aquarios e os resultados sdo apresentados na
tabela 1. Durante o experimento foi possivel verificar grande diferenca nos valores de
oxigénio dissolvido, que se manteve mais alto em temperaturas mais baixas apesar da
tentativa de manutencdo de parametros estaveis com o uso de aeradores. O valores de
pH mantiveram-se entre 7,19 e 7,8, enquanto que os valores de amdnia mostraram-se
muito instaveis nos dias experimentais nos dois tratamentos, com maiores valores

encontrados para 0s grupos mantidos nas temperaturas mais altas (30 e 24°C).

Tabela 1. Qualidade da dgua dos aquérios durante o tratamento agudo, oxigénio dissolvido
(mg/L), pH e amdnia (mg/L) (M + EPM)

Oxigénio dissolvido (mg/L) Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05
30°C 526+037 525+0,28 568+052 563+041 5,45+0,16
24°C 6,74+066 6,26+0,24 6,46+096 6,51+0,74 _
17°C 7,38+0,30 6,26+0,25 7,54+045 _ _
12°C 8,77+035 884+006 . .

pH Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05
30°C 7,70+009 762+035 755+028 751+0,09 7,49+0,07
24°C 788+0,07 7,30+0,04 7,45+0,02 7,92+0,08 _
17°C 781+002 7,19+0,03 7,33+0,09 _ _
12°C 783+003 7,34+041 L L

Aménia (mg/L) Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05
30°C 0,075+0,043 0,510,231 0,063%0,053 0,050 0,043  0,200£0,00
24°C

0,167 #0,058 0,300%0,087 0,300 0,087 0,1000,000 L
0,08340,029 0,117+0,076 0,067 +0,029 — —
12°C 0,025+0,00  0,025+0,00 _ _ _

17°C
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2. Dados biométricos e Indice hepatossomatico

Foram realizadas biometrias diarias durante o experimento no momento da
coleta de tecidos dos animais, e 0s resultados sdo apresentados na tabela 2. A anélise
estatistica da massa corpdrea e comprimento total revelaram a inexisténcia de diferenca
significativa entre as 3 replicatas de cada grupo experimental e também entre os grupos
experimentais nos parametros analisados. A taxa de sobrevivéncia foi de 100% para
todos 0s grupos.

Porém quando analisados os dados do indice hepatossomatico, que expressa a
porcentagem que o tecido hepatico representa em relacdo a massa corpérea do animal,
foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
experimentais e dentro dos proprios grupos nos diferentes dias de tratamento. A andlise
dos dados mostrou para os animais do grupo mantido a 30°C houve um aumento dos
valores no 2°dia de experimento, que foi maior estatisticamente quando comparado com
os dias 1 (p=0,002), 3 (p=0,009), 4 (p=0,002) e 5 (p=0,01). Na comparacao entre as
temperaturas testadas é possivel salientar um aumento dos valores com a diminuicéo da
temperatura experimental, sendo este aumento corroborado pela diferenca estatistica
significativa com os menores valores para 0s grupos 30 e 24°C na comparagdo com 17 e
12°C no 1° dia de experimento (Figura 6) (p<0,05 para todas as comparacdes). No 2°
dia de experimento foi possivel observar os menores valores apresentados no grupo
mantido a 24°C na comparacgdo com 30, 17 e 12°C (p<0,05 para todas as comparagdes)
(Tabela 2).
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Tabela 2. Pardmetros biométricos e indice hepatossomatico de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo - (IHS)* (M + EPM)

30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
Massa Total
(9) 29,85+2,08 27,99+1,63 28,18+1,98 30,20+2,30 28,45+1,98 32,75+1,91 32,75+1,44 30,96+1,36 27,68+157 27,42+1,98 26,50+1,61 29,00+2,02 30,13+0,93 28,73+2,02

CT (cm) 14,58+0,30 14,17+0,33 15,58+0,39 14,75+0,43 14,75+043 15,42+0,39 15,58+0,25 15,47+0,23 15,00+0,20 16,67+0,36 15,00£0,32 16,25+0,47 15,42+0,16 15,00+0,42

IHS (%)  0,57+0,03" 0,72+0,05" 056+0,04° 061+0,02° 0,630,03° 054+002° 055:0,04" 065:002  0,68002 0,700,03" 0,78+0,05" 067+0,03 0,70:0,05" 0,74 40,03"

*(IHS) — [IHS = (massa do figado/massa total)x100] *letras representam diferencas entre os dias de experimento e “simbolos representam diferencas entre os tratamentos no
mesmo dia
Tratamento Agudo- IHS

%k

k%K

NaE b
0 I

. [

0.5 -

04 -

IHS (%)

0 - T T T T T

30°C- 30°C- 30°C- 30°C- 30°C- 24°C- 24°C- 24°C- 24°C- 17°C- 17°C- 17°C- 12°C- 12°C-
dial dia2 dia3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dial dia2 dia3 dial dia2

Fig. 6. Indice hepatossomatico (IHS) de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo
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3. Acidos graxos

A andlise do perfil de acidos graxos (do inglés, fatty acids, FA) das classes de
acidos graxos polares (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) e das cadeias sn-1 e sn-2
de cada uma das classes dos tecidos permitiu avaliar a porcentagem e,
consequentemente, 0s principais grupamentos, como os acidos graxos saturados (SAT),
monoinsaturados (MUFA- monounsaturated fatty acid), polinsaturados (PUFA
polyunsaturated fatty acid) e, como subdivisdo desta classe, os PUFAs da séries 6mega
3 (n3) e dbmega 6 (n6), e ainda, dentro de cada grupamento de PUFA, a deteccdo de
acidos graxos com cadeias curtas C18 e cadeias longas C20-C22, como mostram as

tabelas 3 a 11 e anexos 1 a 8.

- Tecido Hepatico

Fracdo Fosfatidilcolina

Na analise da somatoria dos acidos graxos saturados foi possivel verificar uma
tendéncia de aumento dos valores nas temperaturas intermediarias até o Gltimo dia de
tratamento, com diferencas estatisticas significativas detectadas para o grupo 24°C
quando comparado o 4° dia experimental com os primeiros 3 dias (p<0,05) e para o
grupo 17°C entre 0 1° e 3° dias (p=0,02) (Figura 7). Na comparacao entre temperaturas
foi possivel constatar que o grupo 12°C apresentou no primeiro dia experimental a
maior porcentagem de acidos graxos saturados encontrada, com diferencas
significativas em relacdo ao grupo 17 e 24°C (p<0,05). A alta porcentagem de acidos
graxos saturados no 4° dia experimental do grupo mantido a 24°C apresentou diferenca
em relagdo ao grupo mantido a 30°C (p =0,04), estes resultados do grupo 24°C em
relacdo aos demais e na comparacdo entre os dias experimentais parecem ser resultado
da estabilidade nos trés primeiros dias de experimento aumento brusco de acido
palmitico (C16:0) no ultimo dia experimental. (Tabela 3 e Anexo 1).

Para os acidos graxos polinsaturados neste tecido foi possivel observar para os
grupos mantidos nas temperaturas intermediarias uma queda na porcentagem no Gltimo
dia experimental para, com diferenca estatistica significativa nas seguintes

comparacgOes: entre 0 4° dia experimental e os demais dias de experimento para 24°C
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(p<0,05), com correspondéncia direta para n3 e n6 (Figura 8) e entre 0 1° e 3° dia de
experimento para 17°C (p=0,02), com correspondéncia direta com émega 3 de cadeia
longa (C20-22 n3 (Figura 9)). Na comparagdo entre as temperaturas no mesmo dia
experimental observam-se os maiores valores amostrados para o grupo 24°C no 1° dia
de experimento em relacdo aos grupos 30°C (p=0,04) e 12°C (p=0,02), com o
grupamento n3 corroborando com as diferengas encontradas para o grupo 12°C, no 3°
dia também nota-se os maiores valores para 24°C na comparagdo com 17°C (p=0,02),
enquanto que no 4° dia de experimento, corroborando a queda significativa para 24°C

0s maiores valores foram amostrados para 30°C (p<0,05).

Fosfatidilcolina Hepatica
60.00

50.00 /\/\/\
40.00 \’\/\-
30.00 e SAT
= MUFA
PUFA

10.00

%

0.00

30°C-30°C-30°C-30°C-30°C-24°C-24°C-24°C-24°C-17°C-17°C-17°C-12°C-12°C-
dial dia2 dia3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dial dia2 dia3 dial dia2

Fig. 7. Flutuacdo das principais classes de &cidos graxos da fracdo fosfatidilcolina hepatica de
Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo
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Fosfatidilcolina Hepatica (PUFA n3 e n6)
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30°C- 30°C- 30°C- 30°C- 30°C- 24°C- 24°C- 24°C- 24°C- 17°C- 17°C- 17°C- 12°C- 12°C-

dial dia2 dia3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dial dia2 dia3 dial dia2
Fig. 8. Acidos graxos 6mega 3 (barras inferiores) e 6mega 6 (barras superiores) na fragio

fosfatidilcolina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o
tratamento agudo

Fosfatidilcolina Hepatica (C20-22 n3)
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30°C- 30°C- 30°C- 30°C- 30°C- 24°C- 24°C- 24°C- 24°C- 17°C- 17°C- 17°C- 12°C- 12°C
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%

Fig. 9. Somatdria dos &acidos graxos da classe dmega 3 com 20 ou 22 carbonos da fracdo

fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o
tratamento agudo
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Tabela 3. Perfil de acidos graxos (%) da fragdo fosfatidilcolina do tecido hepético de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M +

EPM)
Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
SAT 46,35+1,30  43,92+1,58  44,78+2,34 41,08+0,71"  43,7241,39  40,04+2,33"  42,18+1,67°  40,04+1,60°"  49,43+4,07°"  41,05+2,89"  43,14+095  48,56%1,73"  49,84+322" 47,965,46
MUFA 19,25+¢0,70  20,61+1,85  20,94+1,49 21,5520,90  19,84+1,12  18,03+1,09 22,3242,20 20,52+1,63 24,402,777 21,83+1,05 21344127 24224269  20,72#163  20,61+4,12
PUFA 33,68+0,85" 34,27+#2,81  34,03#£3,83  37,11x154" 36,02+2,30 41,68+2,93""  3501%2,17°  38,28+2,34""  2548%3,38"  36,22+#2,30°  35,03+1,26  26,83£1,01™  29,12+4,89" 30,53+4,20
PUFA n3 18,04+1,43  18,11+1,70 18,60+3,01™  20,49+1,02” 18,95+1,76 23,47+2,24°"  20,7243,12°  19,66+1,32°"  12,22+#1,96  18,60+1,28*  17,99+1,08  11,65+1,23"  14,53+3,47" 14,05+2,63
PUFA n6 1527+1,11  16,01£2,19  15,34%0,83 16,51£1,02  17,01£0,66  18,10£121°  14,14+1,66 18,37+1,48°  12,98+2,04*  17,48#120  16,89+0,42  1501#0,56  14,47x1,46 16,17£1,70
C18n3 0,45+0,12  0,47+0,08 0,38+0,07 0,43+0,06 0,35+0,04 0,49+0,04 0,47+0,03 0,50+0,08 0,66+0,19 0,47+0,10 0,38+0,04 0,35+0,10 0,36+0,11  0,48+0,06
C20-22n3 17,59+1,33  17,64£1,69 18,2242,95™  20,05+1,01" 18,61+1,75 22,98+2,23""  20,25+,3,11°  19,15#127""  11,56+1,92*"  18,13x1,22*°  17,61x1,09  11,30+1,25""  14,1843,36" 13,57+2,67
C18n6 6,89£0,44  6,09+0,22 6,01+0,21 6,85+0,45 5,99£0,32 6,59+0,66 6,81+0,76 7,37£0,47 6,12+1,34 6,86+0,76 6,64+0,36 8,27£0,75 5684043  6,75%1,76
C20-22n6 6,97+0,99  8,52+2,24 7,7620,64 7,88+0,53 9,42+¢0,38  9,71%0,94° 5,57+0,65° 9,21+1,07*" 5,66+1,15 8,83+1,19 856+0,44°  4,90+0,56™ 7,30£1,10  7,98+2,19

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Anélise Posicional
o(sn-1)

Na comparacgdo dos &cidos graxos saturados foi possivel verificar uma tendéncia
de aumento dos valores com o passar dos dias para 0s grupos mantidos nas temperaturas
extremas, para 30°C se evidencia os maiores valores para 0 5° dia de experimento,
chegando a representar 60% dos valores encontrados, com diferencas em relagcdo ao 1°
(p=0,02) e 2° dias (p=0,001); com o menor valor encontrado no 1° dia de experimento,
em relagdo ao 2°, 3°, 4° e 5° dias experimentais (p<0,05) (Tabela 4). Para o grupo
mantido a 12°C existe um aumento brusco dos valores de SAT do 1° para o 2° dia de
experimento (p<0,001). Na comparacdo entre os grupos testados no mesmo dia
experimental € possivel ressaltar os maiores valores encontrados no grupo 17°C em
relagdo aos demais (p<0,05), grupo este que manteve os maiores valores de SAT
durante o experimento (Figura 10). Para o 2° dia de experimento encontrou-se diferenca
estatistica significativa entre os grupos 12 e 30°C, com maiores valores encontrados
para o grupo 12°C (p=0,02). Para MUFA parece haver uma compensacao dos resultados
observados para SAT, com menores valores encontrados para o0 5° dia experimental em
30°C em relacdo ao 1° e 2° dias de experimento. O 1° dia experimental no grupo 30°C
apresentou a maior porcentagem de SAT, com diferenca estatistica significativa em
relacdo ao grupo mantido a 24°C (p=0,02), mesmo padrdo observado no 2° dia de
experimento, com diferenca significativa na comparacdo entre 30 e 12°C (p=0,02)
(Tabela 4 e Figura 10).

Apesar de o0s &cidos graxos monoinsaturados compensarem as diferencas
encontradas para SAT, os PUFA parecem estar diretamente relacionados com as
mesmas diferencas. Foi possivel verificar um padrdo de diminuicdo de PUFA para os
grupos 30, 24 e 12°C, com diferencas significativas em todos os grupos entre 0 1 e 2°
dias de experimento (p<0,05 para todas as comparacdes), 0 grupo 17°C por sua vez, se
manteve estavel, o que proporcionou diferenca estatistica em relagdo aos outros grupos
experimentais, com menores valores encontrados no 1° dia de tratamento, sendo a
classe 6mega 3 responsavel pelas diferencas, o 2° dia experimentou mostrou 0s maiores
valores de PUFA para o grupo 30°C na comparagdo com 12°C (p=0,02). Para os demais
dias experimentais vale ressaltar diferencas estatisticas entre o 1° dia experimental de
30°C e os demais dias, com deplecdo progressiva dos valores. Nos animais do grupo
mantido a 24°C foi possivel verificar um padrdo interessante de queda dos valores de

PUFA no 2° dia experimental e volta aos valores iniciais no 4° dia de experimento,
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sendo esta queda provocada por PUFA, n3, principalmente os acidos graxos com 20 e
22 carbonos (Figura 11). Para o grupo mantido a 17°C pode-se verificar uma maior
constancia dos valores no decorrer do experimento, porém houve um aumento
expressivo dos PUFA n6 de cadeia longa no 3° dia de experimento, com diferenca

encontrada na comparacdo com o 2° dia (p=0,02).

Fosfatidilcolina Hepatica- snl
70.00 +

60.00 -
50.00 -

40.00 -
==SAT

30.00 { ——MUFA

20.00 - PUFA

10.00 -

0.00

30°C-30°C-30°C-30°C-30°C-24°C-24°C-24°C-24°C-17°C-17°C-17°C-12°C-12°C-
dial dia2 dia3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dial dia2 dia3 dial dia2

Fig. 10. Flutuacdo das principais classes de &cidos graxos da posicdo sn-1 da fracéo
fosfatidilcolina hepéatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o

tratamento agudo
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Fosfatidilcolina Hepatica- snl (C20-22 n3)
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dial dia2 dia3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dial dia2 dia3 dial dia2

Fig. 11. Somatdria dos acidos graxos da classe 6mega 3 com 20 ou 22 carbonos da posicao sn-1
da fracdo fosfatidilcolina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)
durante o tratamento agudo

o (sn-2)

Para SAT os valores se mantiveram estaveis com aumento significativo somente
para 0s grupos 24 e 12°C; para 24°C com diferenca significativa entre o 2 e 4° dia de
experimento (p<0,05) e para 12°C entre o 1° e 2° dia de experimento (p=0,001), sendo
que neste caso os valores de SAT curiosamente atingiram 50% do valor total, sendo
este resultado compensado pela diminuigdo de MUFA para o grupo 12°C (Figura 12).
Para PUFA, apesar de ndo existir diferenca significativa parece haver a tendéncia de
aumento dos valores para o grupo mantido a 30°C, com resultados concomitantes com o
aumento progressivo de PUFA da classe 6mega 6. Para 0 grupo mantido na menor
temperatura nota-se um aumento significativo dos valores de PUFA n3, com ligacédo
direta com os valores de PUFA de cadeia longa, enquanto que para o grupo 17°C houve
uma brusca diminuicdo dos valores de PUFA n3 no 3°. dia experimental, em
comparacdo com os dias 1 e 2, 0 que parece ter sido prontamente compensado pela
substituicdo destes por C20-22n6 (Figura 13 e Tabela 5).



60.00

50.00 -

40.00 -

%

20.00 -

10.00 -

0.00

30.00 -

43

Fosfatidilcolina Hepatica- sn2
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dial dia2 dia3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dial dia2 dia3 dial dia2

Fig. 12. Flutuacdo das principais classes de &cidos graxos da posicdo sn-2 da fracéo

fosfatidilcolina hepéatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o

tratamento agudo
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Fig. 13. Acidos graxos 6mega 3 (barras inferiores) e 6mega 6 (barras superiores) da posicao sn-

2 da fracdo fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)

durante o tratamento agudo
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Tabela 4. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M + EPM)

Acidos Graxos 30°C-dial 30°C- dia 2 30°C-dia 3 30°C- dia 4 30°C- dia 5
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 41,20+0,67%" 48,33+1,96 47,27+0,70° 45,26+3,31 48,03+2,53% 43,58+3,15 55,59+5,61% 46,58+6,69 60,77+0,07° 48,06+1,08
MUFA 28,01+2,58"" 27,23+2,08 30,36+3,60" 32,78+4,12 29,84+2,31 29,79+0,28 25,69+10,30 20,85+1,68 20,54+1,86° 19,73+3,97
PUFA 30,79+2,80*" 23,50+4,34 22,38+3,61° 21,96+1,05 22,13+1,90° 26,63+3,14 18,73+4,68° 32,57+6,96 17,89+1,32° 32,22+2,89
PUFA n3 13,78+1,64" 9,22+2,38 5,38+0,71° 7,11+1,14 7,45+2,76° 9,84+1,84 8,70+2,19 10,72+2,20 5,88+0,79 14,81+0,68
PUFA n6 16,37+4,17 14,28+2,30 17,0043,62 14,85+2,07 14,68+1,47 16,80+1,32 10,02+2,49 21,85+4,81 12,01+0,54 17,41+2,21
C18n3 3,34+1,39 2,09+0,94 nd nd 1,69+1,47 nd nd nd nd nd
C20-22n3 10,44+0,50° 7,13+2,14 5,38+0,71° 7,11+1,14 5,75+1,31 9,84+1,84 8,70+2,19 10,72+2,20 5,88+0,79 14,81+0,68
C18n6 6,03+1,44 6,69+1,08 7,25+0,55 8,67+0,91 7,2240,74 8,42+0,17 9,53+2,78 9,37+1,38 6,42+0,91 9,58+1,62
C20-22n6 10,34+3,44 7,59+1,22 9,74+4,16 6,18+1,49 7,46+1,82 8,38+1,48 0,49+0,28 12,48+3,49 5,60+0,37 7,82+0,59
24°C-dia 1 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 49,1242 41" 43,79+3,16 54,19+7,03 39,65+1,15° 49,11+4,41 48,58+4,23 50,39+2,88 52,26+1,28°
MUFA 20,71+1,81°" 25,86+2,17 31,90+6,46 36,62+5,79 29,1445,75 26,29+3,98 22,28+2,68 24,39+3,16
PUFA 30,17+3,47"" 29,66+1,42 13,91+0,58° 23,6345,83 21,75+1,70 23,04+1,46 26,88+0,79° 22,38+4,46
PUFA n3 11,20+1,26" 10,18+1,11 3,38+1,48° 11,29+3,86 3,21+0,32° 6,75+0,67 7,79+1,45 7,63+2,36
PUFA n6 18,98+4,54 19,48+2,44 10,52+1,37 12,35+2,02 18,54+2,02 16,28+2,14 18,75+1,32 14,75+2,53
C18n3 3174275 nd nd nd nd nd nd nd
C20-22n3 8,03+1,77° 10,18+1,11 3,38+1,48° 11,29+3,86 3,21+0,32° 6,75+0,67 7,79+1,45 7,63+2,36
C18n6 10,23+1,59 10,19+0,27 6,23+0,50° 6,70+0,12 9,94+1,20 11,91+2,76 6,30+1,10 10,47+2,34
C20-22n6 8,75%3,15 9,30+2,18 4,29+1,87 5,65+1,96 8,59+2,93 4,37+0,63 12,45+1,16 4,28+1,02
17°C-dia 1 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 56,44+1,29™ 42,05+5,25 56,57+5,92 45,71+4,94 52,91+5,81 48,19+2,66 42,27+1,41% 43,85+4,22° 59,06+4,42"" 52,46+3,00
MUFA 24,51+0,66 24,38+3,29 28,90+4,90 28,06+7,38 22,30+1,43 27,88+3,11 25,76+2,18 31,2740,44° 20,81+4,10" 19,50+3,43"
PUFA 17,27+0,34 33,56+2,52 14,53+1,02 26,23+2,43 24,79+4,38 23,93+0,45 31,97+0,77% 23,48+5,47 19,79+0,64° 28,04+3,45
PUFA n3 4,31+0,75" 14,88+2,13" 4,030,08 10,76+0,78" 3,56+0,45 4,70+1,37° 12,94+2 465" 6,54+0,87° 3,85+1,45° 11,16+1,59"
PUFA n6 12,60+0,88 18,68+4,12 10,50+0,94 15,47+1,66 21,23+4,82 19,23+1,82 19,03+3,23 16,94+4,59 15,95+1,20 16,88+1,87
C18n3 nd nd nd nd nd nd 2,86+1,65 1,31+0,76 nd nd
C20-22n3 4,31+0,75 14,88+2,13" 4,03+0,08 10,76+0,78 3,56+0,45 4,70+1,37° 10,07+0,81° 5,23+1,63° 3,85+1,45° 11,16+1,59"
C18n6 7,57+0,69 13,34+3,32 7,62+0,35 6,55+0,05 10,19+1,00 9,57+1,41 9,33+0,86 7,46+1,89 6,38+0,32 10,93+2,83
C20-22n6 5,04+0,21 5,35+0,87° 2,88+0,58" 8,92+1,60 11,03+3,82° 9,66+0,41° 9,70+2,37 9,47+2,70 9,56+1,23 5,95+2,57

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Fracdo Fosfatidiletanolamina

Em todas as analises realizadas para esta fracdo fosfolipidica foram encontradas
as maiores variacdes individuais e valores altos de erro padréo, o que ndo permitiu que a
maioria dos valores passasse pelo teste de normalidade, impedindo assim que diferencas
fossem detectadas pelos testes estatisticos. Para os &cidos graxos saturados foi possivel
observar flutuacdes dos valores entre os dias e entre 0s grupos experimentais (Figura
14), com diferencas verificadas no grupo mantido a 17°C entre os dias 1 e 2 (p=0,01),
que apresentou uma reducéo brusca das porcentagens no 2° dia experimental, diferencas
resultantes dos &cidos graxos C18:0 e C20:0 (Tabela 5 e anexo 3). Para o grupamento
dos 4&cidos graxos monoinsaturados foi verificada uma tendéncia de aumento das
porcentagens em todos os grupos ao final do experimento, 0 que provocou uma
diferenca significativa no 2° dia experimental do grupo 12°C, com os maiores valores
dentre os demais grupos analisados (p<0,001), sendo que as diferengas encontradas
estavam sempre ligadas ao 4cido graxo C18:1 (Tabela 5 e Figura 14).

Para os acidos graxos polinsaturados foi possivel detectar um padrdo curioso de
aumento de valores no penultimo dia experimental e posterior queda das porcentagens
no ultimo dia para os animais mantidos a 30, 24 e 17°C, sendo este padrdo facilmente
observado no gréafico de flutuacdo das porcentagens (Figura 14), e sempre acompanhado
pelo aumento dos &cidos graxos monoinsaturados no dltimo dia experimental. Com o
exposto anteriormente encontrou-se diferencas estatisticas significativas nos valores de
PUFA entre os dias 4 e 5 para 30°C (p<0,05), entre os dias 3 e 4 para 24°C (p<0,05) e
para os dias 1 e 2 com o 3° dia experimental para o grupo 17°C, com maiores valores
observados no segundo dia (p<0,05). Estes resultados foram consequéncia direta das
flutuacbes dos 4&cidos graxos n3 de cadeia longa, principalmente o 4&cido
docosaexaenoico (C22:6n3) (Figura 15). Para os &cidos graxos polinsaturados 6mega 6
foi possivel verificar os menores valores para o 1° dia experimental do grupo mantido a
17°C, com diferenga estatistica significativa em comparacdo com 0s animais mantidos
em temperaturas mais altas (30 e 24°C, p<0,001 para ambos), corroborando com um

aumento dos valores no 2° dia experimental para este grupo (Tabela 5 e Anexo 3).
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Fig. 14. Flutuacdo das principais classes de &cidos graxos da fragdo fosfatidiletanolamina

hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo
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Fig. 15. Somatoria dos &cidos graxos da classe 6mega 3 com 20 ou 22 carbonos da fracdo
fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o

tratamento agudo
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Tabela 5. Perfil de &cidos graxos (%) da fracdo fosfatidiletanolamina do tecido hepéatico de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo

(M £ EPM)
Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
SAT 43,3749,14  44,47+323  47,3243,17  4323+0,61  43/41#6,83  44,19+3,22  51,404543 4375x177  44,33#6,23 54,41+4,97°  41,433,59° 47,338,81 49,3545,65  44,3915,28
MUFA 13,1741,75 135240,39"  14,92+#181  11,2240,72  18,5622,92  1394#159 13,524#2,17* 12,23+0,26  23,76+7,24 15,0742,90 13,8440,72" 23,55+4,95 18,95+3,42  25,397,19™
PUFA 38,59+8,72  40,84+356  37,39+4,81  4533+0,53" 3561+3,79°  39,39+3,86  34,19+547 43,50%1,94°  30,974595° 28,66 £3,67°  42,49+3,61*  28,50+4,01° 30,85%3,87 29,19+6,56
PUFAN3  185243,31  21,10+2,48  19,70#3,19  2567#0,56° 16,61+2,19°  18,8742,37  19,01+4,14 2258+0,77  12,89+4,36 17,87+4,15 21,382,81 12,56+2,98 14,79+2,45 12,39+4,54
PUFAN6  19,46532" 19,44+148  17,48+2,13  19,62+0,10  18,62+1,69  19,81+2,06” 14,83+150 20,76+1,99  17,99+2,02 10,55+1,32*"  20,77+0,85" 15,47+2,95 15,83+1,96 16,49+2,35
C18n3 0,42+0,08  0,60+0,09 0,36+0,09 0,60+0,02 0,66+0,24 1,62+1,01 0,46+0,06  0,90%0,12 0,510,16 0,36+0,09 0,91+0,31 0,630,14 0,60+0,14 0,41£0,13
C20-22n3  18,10£3,27  20,50£2,43  19,34+3,11  25,07+0,58" 1595+2,20°  17,25+1,95  18,56x4,10 21,68+0,87°  12,38+4,30" 17,50+4,09 20,47£3,11*  11,93+2,94 14,20+2,37 11,99+4,62
C18n6 8,79+251  7,41+1,05 6,59+0,97 7,55£0,33 8,35£1,43 5,62+1,14 596+0,49  9,230,76 8,24£1,73 4,3240,71 7,22+0,69 9,10£2,48 7,89£1,44 7,47£1,83
C20-22n6 9,23+2,93  10,2040,33 9,07+1,44 9,88+0,39 9,06+0,53 12,9842,92  7,43+0,79  9,34+1,06 8,51+2,29 5,72+0,93 11,08+0,40 5,66+1,55 6,86+0,76 8,02+2,12

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Anélise Posicional
o(sn--1)

Os 4&cidos graxos saturados apresentaram uma tendéncia de diminuicdo dos
valores com o0 passar dos dias de experimentos para 0s grupos 24°C (diferenca
estatistica entre 0 1° e 4° dia de experimento p<0,05) e 17°C (diferenca estatistica entre
0 2° e 3° dia de experimento p< 0,05), para o grupo mantido a 30°C ocorre uma
diminuicdo dos valores no 2° dia de experimento (diferenca estatistica entre o 1° e 2°
dia p=0,02) e um restabelecimento dos valores n 4° dia experimental (diferenca
detectada na comparacdo entre 0 2° e 4° dias p<0,05), para o grupo mantido a 12°C o
oposto foi observado, com valores aumentados no 2° dia experimental em relacédo ao 1°
dia (p=0,001) (Tabela 6). Na comparacdo entre 0S grupos experimentais notou-se
diferenga entre os animais mantidos nas maiores temperaturas testadas no 4° dia
experimental, com maiores valores encontrados para o grupo 30°C (p=0,001), enquanto
gue na comparacdo entre os grupos 17 e 30° verificou-se valor estatisticamente
aumentado para o grupo 17°C no 2° dia de experimento (p<0,05).

Na anélise dos acidos graxos monoinsaturados foi possivel verificar um aumento
de valores, fato que parece ter sido compensado pela diminuicdo dos valores de SAT
(Figura 16 e Tabela 6), no grupo 24°C no 3° dia, sendo esta alta porcentagem mantida
no 4° dia de experimento, ambos os dias apresentaram diferenca estatistica na
comparacdo com o 2° dia experimental. O mesmo aumento das porcentagens foi
observado para o grupo 17°C no 3° dia de experimento, com diferenca estatistica na
comparacdo com o 1° (p=0,02) e 2° dias (p<0,05). Na comparacdo entre as temperaturas
testadas € possivel verificar os maiores valores para o grupo 12°C no 1° dia
experimental em na comparagdo com as outras temperaturas testadas (p<0,05) e no 2°
dia de experimento 0s menores valores encontrados foram observados no grupo 24°
com diferenca estatistica em relacdo aos grupos 17°C (p=0,03) e 12°C (p=0,02).

Para PUFA ndo foram evidenciadas diferencas estatisticamente significativas
entre os tratamentos, porém pode-se observar uma tendéncia de queda dos valores no 3°
dia experimental para o grupo 24°C. A classe dmega 3 por sua vez mostrou uma brusca
diminuicdo dos valores entre os dias 2 e 4 para o grupo 30°C, enquanto que para a
classe n6 apresentou uma queda significativa dos valores no grupo 17°C, com

diminuig&o nos valores entre 0 1° e 3° dia de experimento (p=0,02).
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Fig. 16. Flutuacdo das principais classes de é&cidos graxos da posicdo sn-1 da fracdo
fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o
tratamento agudo

e (sn-2)

Para SAT foi possivel observar para os grupos mantidos em temperaturas mais
altas uma tendéncia de queda dos valores com o passar dos dias experimentais,
culminando com diferenca estatistica significativa para o 5° dia experimental do grupo
30°C em relacdo aos 3 primeiros dias (p<0,05) e também diferencas entre o 1° e 4° dia
experimental para o grupo 24°C. Para 12°C o comportamento oposto foi observado,
com aumento de valores do 1° em relagdo ao 2° dia de experimento (p=0,02). Na
comparacao entre os diferentes tratamentos é possivel evidenciar para o 1° dia valores
estaticamente maiores no grupo 30°C em comparag¢do com as temperaturas mais baixas
(p<0,05), o0 que mostra a tendéncia de diminui¢do deste grupamento com a diminuigo
da temperatura, mesmo comportamento observado na comparacdo do 2° dia
experimental entre o grupo 30 e 17°C (p<0,001).

Os &cidos graxos monoinsaturados mostraram relacdo inversa ao observado para
SAT (Figura 17 e Tabela 6), ressaltando um aumento dos valores para o grupo 30°C
entre 0 1° e 5° dia de experimento (p<0,05) e em 24°C aumento dos valores no 4° dia de

experimento em relacdo aos demais, sem diferenca estatistica significativa. Para 12°C,
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diferente do descrito para 0s grupos mantidos nas maiores temperaturas houve uma
diminuicdo de valores entre 0 1° e 2° dia de experimento (p=0,04).

Para PUFA a Unica diferenca observada foi a diminuicdo dos valores de PUFA n3,
ligados intimamente com os acidos graxos de cadeia longa entre 0 2° e 4° dias

experimentais no grupo mantido a 24°C (Tabela 6 e Anexo 4).

Fosfatidiletanolamina Hepatica - sn2
70.00 ~

60.00 -

50.00 -

%

40.00 -
e SAT

30.00 - A /\ = MUFA

10.00 -

0.00 T T T T T T T T r r r r r )
30°C-30°C-30°C-30°C-30°C- 24°C-24°C- 24°C-24°C-17°C-17°C-17°C- 12°C- 12°C-
dial dia2 dia3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dial dia2 dia3 dial dia?2

Fig. 17. Flutuacdo das principais classes de &cidos graxos da posi¢cdo sn-2 da fracdo
fosfatidiletanolamina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o

tratamento agudo
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Tabela 6. Acidos graxos (%) das posi¢des 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidiletanolamina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M + EPM)

Acidos Graxos 30°C-dial 30°C-dia 2 30°C-dia3 30°C- dia 4 30°C-dia 5
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 62,28+3,14°% 62,40+3,58"" 55,83+3,06™ 62,60+3,13"" 63,70+5,48 54,88+2,29° 62,37+3,33" 53,93+2 .48 60,26+3,56 43,96+4,05°
MUFA 14,24+4,92" 13,59+4,85° 19,98+3,87 16,60+5,16 17,46+3,86 18,93+2,44 15,34+1,31 19,16+0,95 20,20+6,53 23,16+1,43"
PUFA 21,97+1,26 23,23+3,59 24,12+4,12 20,80+2,91 18,85+2,22 26,19+3,44 22,29+3,93 26,91+1,85 19,54+3,76 32,87+4,58
PUFA n3 3,80+1,65 7,75+1,78 8,10+2,50° 7,73+2,79 5,39+1,93 11,72+2,43 3,61+0,93° 9,82+1,62 5,43+2,79 16,42+2, 64
PUFA n6 18,17+2,43 15,47+2,25 16,02+2,59 13,07+1,20 13,46+0,57 14,47+2 55 18,69+3,03 17,09+1,04 14,11+2,90 16,45+2,19
C20-22n3 3,80+1,65 7,75+1,78 8,10+2,50 7,73+2,79 5,39+1,93 11,72+2,43 3,61+0,93 9,82+1,62 5,43+2,79 16,42+2,64
C18n6 9,82+1,66 6,73+1,57 8,71+2,45 8,47+1,58 6,75+1,05 8,35+1,61 11,10+1,17 7,67+0,44 9,12+1,53 6,26+1,61
C20-22n6 8,35+1,06 8,74+2,34 7,3240,73 4,60+1,98 6,71+1,10 6,12+2,67 7,59+2,19 9,42+1,22 4,99+1,93 10,19+1,53
24°C-dia 1 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 60,57+0,96° 55,12+4,29" 60,07+2,28 52,65+2,84 60,92+8,26 61,57+0,44° 50,39+2,88* 39,98+11,35°
MUFA 14,97+3,37" 18,89+3,78 11,36%1,53* 15,97+3,16 23,27+4,05° 15,64+2 48 22,28+2,68" 34,44+10,75
PUFA 23,61+2,70 25,99+0,71 28,42+3,91 31,38+2,62 15,44+4.48 22,79+2,74 26,88+0,79 25,57+2,14
PUFA n3 6,66+1,43 10,07+2,01 7,68+0,83 13,64+2,10° 4,87+0,48 7,14+1,72 7,79+1,45 5,55+1,32°
PUFA né 16,95+3,38 15,9242,34 20,7443,10 17,74+1,00 10,57+4,93 15,64+2,78 18,75+1,32 20,02+3,38
C20-22n3 6,66+1,43 10,07+2,01 7,68+0,83 13,64+2,10° 4,87+0,48 7,14%1,72 7,79%1,45 5,55+1,32°
C18n6 12,01+3,08 8,70+0,76 12,05+1,75 8,51+0,10 5,37+1,67 7,30£0,34 6,30+1,10 11,58+2,11
C20-22n6 4944114 7,2242,77 8,70+2,19 9,23+0,91 5,19+3,27 8,34+2,46 12,45+1,16 8,44+1,38
17°C-dia 1 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 60,31+1,56 54,09+0,79" 63,39+6,58*" 46,9645,58" 55,89+2,33" 56,11+1,99 56,87+1,66° 42,99+5,06* 62,33+2,39" 56,16+4,92"
MUFA 12,14+4,66= 16,97+3,09 19,52+3,36%" 21,74+4,84 26,93+1,88" 20,14+2,31 17,50+4,36™ 30,08+2,44° 18,26+3,86™ 22,94+0,11°
PUFA 26,47+4,31 28,94+2 32 17,09+5,25 31,30+5,93 17,19+0,85 23,75+1,40 24,71+6,15 26,11+3,48 19,41+1,47 20,90+4,80
PUFA n3 8,53+2,51 9,13+2,90 5,00+0,84 13,33+4,30 6,73+0,57 8,02+1,48 4,86%0,92 6,99+1,86 5,09+0,75 7,96+3,28
PUFA n6é 17,94+1,80°% 19,81+1,96 12,09+4,90 17,97+1,66 10,46+0,88" 15,73+1,54 19,85+5,91 19,12+2 48 14,32+2,23 12,94+1 52
C20-22n3 8,53+2,51 9,13+2,90 5,00+0,84 13,33+4,30 6,73+0,57 8,02+1,48 4,86%0,92 6,99+1,86 5,09+0,75 7,96+3,28
C18n6 10,24+0,86" 8,28+0,97 4,05+1,41° 7,61%0,52 7,8620,24 9,04+1,10 6,68+1,29 9,18+1,68 7,48+1,59 8,14+0,08
C20-22n6 7,69+1,99 11,5442,65 8,04+3,71 10,36+2,00 2,59+0,99 6,69+0,44 13,18+4,73 9,94+1,90 6,84+0,63 4,80+1,44

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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- Tecido Encefalico

Fracgdo Fosfatidilcolina

Para o grupo mantido a 30°C foi possivel observar um aumento dos valores dos
acidos graxos saturados no 2° dia de experimento e volta aos valores iniciais ao final do
periodo apresentando diferenca estatistica entre 0 2° e 5° dias experimentais (p=0,03),
enquanto que na comparagdo dos grupos em um mesmo dia de tratamento se observou
0s maiores valores de SAT no grupo mantido a 12°C em relacdo ao grupo mantido a
24°C (p=0,02) no 1° dia e entre 0s grupos 24 e 30°C no 2° dia de experimento, com
valores maiores para os animais mantidos na maior temperatura testada. Para MUFA se
verificou queda pontual dos valores em 30, 24 e 17°C no 2° dia experimental para as
temperaturas intermediarias e no 3° dia para o grupo 30°C (p<0,05 para todas as
comparacg0es), fato que ndo foi corroborado pelo grupo 12°C, que ao contrério, teve
seus valores aumentados no 2° dia experimental (p=0,02), sendo este comportamento
responsavel por diferencas estatisticas significativas em comparagcdo com 0S grupos
mantidos a 24 e 17°C no mesmo dia experimental (p=0,001) (Figura 18).

Para os &cidos graxos polinsaturados nota-se que o grupo mantido a 30°C
apresentou um aumento em cerca de 10% de sua porcentagem entre os dias 2 e 3 de
manutencdo (p=0,02), valores que se mantiveram altos até o Gltimo dia de tratamento,
sendo que, como observado no grafico de flutuacdo dos valores (Figura 18), este
aumento de porcentagens foi proporcionalmente inverso a diminuicdo dos valores de
MUFA. Como ja detectado entre os dias experimentais para o grupo 30°C, o 2°dia de
manutencdo dos animais nesta temperatura também apresentou menores valores quando
comparado com 0s grupos 24° (p=0,09) e 17°C (p=0,013), sendo também maiores em
compara¢do com o grupo 12°C (p=0,010 para 24°C e p=0,03 para 17°C). Estas
diferencas foram todas corroboradas pelos acidos graxos polinsaturados na série n3,

principalmente representados pelo C22:5n3 (Tabela 7 e Anexo 5).
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Fosfatidilcolina Encefalica
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Dial Dia2 Dia3 Dia 4 Dia5 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dial Dia2 Dia3 Dial Dia2

Fig. 18. Flutuagdo das principais classes de acidos graxos da fracdo fosfatidilcolina encefélica

de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo
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Tabela 7.Perfil de &cidos graxos (%) da fracdo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M + EPM)

Acidos
Graxos

SAT

MUFA

PUFA

PUFA n3

PUFA n6

C18n3

C20-22n3

C18n6

C20-22n6

30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C

Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
45,89+0,74  48,56+1,87"°  46,04+1,00  44,09+374  4442+130° 41,70+3,88"  30,28+385" 43414261  43,34+109 4545+1,10  44,70+156  40,83+3,95  4953+3,89”  46,19+2,31
34,25+0,63  3520+0,68"  2507+4,54"  28,96+4,08  31,92+0,77  31,41+348°  26,19+4,67" 27,442455" 30,19+0,67 31,14+1,41* 24,40£3,26"  3548%537"  24,26+4,12°  31,72+0,94""
19,20£0,79  15,52+1,84™  26,47£332° 2537#470  23,0242,07  26,19+6,88  34,27+7,88"  27,41#0,62 2561085 22,73+0,36  26,84+0,99"  2251#204  2541+0,78  20,83+2,32"
10,99£0,90  8,51+1,43*"  11,92+0,66° 13,06£395 12,84+1,13  1538#542  23,75%7,26" 1561151 1579+0,32  14,16%0,54  12,79+1,47"  12,55%2,02 14,51+1,27 12,03+1,59"
8,11+0,10 6,88+0,46 13,774¢3,24  11,46x239  9,88+1,15  10,64+1,50 9,39+1,51 11,40+¢1,84  9,66+0,63  8,36+0,20 12,83+1,65 9,61+0,82 10,41+1,53 8,56+0,78
0,14+0,03 0,23+0,12 0,90+0,36 0,35+0,06  0,18+0,02 0,330,10 0,37+0,17 0,32+0,16  0,12#0,01  0,1740,03 0,60+0,21 0,29+0,15 0,41+0,17 0,18+0,03
10,85£0,93  8,28+1,47*"  11,02+#0,88° 12,71#392  12,67+1,14  1505#537  23,39+7,14™  1529+1,66 1567+0,32 13,99+#052  12,19+1,65" = 12,25%2,16 14,10+1,43 11,85+1,59"
2,04£0,12 1,7340,25 4,00£0,96 3,3740,95  2,10x0,14 2,1540,29 3,05+1,27 3,35#1,30  2,12+0,11  1,98+0,09 4,27+1,08 3,15+1,05 2,31£0,76 2,35+0,18
6,07+0,13 5,14+0,40 9,77+2,31 8,09+1,99  7,78+1,19 8,48+1,64 6,34+0,47 8,05+0,55  7,54+056  6,38+0,21 8,56+0,76 6,46+0,83 8,10+0,86 6,21+0,73

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Analise Posicional
e (sn-1)

Analisando-se a posicdo sn-1 dos &cidos graxos da fracdo fosfatidilcolina do
grupo mantido a 30°C nota-se um aumento das porcentagens de acidos graxos
saturados, culminando nas maiores porcentagens encontradas no 5° dia de experimento,
porcentagens estas que representam mais de 80% em relagdo aos demais acidos graxos,
com diferencas estatisticamente significativas em relacdo a todos os outros dias de
manutencdo (p<0,001) (Tabela 8). Este aumento acentuado estd ligado diretamente as
altas porcentagens de C16:0 e C18:0. Para o grupamento dos acidos graxos
monoinsaturados foi possivel detectar que, como consequéncia do aumento progressivo
dos é&cidos graxos saturados detalhado anteriormente, os MUFA diminuiram
consideravelmente suas porcentagens culminando nos menores valores observados para
0 5° dia experimental no grupo mantido a 30 °C, com valores estatisticamente diferentes
em relacdo a todos os dias analisados (p<0,05), concomitantemente os 2 primeiros dias
experimentais apresentaram o0os maiores valores verificados, com diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aos dias 3 e 4 (p=0,02 e p=0,001). Os &cidos
graxos polinsaturados por sua vez tiveram comportamento similar ao observado para 0s
MUFA no grupo de animais mantido nas maiores temperaturas ambientais, diminui¢do
das porcentagens quando ocorreu 0 aumento dos acidos graxos saturados, apresentando
seus menores valores para o 2 e 5° dias experimentais com diferencas estatisticamente
significativos em relacdo aos outros dias (p<0,001) (Tabela 8 e Figura 19).

Na anélise do grupo de animais mantidos a 24°C para 0s acidos graxos saturados
foi possivel detectar altos valores iniciais, um padrdo de diminui¢do das porcentagens
no 2 e 3° dias experimentais e um restabelecimento dos valores no 4° dia , com
diferencas estatisticas obtidas nos dias 1 e 4 em relacao aos dias 2 e 3 (p<0,05) (Tabela
8). Como consequéncia destes altos valores para 0 1° e 4° dias experimentais as mesmas
diferencas encontradas para os &cidos graxos saturados se apresentaram de forma
diretamente inversa para MUFA, com maiores valores encontrados nos dias 2 e 3 a
24°C (p<0,05). Para os PUFA foi possivel verificar altos valores no 3° dia de
experimento, sendo estes valores correspondentes principalmente a série émega 6 de
cadeia curta (C18:2n6 e C18:3n6) (Tabela 8).

Para o grupo mantido a 17°C notou-se na andalise dos acidos graxos saturados um

aumento progressivo dos valores com o passar dos dias, culminando em porcentagens
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estatisticamente maiores para os dias 2 e 3 em relacdo ao 1° dia experimental (p=0,009
e p=0,003 respectivamente). Estas diferengas foram detectadas de forma inversamente
proporcional para os acidos graxos monoinsaturados, com 0s menores valores sendo
apresentados no ultimo dia experimental. Para PUFA os valores mantiveram-se como
nas outras temperaturas testadas, porém houve no 2° dia experimental uma queda brusca
do 4acido graxo C18:2n6 (de 16,8% para 3,64%), valores que mantiveram-se
extremamente baixos no 3° dia de experimento, culminando em diminuicdo de 91% dos
valores com o decorrer do experimento, com diferencas estatisticas detectadas em
relacdo ao primeiro e ultimo dia experimentais (p<0,001) (Tabela 8 e Figura 19).

Para os animais mantidos a 12°C por sua vez os valores dos acidos graxos
saturados mantiveram-se estaveis. As principais mudangas, com vistas a reestruturacao
das membranas, foram detectadas com um aumento de acidos graxos polinsaturados,
representado pelo aumento de todos os &cidos graxos n6é em relagdo o 1° dia de
experimento (p=0,009), e queda de &cidos graxos monoinsaturados. Porém, neste grupo,
ocorreu também uma grande variacdo de valores entre 0s animais, 0 que impediu a
eficacia dos testes estatisticos empregados.

Considerando-se a analise do mesmo dia experimental em diferentes
temperaturas, SAT mostrou o grupo 24°C como detentor das maiores porcentagens no
1° dia experimental na comparacdo com 17°C (p=0,03) e 30°C (p=0,02), enquanto que
no 2° dia de experimento os grupos 30 e 17°C apresentaram as maiores porcentagens na
comparagdo com 24°C (p<0,05), mesma diferenca detectada na comparacéo entre 17 e
24°C no 3° dia de experimento, com maiores valores para o 1° grupo (p=0,02).

MUFA por sua vez mostra que o grupo mantido a 24°C diferente do padrédo de
diminuicdo das porcentagens com o passar dos dias de experimento houve um aumento
das porcentagens no 2° e 3° dias, com a posterior queda dos valores no 4° dia de
manutencdo, o que resultou em valores estatisticamente maiores para este periodo em
relacdo aos animais mantidos a 30 e 17°C, e para o 2°dia em relacdo ao grupo 12°C
(p<0,001). Como é possivel notar no Anexo 6 todos as diferencas encontradas para 0s
MUFAS neste tratamento sdo corroboradas pela diminuicdo de C18:0 e incorporagédo de
C18:1 na posigéo correspondente do fosfolipideo.

Na anélise de PUFA nota-se que novamente o grupo 24°C diverge dos demais
grupos analisados, com baixos valores no 1° dia experimental em relacdo aos grupos 30
e 17°C (p=0,008 e p=0,03, respectivamente).
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Fig. 19. Flutuacdo das principais classes de é&cidos graxos da posicdo sn-1 da fracdo
fosfatidilcolina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o
tratamento agudo

e (sn-2)

Para o grupo mantido a 30°C foi possivel observar uma diminui¢do progressiva
dos acidos graxos saturados com decorrente aumento dos 4acidos graxos
monoinsaturados no mesmo periodo, com diferenca estatistica significativa nos dois
Gltimos dias de experimento em relacdo aos demais (p<0,05), enquanto que as
porcentagens de &cidos graxos polinsaturados mantiveram-se altas durante todo o
periodo experimental, porém houve uma queda das porcentagens no 4° dia experimental
em relagdo aos demais (p<0,001), valores que foram restabelecidos no Gltimo dia de
coleta (Tabela 8 e Anexo 6).

O grupo 24°C apresentou valores relativamente estaveis para os trés principais
grupamentos de &cidos graxos (SAT, MUFA e PUFA- Figura 20) durante os trés
primeiros dias de experimento, porém no 4° dia houve queda dos valores de acidos
graxos saturados e consequente aumento dos é&cidos graxos polinsaturados,
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principalmente representado pelo C18:2n6, sendo que este dia em especial apresentou
diferencas estatistica com o0s menores valores de saturados e maiores valores de
polinsaturados em comparagdo com o restante do periodo (p<0,05).

Analisando-se o grupo mantido a 17°C foi possivel detectar também uma
diminuicdo dos acidos graxos saturados, porém com decorrente aumento dos MUFA, e
ndo em PUFA, com o decorrer do experimento, e novamente o &cido oléico (C18:1), em
detrimento a diminuicéo de C18:0, foi 0 responsavel pelo aumento nas porcentagens de
MUFA.

No grupo mantido na menor temperatura testada houve do 1° para o 2° dia de
experimento uma diminuicdo brusca dos acidos graxos monoinsaturados compensado
pelo aumento de PUFA, representado principalmente pelo C18:2n6, com diferenca
estatistica significativa para os dois grupamentos entre os dias analisados (p=0,008 para
MUFA e p<0,001 para PUFA, Tabela 8).

Apesar de ndo existir diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais €
possivel detectar uma tendéncia de diminuicdo de valores de SAT com o decorrer do
experimento para todos os grupos testados, porém o modo de compensacdo desta
diminuicdo é caracteristico de cada temperatura testada, como exemplo a comparacéo
do grupamento MUFA entre os grupos 30°C e os mantidos em menores temperaturas
mostram que até o 3° dia de experimento os valores mantiveram-se altos para estes
(p<0,001), quando houve um aumento e manuten¢do de maiores porcentagens para 0
grupo 30°C. Curiosamente para os acidos graxos polinsaturados o oposto é verdadeiro,
as porcentagens se mantém altas no grupo mantido a 30°C até o 3° dia com diferencas
estatistica em comparacdo com 0s animais mantidos em temperaturas intermediarias

(p<0,001) e em comparacao com o grupo 12°C no 1° dia de manutenc¢éo (Figura 20).
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Fig. 20. Somatoria dos &cidos graxos das classes SAT, MUFA e PUFA da posi¢do sn-2 da
fracdo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante

o tratamento agudo
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Tabela 8. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo

(M = EPM)

Acidos Graxos

SAT

MUFA

PUFA
PUFA n3
PUFA n6
C20-22n3

C18n6
C20-22n6

SAT

MUFA

PUFA
PUFA n3
PUFA n6
C20-22n3

C18n6
C20-22n6

SAT

MUFA

PUFA
PUFA n3
PUFA n6
C20-22n3

C18n6
C20-22n6

30°C-dial 30°C- dia 2 30°C-dia 3 30°C- dia 4 30°C- dia 5
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
45,85+10,6" 40,75+3,45°% 71,82+0,69" 33,58+6,24° 68,24+8,60° 41,82+2,38% 68,79+2,58° 24,98+3,31° 86,04+0,25° 18,09+1,20°
24,29+3,98° 11,43+1,76% 16,08+1,67" 10,90+1,38" 12,34+0,34"" 18,09+2,92% 11,14+0,33° 48,45+2 94° 7,569+1,03° 40,45+7,72°
29,87+6,63"" 47,82+5,20" 12,10+0,98° 55,09+6,61°" 19,42+8,27° 40,09+5,12"" 20,94+2,41° 26,57+0,51° 6,38+1,28° 41,47+8,92°
10,71+1,36 13,75+1,34 4,30+0,82 17,28+1,99 45242 44 12,46+2,95 3,98+2,30 13,44+0,98 1,35+0,16 23,59+4,66
19,15+5,27 25,56+3,92 7,80+0,16 27,2545,47 14,9045,82 21,01+2,79 13,68+0,98 10,04+0,58 5,03+1,44 16,99+4,07
10,71+1,36 13,75+1,34 4,30+0,82 17,28+1,99 45242 44 12,46+2,95 3,98+2,30 13,44+0,98 1,35+0,16 23,59+4,66
17,85+4,51 9,91+1,60 7,80+0,16 16,884+5,08 14,1345,55 14,56+0,90 5,66+1,23 3,71+,0,25 1,86+0,09 7,96+2,64
1,30+0,75 15,65+2,84 nd 10,37+2,35 0,77+0,27 6,45+1,90 6,62+1,40 6,33+0,50 1,65+0,47 9,04+1,44
24°C-dia 1 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
70,63+7,65%" 39,14+3,65°% 51,03+1,09" 34,34+0,58° 50,40+2,15" 31,89+6,27° 78,86+2,51° 20,61+1,96"
17,39+3,61°" 32,00+7,02™ 35,33+0,44 39,54+3,34™ 28,56+1,82°" 40,50+7,28™ 10,57+1,68° 41,54+1,34
11,95+4,11 28,85+4,61" 13,64+0,65°% 26,12+2,76% 19,61+4,76" 27,61+1,26* 10,58+2,23° 37,84+2,88"
2,10+0,75 10,29+2,19 2,70+0,13 8,93+0,01 2,16+0,38 12,96+1,31 4,24+0,89 13,16+1,13
7,67+2,98° 14,58+3,42, 10,94+0,53? 8,61+1,28° 17,45+4,41° 10,05+0,63° 6,33+1,02° 22,44+3,76%
2,10+0,75 10,29+2,19 2,70+0,13 8,93+0,01 2,16+0,38 12,96+1,31 4244117 13,16+1,13
5,75+2,59 9,40+3,47 9,00+1,65 4,59+0,53 15,76+4,61 4,56+0,70 3,11+0,41 17,04+2,12
1,55+0,28 5,18+0,09 1,94+1,12 4,02+1,81 1,54+0,11 5,49+0,50 3,00+0,32 5,40+1,71
17°C-dia 1 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
54,92+10,78% 38,86+0,98° 80,98+3,74> 22,80+0,45 82,16+1,02"" 20,61+0,86° 62,07+14,66 44,87+13,73 69,98+1,22 35,85+10,23
19,82+2,13? 28,32+7,19"" 11,94+1,35" 50,61+1,10°" 8,39+0,48" 51,50+0,71%" 25,41+9,13 34,10+13,19°" 12,90+0,88" 20,9645,87""
24,68+8,56" 32,8248,17" 7,08+2,39° 26,59+1,55" 9,29+1,54° 27,90+1,30" 12,52+5 53 21,03+0,53* 17,11+2,10° 43,19+8,53"
2,96+0,47 12,01+0,63 0,54+0,31 16,79+1,51 3,03+0,97 13,70+1,21 5,76+2,70 10,28+1,16 4,81+2,34 19,97+7,11
21,72+9,03 14,1745,72 4,04+1,26° 8,90+0,04 6,26+1,22° 11,72+0,27 6,76+2,83° 9,31+0,01 12,31+0,25" 19,93+2,85
2,96+0,47 12,01+0,63 0,54+0,31 16,79+1,51 3,03+0,97 13,70+1,21 5,76+2,70 10,28+1,16 4814234 19,97+7,11
20,19+8,15% 5,41+1,20 3,64+1,29° 3,47+0,15 1,80+0,22° 5,70+0,30 2,65+1,26 3,85+0,06 8,45+0,04° 11,86+3,40
1,53+0,88 8,76+4,52 0,40+0,04 5,43+0,19 4,06+0,84 6,02+0,09 4,11+1,56 5,46+0,07 3,85+0,21 8,07+0,64

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Fracdo Fosfatidiletanolamina

A anélise de SAT mostrou um mesmo padrdo em 30, 24 e 17°C, um aumento de valores
durante o periodo experimental e queda dos mesmos no Gltimo dia de tratamento, com
diferencas detectadas para 30°C entre 0 4° dia experimental em comparacdo com o 2° e 5°
dias (p<0,05), para 24°C na comparacao entre o 3° dia de experimento e os dias 1 e 4 (p=0,02
para 1° dia e p=0,01 para o0 4° dia) e para 17°C na comparagéo entre o 2° e 3° dias (p<0,001).
Na comparacgdo entre as temperaturas no mesmo dia experimental observaram-se 0s maiores
valores amostrados no 2° dia experimental para o grupo 17°C na comparacdo com 30°C
(p<0,05).

Para PUFA houve uma tendéncia representativa para os trés grupos experimentais
mantidos nas maiores temperaturas, um aumento das porcentagens no penultimo dia
experimental e uma posterior diminui¢do no ultimo dia, sendo estes resultados diretamente
relacionados com um aumento dos PUFA da classe 6mega 3 de 20 e 22 carbonos no dltimo
dia experimental (p<0,05 para todas as comparac@es) (Tabela 9 e Figura 22), estes resultados
demonstram a intima relacdo, no caso desta classe entre as flutuacdes de PUFA e SAT,
(Figura 21), em que a diminuigdo brusca da primeira representa um aumento dos valores do

segundo grupamento (Tabela 9 e Anexo 7).

Fosfatidiletanolamina Encefalica
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Fig. 21. Flutuagdo das principais classes de &cidos graxos da fracdo fosfatidiletanolamina encefélica de

Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo
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Fosfatidiletanolamina Enceféalica (C20-22 n3)
40.00 ~
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Fig. 22. Somatodria dos &cidos graxos da classe dmega 3 com 20 ou 22 carbonos da fracdo
fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o

tratamento agudo
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Tabela 9. Perfil de acidos graxos (%) da fracéo fosfatidiletanolamina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M +

EPM)
Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
SAT 31,88+0,57 25,86+3,03" 35,01+3,78 37,304592°  31,26+0,90°  27,79+5,37° 35,92+4,13 41,714525°  33,11+1,02° 36,47+3,58 43,94+3.86°"  34,34+2,26° 36,94+3,33 34,87+2,33
MUFA 22,64+1,67 26,02+3,74 26,42+2,81 24,52+2,74 21,24+0,63 21,68+4,06 23,24+2,62 20,98+2,98 19,09+1,24 19,46+0,98 23,08+4,52 16,74+2,44 18,94+5,53 20,57+2,16
PUFA 44,63+1,99 46,89+2,74 38,24+6,46  37,37+8,77°  46,72+0,47°  39,98+4,64 39,8446,63  36,37+4,65°  46,85+1,03°  43,03359 31,75+6,37*  48,30+0,57°  43,13+4,41 42,93+3,66
PUFA n3 29,83+2,20 30,75+2,25 26,6650  22,61+6,80°  31,80£0,92"  24,38+3,22 26,50+4,38  23,60+4,13°  32,26%0,95"  28,68+2,94 20,3624,55*  33,684£0,98°  29,04+4,00 27,72+2,77
PUFA n6 14,20+0,53 15,67+0,76 10,98+1,80 14,26+2,29 14,57+0,58 14,95+2,12 12,88+1,79 11,91+0,82 14,02+0,40 13,56+0,80 11,09+1,80 13,99+0,60 13,65+0,64 14,51+1,19
C18n3 0,70+0,24 1,00+0,37 0,27+0,07 0,46+0,15 0,41+0,11 0,55+0,15 0,57+0,15 0,47+0,15 0,61+0,06 0,97+0,29 0,34+0,08 0,47+0,13 0,84+0,31 0,70+0,15
C20-22n3 29,13+2,37 29,75%2,07 26,39+5,04 22,1546,70*°  31,39+0,95 23,82+3,18 25,93+4,71 23,13+4,11*  31,64+0,98" 27,71+3,18 20,02+4,48% 33,21+1,01° 28,19+4,29 27,02+2,90
C18n6 1,84+0,20 1,92+0,29 1,71+0,17 2,86+1,20 1,74+0,12 1,68+0,18 1,86+0,12 2,60+0,85 1,81+0,11 2,26+0,29 1,95+0,36 1,67+0,29 2,25+0,95 2,03+0,18
C20-22n6 12,36+0,40 13,75+0,87 9,28+1,92 11,41+1,42 12,82+0,56 13,27+2,05 11,02+1,85 9,31+1,36 12,21+0,44 11,31+1,01 9,14+1,99 12,32+0,51 11,40+1,42 12,47+1,09

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Anélise Posicional
e (sn-1)

Na analise dos &cidos graxos saturados foi possivel verificar a diminuicdo dos valores
em 30°C, com diferenca estatistica significativa entre 0 2 e 5° dia de experimento (p=0,01), o
mesmo sendo observado para 0 grupo mantido a 17°C, que apresentou os menores valores no
3° dia de experimento em relacdo aos demais dias (p<0,05). J& nos animais mantidos a 24°C
houve uma diminuicdo dos valores entre 0 1° e 2° dia de experimento e a recuperacdo dos
valores iniciais no 4° dia experimental (p=0,02). Na comparacdo entre 0S grupos
experimentais no 2° dia observou-se 0s maiores valores para o grupo mantido a 30°C na
comparacdo com 24 e 12°C (p<0,05) (Tabela 10 e Anexo 8).

Para PUFA, diferente do encontrado para SAT houve um aumento dos valores para 0s
grupos mantidos nas maiores temperaturas, com diferencas significativas entre os dias 2 e 5
para 0 grupo mantido a 30°C (p<0,05) e entre os dias 1 e 2 (p=0,03) e 1 e 3 (p<0,05) para o
grupo mantido a 24°C (Figura 24). Os baixos valores para este grupamento no 1° dia do
grupo 24°C culminaram em diferengas estatisticamente significativas na comparagéo deste dia
experimental com os grupos mantidos a 17°C (p<0,05) e 12°C (p=0,04). O mesmo pode ser
observado na comparacgdo do 2° dia experimental entre 0 grupo mantido na maior temperatura
e 0s grupos 24 e 12 °C (Tabela 10).

Fosfatidiletanolamina Encefalica- snl
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30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dial Dia2 Dia3 Dial Dia2

Fig. 24. Flutuacdo das principais classes de &acidos graxos da posicdo sn-1 da fragdo
fosfatidiletanolamina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o

tratamento agudo
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e (sn-2)

As analises para esta posi¢cdo mostraram valores de erro padrdo extremamente altos,
evidenciando a alta variabilidade, o que impediu muitas vezes a deteccdo de diferencas
estatisticas.

Para SAT nota-se para o grupo dos animais mantidos a 30°C a maior porcentagem
amostrada no 5° dia de experimento, com diferenca estatistica significativa em comparagéo
com 0 1° e 3° dias de experimento (p<0,05 para as duas comparagdes), 0 grupo mantido a
24°C por sua vez mostrou uma brusca diminuicdo dos valores no 4° dia experimental,
evidenciando diferenca estatistica na comparacdo com os trés dias antecedente (p<0,001).Na
comparacdo entre os tratamentos pode-se verificar diferencas significativas no 4° dia
experimental entre os grupos 30 e 24°C (p<0,001), com valores extremamente menores 0
segundo grupo.

Os acidos graxos monoinsaturados mostraram uma brusca deplecao de valores no 5° dia
experimental em comparacdo com o 3° dia no grupo mantido a 30°C (p=0,02), enquanto que
para 0 grupo mantido a 24°C parece ter havido uma diminuicdo dos valores durante o
experimento, com queda no 2° e 3° dia e aumento dos valores no Ultimo dia de tratamento
(p<0,05), comportamento contrario ao ocorrido para 17°C, que teve seus valores aumentados
no 2° dia e novamente diminuidos ao final do experimento (p<0,05). Estas flutuacGes
diferenciais entre os grupos culminaram em muitas diferengas entre os tratamentos nos
diferentes dias experimentais, para o dia 1 observa-se 0s menores valores para o0 grupo 30°C
na comparacdo com os trés outros tratamentos (p<0,001). No 2° dia é possivel observar os
maiores valores no grupo mantido a 17°C na comparagdo com 30°C (p=0,02) e 24°C
(p=0,001), enquanto que no 4° dia de experimento nota-se 0os maiores valores no grupo 24°C
em relagéo a 30°C (p=0,02) (Figura 25).

Na analise dos &cidos graxos polinsaturados para 0s animais mantidos a 24°C verificou-
se, assim como para SAT e MUFA uma mudanca brusca nos padrdes dos dias anteriores no
4° dia experimental, que neste caso teve seus valores dobrados entre o 3° e 4° dia de
experimento (p<0,005, que neste caso apresentou as duas classes, 6mega 3 € 6 como
responsaveis por esta mudanca brusca). No grupo mantido nas menores temperaturas foi
possivel verificar um aumento significativos de PUFA entre 0 1° e 2° dia de experimentos,
sendo a classe n6, mais especificamente o acido graxo C18:2n6 o responsavel por este

aumento (p<0,001 para PUFA, n6 e C18n6). Novamente muitas diferengas foram apontadas
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na comparagdo entre 0s grupos experimentais, valendo ser ressaltado as diferengas
significativas entre o 4° dia experimental de 24 e 30°C para PUFANG (p<0,001) (Tabela 10 e
Anexo 8).

Fosfatidiletanolamina Encefalica- sn2
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Fig. 25. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da posicdo sn-2 da fragdo

fosfatidiletanolamina enceféalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o

tratamento agudo
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Tabela 10. Acidos graxos (%) das posi¢des 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidiletanolamina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento
agudo (M + EPM)

Acidos Graxos 30°C-dial 30°C-dia 2 30°C-dia3 30°C-dia 4 30°C-dia5
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 69,76+5,73 56,84+7,62" 77,67+0,88%" 56,66+10,64 67,8745,31 39,81+10,05° 73,35+3,17 63,40+10,62 63,75+1,18" 73,51+4,20%"
MUFA 13,69+2,21 15,45+1,95" 10,47+0,14 14,04+2,38" 15,04+1,37 17,73+1,65° 11,30+1,01 12,37+1,57" 13,11+0,97 9,11+0,17%
PUFA 16,40+3,74 27,71+5,71 11,86+0,75* 29,31+8,54 17,10+4,79 42,46%9,23 15,35+2,26 24,22+9,05 23,14+1,59° 17,38+4,33
PUFA n3 6,47+1,06 15,50+4,89 5,26+0,08 16,1845,57 8,26+2,65 15,41+3,54 6,20+0,49 13,9746,89 6,53+0,77 7,45+3,20
PUFA n6 7,63+1,57 10,44+2,08 4,90+0,57 9,01+1,73 6,66+1,52 15,35+2,88 8,82+1,89 8,47+1,96" 13,19+2,64 7,34%0,99
C20-22n3 6,47+1,06 15,50+4,89 5,26+0,08 16,18+5,57 8,26+2,65 15,41+3,54 6,20+0,49 13,97+6,89 6,53+0,77 7,45%3,20
C18n6 3,93+1,26 6,33+1,62 3,43+0,28 5,54+1,72 4,74+1,33 8,44+2 54 6,18+2,10 2,59+0,54 6,91+0,95 3,81+0,37
C20-22n6 3,70+0,90 4,11+0,52 1,47+0,29 3,47+0,12 1,92+0,19 6,91+1,05 2,64+0,88 5,88+2,50 6,29+2,02 3,53+0,76
24°C-dia 1 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 74,21+0,67° 42,04+1,65° 56,57+1,95"" 41,37+2,87° 66,65+3,48 65,10+8,87° 70,65+3,18° 16,09+3,92°
MUFA 14,12+1,17 27,46+0,45™ 14,67+0,10 13,74+2,30° 10,49+1,03 13,01+1,66° 11,00+0,56 27,65+2,41"
PUFA 11,67+1,49" 30,49+2,09 28,76+1,95" 44,8945,17 22,86+3,62" 21,89+7,40° 18,35+3,52 56,25+2,19°
PUFA n3 4174121 12,86+1,88 11,11+1,84 9,49+0,71 10,31+1,81 10,7245 47° 7,40+1,03 32,36+12,04°
PUFA né 6,35+1,11 15,6443,10 16,72+0,49 25,02+7,54 11,40+1,88 9,18+2,30° 9,84+2,60 22,77+10,87°"
C20-22n3 4,17+1,21 12,86+1,88 11,11+1,84 9,49+0,71 10,31+1,81 10,72+5,47 7,40+1,03 32,36+12,04
C18n6 4,50+0,76 11,1143,52 12,24+0,96 18,39+8,96 7,51+1,33 3,53+0,84 6,01+1,54 15,43+11,07
C20-22n6 1,85+0,41 4,53+0,42 4,48+0,47 6,62+1,42 3,90+1,00 5,65+2,18 3,83+1,14 7,34+0,61
17°C-dia 1 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 67,94+0,80°% 41,84+6,47 61,40+2,66° 31,23+2,95 48,22+1387° 42,41+11,46 61,23%3,47 38,04+10,05 58,41+7,87" 27,60+2,83
MUFA 14,29+0,78 26,60+5,455" 16,72+0,95 42,19+4,13"" 21,18+6,37 26,88+11,40° 14,89+2,00 28,1746,72" 15,28+1,18 29,82+8,36
PUFA 17,78+0,03" 31,57+2,64 21,89+2,55 26,58+1,19 30,60+8,11 30,71+4,37 23,88+1,54™ 33,62+3,23 26,3046,71" 42,57+5,92
PUFA n3 6,17+0,24 14,45+0,86 8,98+0,46 12,04+0,70 7,45+2,16 7,16+2,86 9,29+0,52 20,6245,29 9,54+2,83 19,27+10,60
PUFA n6é 8,97+0,68 12,93+0,82 10,52+0,88 11,61+0,16 21,94+7,24 13,85+2,46 12,88+1,47 11,36+1,60° 14,19+3,45 20,18+4,58°
C20-22n3 6,17+0,24 14,45+0,86 8,98+0,46 12,04+0,70 7,45+2,16 7,16+2,86 9,29+0,52 20,62+5,29 9,54+2,83 19,27+10,60
C18n6 5,06+0,32 5,23+0,54 6,55+0,25 8,89+0,38 14,00+5,54 7,47+2,03 8,21+1,94 5,10+0,36% 9,05+3,10 13,87+4,23"
C20-22n6 3,91+0,36 7,70+1,32 3,97+1,13 2,7240,22 7,94+2,27 6,38+3,36 4,67+1,06 6,26+1,32 5,14+0,72 6,30+1,36

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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4. Discussao

A analise posicional dos acidos graxos dos fosfolipideos FC e FE em um periodo
agudo de exposicdo de S. parahybae em diferentes temperaturas evidenciou um
processo rapido de remodelacdo das membranas hepaticas e encefélicas que variou de
acordo com a temperatura testada.

A inexisténcia de diferencas nos pardmetros biométricos aferidos nos dois
tratamentos j& era esperado pelo curto periodo experimental, que consistiu em apenas 5
dias. Porém quando analisados os dados do indice hepatossomatico (IHS), foram
verificadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos experimentais e
dentro dos préprios grupos nos diferentes dias.

A comparacdo dos dados mostrou que 0s animais mantidos nas menores
temperaturas apresentaram valores de IHS mais altos quando comparados com oS
animais mantidos a 30 e 24°C, fato que pode ser explicado pela “memoria prévia” dos
animais deste grupo experimental, que passaram por todas as temperaturas testadas e,
consequentemente, reagiram a estas mudancas com um aumento de massa de seu tecido
hepéatico. Johnston e Eales, (1995) obtiveram maiores valores de IHS em carpas
mantidas a 4°C na comparacdo com animais mantidos a 13 e 18°C, evidenciando maior
deposicdo de substratos energéticos neste grupo experimental.

Trabalhos realizados com outras espécies de Siluriformes mostram que estas
espécies apresentam uma maior concentracdo de lipideo por unidade de massa no figado
em relacdo ao musculo, o que indica o figado como o 6rgdo secundario de deposicdo de
lipideos neste grupo (o 6rgdo primario em vertebrados € o tecido adiposo) (Martino et
al.,2002 e Sheridan,1994).

No caso deste trabalho, algumas explicacdes podem elucidar os maiores valores
de IHS nos grupos mantidos nas menores temperaturas, dentre elas a necessidade de
ndo utilizar estes substratos energéticos para manutencdo de funcbes vitais e a
incapacidade metabolica de utiliza-los nestes extremos. Outra explicacdo para o
fendmeno de crescimento do figado, e consequente aumento dos valores de IHS decorre
do fato de que, assim como o tecido cardiaco, o figado e outros tecidos apresentam uma
tendéncia natural a hipertrofia quando ha queda de temperatura (Baldisserotto, 2002).

A remodelacgdo de lipideos das membranas celulares em resposta a mudancas na

temperatura pode ser considerada como principal resposta alostérica de ectotermos em
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nivel celular, e € descrita como a principal compensacdo em processos de aclimatacao
(Carey e Hazel, 1989). Os efeitos da temperatura no padrao de distribuicdo dos acidos
graxos e acdo de enzimas que participam da manutencdo da fluidez da membrana em
diferentes organismos tém sido reportados por varios autores, sendo que a primeira
pesquisa envolvendo peixes de clima tropical foi realizada na década de 70 em trabalho
realizado com animais do género Pimelodus (Torrengo e Brenner, 1976).

Em S. parahybae, o perfil de FA encontrado em ambos os grupos foi composto
predominantemente por altos valores de acido palmitico (C16:0), acido oléico (C18:1),
acido linoléico (C18:2n6), acido araquiddnico (AA-C20:4n6) e acido docosahexandico
(DHA- C22:6n3), corroborando os resultados obtidos por Logue et al., (2000). Apesar
de existirem 4&cidos graxos predominantes, as mudangas observadas durante o
tratamento realizado foram extremamente complexas. Isto pode ser explicado pela alta
complexidade dos fosfolipideos em si, que apresentam grandes varia¢bes nos tamanhos
de cadeia, quantidades e posi¢des das duplas ligacdes e distribuicdo dos &cidos graxos
nas cadeias laterais (Sttubbs e Smith, 1984, Trueman et al., 2000).

As taxas de resposta da composicdo de acidos graxos na membrana lipidica
observadas em muitos trabalhos sugerem que exista um periodo de aclimatacédo
variando de uma semana (ambientes mais quentes) a varias semanas (ambientes mais
frios), o que é requerido para mudangas fisicas na membrana plasmatica.

Porém ja foram descritos trabalhos que demonstram que estas mudancas podem
ocorrer em periodos muito curtos, como € o caso do trabalho de Carey e Hazel, (1989),
que observaram mudancas na composicdo de acidos graxos e até nas classes de
fosfolipideos (trocas de fosfatidilcolina por fosfatidiletanolamina, por exemplo) diarias
em 2 espécies Agosia chrysogaster e Nothropis lutrensis que sobrevivem em locais com
mudancas bruscas de temperatura durante o dia, o que foi corroborado para este trabalho
nos dois tecidos e fracGes analisadas em que foi possivel observar mudangas
significativas nos acidos graxos analisados em 24 horas de exposi¢cdo dos animais a
temperaturas mais baixas, mostrando que o Surubim do Paraiba pode ser considerado
um modelo capaz de apresentar respostas de aclimatacdo de maneira aguda.

Corroborando com o foi discutido acima alguns exemplos de magnitude de
mudanca e tempo de ocorréncia das mesmas podem ser levantados na analise dos

resultados obtidos:
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O padrdo de aumento de SAT e direta diminuicdo de PUFA (n3 de cadeia longa) em
todos os grupos evidenciada na posi¢do sn-1 na fracdo fosfatidilcolina hepética que
ocorreu para todas as temperaturas experimentais entre o0 1° e 2° dias de tratamento;

A diminuicdo dos valores de MUFA no 2° dia experimental para 24 e 17°C, 0 mesmo
sendo observado para o 3° dia de experimento no grupo 30°C, quedas que foram
prontamente compensadas pelo aumento de PUFA n3 de cadeia longa na fracdo
fosfatidilcolina encefélica.

A diminuicdo de PUFA, principalmente édmega 3 de cadeia longa no dltimo dia de
experimento para todas as analises realizadas na fracdo fosfatidiletanolamina hepatica e,
concomitante a este resultado;

O aumento significativa dos PUFA (principalmente 6mega 3 de cadeia longa) no
ultimo dia de experimento para os grupos 30, 24 e 17°C na fracdo fosfatidiletanolamina

encefalica.

Os dois ultimos topicos se mostram como extremamente interessantes no escopo
do tratamento agudo empregado neste trabalho, e levantam o questionamento a respeito
de como os tecidos “fazem uma previsdo” sobre qual € o penultimo e uGltimo de
experimento, e como esta fracdo fosfolipidica responde exatamente da mesma maneira
em dois tecidos tdo diferentes. Bouchard e Guderley, (2003) estudando curso temporal
de aclimatacdo a baixas temperaturas em carpas mostraram que ap0s 16-48 horas
ocorrem mudancas nos acidos graxos saturados e monoinsaturados, e as mudancgas em
acidos graxos polinsaturados s6 se iniciam ap6s 10 dias de aclimatacdo, mostrando
portanto que existe um curso temporal complexo no processo de alteracdo lipidica na
aclimatacdo.

Quando se analisa a exposicao aguda as baixas temperaturas é possivel observar
na maioria das vezes um aumento na porcentagem de acidos graxos insaturados nas
membranas celulares e reducdo na porcentagem de &cidos graxos saturados. Este
fendmeno é conhecido como aclimatagdo homeoviscosa (Buda et al., 1994; Lemieux et
al., 2008). Na analise realizada nas posi¢es sn-1 e sn-2 da fracdo fosfatidilcolina
hepéatica dos animais mantidos a 12°C foi possivel observar a classica resposta de
aclimatacdo homeoviscosa entre os PUFA Omega 3 de cadeia longa: a inversdo
diretamente proporcional de valores entre 0 1° e 2° dia de experimento, como se
observa na tabela 3 em que no 1° dia a posicdo sn-1 apresenta 10% desta classe e no 2°

dia ocorre uma brusca diminuicdo com valores atingindo 3,8% e para a posi¢do sn-2
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ocorre uma compensacao direta deste resultado com aumento de 5,2% para 11,1% do 1°
para o 2° dia.

Porém, para a posicdo sn-2 da fracdo fosfatidiletanolamina do mesmo tecido, o
padrdo anteriormente descrito ndo foi corroborado, sendo possivel verificar
curiosamente uma tendéncia de aumento das porcentagens de SAT do 1° para o0 2° dia
de experimento, o que pode ser explicado pelo consenso da literatura de que, de forma
geral, animais que vivem em temperaturas mais baixas apresentam uma maior
porcentagem de acidos graxos polinsaturados (PUFA) do que aqueles de clima tropical
(Hazel e Willians, 1990). Estas variacbes podem ser responsaveis pela alteracdo do
ponto de fusdo dos &cidos graxos esterificados nos fosfolipideos das membranas
bioldgicas, alterando assim a fluidez das mesmas (Hazel, 1989, Somero, 2003).

Na analise realizada no tecido encefalico foi possivel verificar um padrdo similar
ao apresentado no tecido hepatico, a substituicdo de MUFA por PUFA para 0s animais
submetidos a 12°C, porém neste caso houve a priorizagdo dos &cidos graxos
polinsaturados n6 de cadeia curta, principalmente C18:2n6 do 1° para o 2° dia
experimental, mostrando que apesar da falta de PUFA de cadeia longa neste tecido
houve uma maior incorporacdo de PUFA para este grupo, sendo este padrdo observado
para a analise da fracdo fosfatidiletanolamina na posi¢do sn-2 e nas posic¢des sn-1 e sn-2
da fracdo fosfatidilcolina.

A andlise posicional dos acidos graxos nos fosfolipideos pode mostrar de que
forma a fluidez da membrana é modificada como forma de resposta a algum agente
estressor, ja que os fosfolipideos de membrana, como a fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina contém 2 posicGes ocupadas por &cidos graxos, sendo que a
posicdo 1 (sn- 1) é na maior parte das vezes preenchida por um acido graxo saturado ou
monoinsaturado, enquanto que a posi¢do 2 (sn-2) pode ser ocupada tanto por um PUFA
como por um &cido graxo monoinsaturado (geralmente o acido oléico- C18:1n9)
(Schreiner, 2003). Neste trabalho, diferente do esperado houve um predominio de
acidos graxos saturados na fracdo fosfatidilcolina do tecido hepético, principalmente
representada pelos &cidos graxos C16:0 e C18:0, tanto na fracdo total quanto nas duas
posi¢des analisadas, atingindo em alguns casos valores proximos a 60%, com MUFA e
PUFA, mais especificamente a classe dmega 3 de cadeia longa, se alternando como
compensadores das flutuacGes de SAT.

A fracdo fosfatidiletanolamina hepética por sua vez, assim como o observado

para fosfatidilcolina deteve altas porcentagens de &cidos graxos saturados na fracéo total
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e posicOes analisadas, mas, diferente do que seria esperado as posicdes sn-1 e sn-2
apresentaram valores superiores ao apresentado na fracéo total analisada, evidenciando
que outras fragdes, como a cardiolipina e inositol podem ser detentoras dos &cidos
graxos PUFA e MUFA em detrimento da etanolamina e colina. Porém para todas as
temperaturas houve uma tendéncia de diminuicdo deste grupamento (SAT) com o
passar do experimento, sendo compensado na maior parte do periodo pelo aumento de
MUFA, principalmente C18:1, em detrimento de C18:0, o que ressalta o papel da
enzima estearoil-CoA A9 dessaturase, que age acrescentando uma insaturagao entre os
carbonos 9 e 10 da cadeia de acidos graxos saturados, convertendo-os a acidos graxos
monoinsaturados, sendo esta a enzima chave de mudangas nas propriedades fisicas da
membrana e como resultado final aumentando a fluidez da mesma (Trueman et al.,
2000, Pereira et al., 2003, Polley et al., 2003).

Na fracdo fosfatidilcolina encefalica houve a prevaléncia dos acidos graxos SAT
em comparacdo com MUFA e PUFA tanto para o total quanto para a posi¢ao sn-1, para
sn- 2, e, diferente do observado para o figado existe uma tendéncia de manutencao de
altos valores de MUFA, o que pode evidenciar a composicao desta fracdo como sendo
prevalentemente composta por SAT na posicdo sn-1 e MUFA na posic¢do sn-2. Segundo
Farkas et al., (2000) a presenca de MUFA na posicdo sn- 2 dos fosfolipideos com a
diminuicdo da temperatura € apresentado no tecido encefalico de vérios invertebrados e
peixes, porém € pouco encontrado em mamiferos, sendo este comportamento explicado
pela rapida reestruturacdo das membranas em animais ectotérmicos, sendo este
comportamento atipico do ponto de vista de aclimatacdo homeoviscosa classica ser
explicado pelo baixo custo metabdlico que esta reestruturacdo apresenta na comparagdo
com a substituicdo por PUFA (Kraffe et al., 2006).

De uma forma geral, foi possivel observar que houve uma acédo integrada entre 0s
tecidos de forma a manter e priorizar a manutencdo da fluidez no tecido encefélico, o
exemplo classico deste comportamento é a diminuicdo de PUFA na fragédo
fosfatidiletanolamina hepatica em 24 e 17°C no penultimo dia de experimento e
aumento no ultimo dia experimental no tecido encefalico. Além disso, nos dois tecidos e
fracOes analisadas foi possivel detectar mudancas significativas nos acidos graxos em
24 horas de exposi¢do dos animais em temperaturas mais baixas, mostrando que o
Surubim do Paraiba pode ser considerado um modelo capaz de apresentar respostas de

aclimatacdo de maneira aguda.
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Anexo 1. Perfil de &cidos graxos (%) da fracéo fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M+ EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
C14:0 1,72+033 1,71+0,10 180+0,22 167+011 167+018 156+0,25 187+014 177+013 249+045 195+0,18 199+0,10 225+0,15 213+0,20 1,54+0,63
C16:0 23,48 +1,73 24,46 +158 24,24+204 2455+1,81 23,79+193 21,90+1,82 2546+2,14 22,56+1,80 28,02+3,23 24,36+2,20 24,92+1,22 24,52+1,67 25,98+2,86 19,96+1,12
C17:0 122+028 138+0,17 1,09+0,22 0,98+0,13  1,14+0,05 0,90+0,15 0,88+0,17  0,95+0,11  1,08+0,24  091+0,09  1,34+0,18  1,89+0,38  1,75+0,40  1,27+0,40
C18:0 16,01 +1,01 12,79+1,70 15,11+0,87 11,58+1,22 14,69+156 13,32+1,10 11,34+1,48 11,66+1,19 12,96x150 11,64+1,32 12,30+1,19 1553+154 16,95+0,97 21,79 £6,03
C21:0 121+046 058+0,13 054+0,12 0,40+0,09 046+0,09 045+0,08 082+0,38 046+0,12 0,75+0,27  0,41+0,10 0,55+0,10  0,99+0,19  0,67+0,20  0,65+0,12
C23:0 087+024 062+016 0,34+0,14 0,61+0,05 0,56+0,12  0,62+0,07 049+0,05 0,55+0,04 0,61+0,17  045+0,08  0,47+0,05 0,54+0,07 0,46+0,08  0,52+0,06
C16:1 281+039 271+0,32 3,11+0,24 3,21+0,09 2,83+0,26  2,92+0,30  351+0,22  3,26+0,30  4,13+0,49  3,82+0,29  3,52+0,15 3,73+0,40  3,19+0,36  2,73+1,06
C18:1c 11,24+0,57 12,70+0,99 12,37+#1,12 13,29+0,82 12,16+0,73 10,86+0,69 14,08+1,95 12,57+1,08 14,41+283 12,93+0,58 13,33+1,08 14,85+231 12,76+0,97 12,55 3,20
C18:1n11 2,28+0,22 2,49+0,13 3,06£0,12 2,93+0,16  2,62+0,17 2,43+0,19 2,65+0,28 2,59+0,20  3,36+0,51  3,02+0,19  2,50+0,12  2,50+0,32  2,25+0,30  2,35+0,47
C20:1n9 068+0,04 052+006 052+0,03 0,43+0,05 041+0,07 0,44+0,03 0,69+0,24  0,45+0,05 0,53+0,06  0,60+0,09  046+0,05 0,82+0,15 0,77+0,10  0,78+0,18
C24:1 111+058 106+048 0,72+0,16  0,64+0,07 0,78+0,13  0,67+0,02 052+0,11  0,57+0,10  0,41+0,09  055+0,06  0,50+0,08  1,04+0,33  0,80+0,15  0,68+0,29
C18:2n6c 6,24+0,39 544+014 557+0,18 6,34+045 547+0,33  6,04+0,61 6,14+0,67 6,65+0,38  562+1,32  6,29+0,80 584+0,38  7,56+0,78  511+0,42  594+181
C18:3n6 065+0,17 065+011 0,44+0,04 051+0,01 0,52+0,13  0,56+0,08 0,67+0,15 0,72+0,26  0,50+0,03  0,56+0,10  0,80+0,09  0,71+0,17  0,57+0,09  0,81+0,15
C18:3n3 045+0,12 047+008 0,38+0,07 0,43+0,06 0,35+0,04 0,49+0,04 047+0,03 0,50+0,08 0,66+0,19  047+0,10 0,38+0,04 0,35+0,10 0,36+0,11  0,48+0,06
C20:2n6  0,78+0,18 0,73+008 0,99+0,11  1,05+0,08 1,11+0,12  1,12+0,09 0,86+0,22  0,96+0,09  0,99+0,15  1,05+0,09  095+0,07  0,70+0,07 0,71+0,12  0,72+0,07
C20:3n6 141+0,14 139005 157+0,17 1,78+0,14 1,60+0,11 1,80+0,07 1,76+0,49 1,79+0,13 1,20+0,29 1,79+0,24 1,69+0,06 1,84+0,25 1,49+0,03 1,44+0,28
C20:4n6  2,07+0,29 292+015 4,96+0,66 4,19+0,76 503+0,83 6,46+1,01 1,80+0,49  4,52+0,59  2,46+0,94  4,24+0,72  4,47+1,02 1,78+0,15  4,63+0,89  3,67+1,31
C20:3n3  0,77+0,23 043+013 0,30+0,05 0,24+0,09 0,30+0,07  0,33+0,06 2,34+1,38  0,31+0,07 0,22+0,08  0,35+0,08  0,34+0,08  0,34+0,15  0,20+0,07  0,29+0,15
C20:5n3 234029 339+0,88 2,34%0,24 2,37+0,14 2,47+0,16 3,20+0,47 2,72+0,46 3,34+0,53 1,50+0,35 3,10+0,74 2,71+0,15 1,73+0,12 2,30+0,47 2,72+0,66
C22:2n6  0,75+0,57 1,88+125 0,32+0,22 053+0,22 0,87+0,47  0,23+0,09 0,88+0,22  1,16+0,39  0,53+0,20  1,24+091  088+0,41  0,67+0,37 0,36+0,16  1,24+0,33
C22:4n6 208+0,41 148019 1,34%0,14 1,70+0,08 1,76+0,18 1,74+0,14  1,49+0,11 1,60+0,19 1,06+0,22 1,41+0,05 1,56x0,10 1,39+0,25 1,23+0,19 1,50+0,25
C22:5n6  1,29+0,60 152+096 0,16+0,08 0,41+0,12 0,66%0,32  0,16+0,07 0,54+0,15 0,96+0,24  0,61+0,26  0,89+0,77  0,70+0,32  0,35+0,17  0,38+0,11  0,86+0,30
C22:5n3 2,08+0,09 193+026 2,09+0,27 2,58+0,06 2,51+0,31  2,86+0,43 2,06+0,07 2,52+0,21  1,553+0,36  2,14+0,14  259+0,47  1,81+0,15 2,16+0,61  1,83+0,32
C22:6n3 12,13+146 11,73+1,74 13,29+237 14,72+1,02 1321+1,40 16,49+158 12,89+1,43 1290+1,05 7,69+1,47 12,41+100 11,83+0,86 7,28+1,07 9,38+2,31  8,67+2,06
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Anexo 2. Acidos graxos (%) das posi¢des 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M

EPM)

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
Ci16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

30°C-dial 30°C- dia 2 30°C- dia 3 30°C- dia 4 30°C-dia 5
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

3,03+0,62 3,00+0,10 3,76+1,31 4,89+1,49 3,60+1,16 2,95+0,27 2,60+0,50 2,90+1,34 3,14+1,73 2,66+0,22
16,16+1,82 20,94+1,40 19,22+1,12 20,82+2,21 15,86+2,22 19,24+0,25 24,26+1,35 21,59+2,83 21,81+4,26 22,46+1,54
17,11+1,36 14,27+1,40 15,96+0,67 13,54+0,73 14,35+2,63 12,40+1,20 19,12+3,18 13,10+2,04 19,55+0,60 14,18+0,48
4,92+1,17 7,58+0,72 6,80+1,60 5,27+0,67 7,79+1,07 5,86+0,99 6,06+0,73 4,85+0,95 9,18+1,32 6,88+0,61

nd 0,87+0,28 nd nd 0,86+0,22 2,37+0,66 2,21+0,61 1,85+0,40 5,67+0,78 2,82+0,05
2,40+0,25 2,10+0,91 4,16+0,28 1,12+0,75 4,07+0,99 1,74+0,37 0,31+0,16 2,02+0,24 1,42+0,24 nd
6,82+1,63 6,84+0,13 2,19+0,89 6,58+2,71 6,92+1,52 5,45+0,45 9,21+4,60 3,26+0,84 4,28+0,16 6,45+2,33
17,59+4,19 16,93+2,61 23,6115,14 22,15+6,80 19,89+0,93 21,94+0,28 12,87+4,13 13,08+1,99 13,98+2,04 11,19+0,81
5,28+0,98 3,46+0,55 4,55+1,19 4,05+2,07 2,59+1,45 2,40+0,47 6,33+0,36 4,52+0,87 2,28+0,03 2,08+0,83
3,66+0,89 3,72+0,25 5,99+0,46 4,86+0,45 3,85+0,35 5,53+0,33 3,18+0,41 5,66+1,08 3,44+0,17 4,65+1,63
3,56+1,22 4,46+0,15 1,26+0,10 3,80+0,69 3,36+0,40 2,89+0,45 6,35+2,37 3,71+0,31 2,98+0,74 4,93+3,25
6,12+1,25 1,48+0,25 3,16+1,21 2,22+0,73 3,90+1,66 0,82+0,41 1,20+0,23 2,95+1,13 3,24+1,26 3,52+0,36
2,81+1,15 3,13+1,08 2,22+0,60 1,80+0,42 3,24+1,10 1,57+0,34 4,55+1,76 1,90+0,20 2,64+0,47 1,54+0,16
1,51+0,67 1,40+0,28 nd 2,36+0,69 nd 0,63+0,31 nd 1,39+0,35 nd 0,90+0,08
2,65+0,40 2,55+0,71 nd 2,31+1,13 0,78+0,28 7,02+2,22 2,23+0,62 4,80+2,22 nd 9,16+0,42
2,36+0,38 3,42+1,01 2,05+1,21 1,55+0,65 1,16+0,35 1,47+0,47 0,99+0,23 5,06+1,93 3,14+0,39 2,75+0,68
6,66+0,50 2,03+0,53 4,15+1,57 1,74+0,19 3,58+1,52 3,08+0,30 nd 2,69+1,49 nd 2,81+0,46
5,70+0,28 0,70+0,03 4,11+1,85 1,09+0,27 3,55+2,01 2,09+0,80 nd 2,12+1,05 1,95+0,28 0,80+0,24

o 1,13+0,09 2,41+0,39 1,83+0,95 nd 0,93+0,20 nd 1,97+0,89 1,14+0,37 1,03+0,04
2,60+0,09 1,95+0,44 nd 0,50+0,22 2,22+0,37 nd nd 0,47+0,28 1,82+0,47 0,78+0,01




-Continuagdo da tabela

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
C16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

24°C-dia 1l 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

2,82+0,02 3,67+0,23 4,76+1,17 3,88+0,03 4,50+0,65 5,76+0,68 4,34+1,21 3,34+0,21
21,44+1,04 19,73+1,45 23,10+5,05 20,02+1,32 15,00+0,76 22,66+3,08 22,06+2,30 26,88+1,96
19,43+1,56 13,45+0,60 15,93+1,59 11,17+0,42 17,89+2,15 14,360,04 14,96+1,11 15,25+1,64
2,77+0,77 4,10+0,46 5,19+1,71 3,38+0,81 5,24+1,48 5,70+0,37 3,90+1,04 4,34+0,79
1,32+0,38 2,39+0,63 4,00+£2,02 0,58+0,10 4,46+0,81 0,20+0,04 2,81+0,89 1,760,82
1,48+0,56 1,33+0,25 0,39+0,05 1,88+0,08 nd nd 3,14+0,33 1,04+0,60
2,27+1,52 6,19+0,84 4,11+0,69 4,49+1,01 4,30+£1,13 2,78+0,47 3,87+0,42 5,41+2,24
12,18+0,31 17,28+1,50 23,35+7,93 30,02+5,51 21,74+572 15,29+0,47 14,10+1,96 15,14+1,27
6,27+2,29 2,39+1,04 3,83+2,12 2,10+1,30 3,10+0,58 8,22+3,04 3,13+0,50 3,84+0,63
7,44+0,31 6,70+0,41 3,51+0,90 4,84+1,10 6,04+0,72 6,03+0,36 4,43+1,44 5,77+1,50
4,18+0,60 3,49+0,45 2,73+1,18 1,87+1,07 3,90+1,62 5,88+3,12 2,81+1,05 4,70+1,88
3,25+0,23 1,33+0,36 2,12+0,93 3,19+0,10 2,52+0,24 1,45+0,19 2,67+0,20 1,49+0,19
3,19+1,81 3,53+0,65 1,83+0,24 2,25+0,76 1,90+0,79 1,71+0,35 2,90+1,31 2,34+1,09

nd 0,33+0,20 nd 3,22+0,36 nd 0,71+0,01 0,31+0,02 0,85+0,41

nd 5,10+0,23 nd 5,84+3,16 nd 2,88+0,12 9,05+2,36 3,13+1,43
3,81+0,18 2,27+0,98 2,61+1,11 1,06+0,34 3,99+1,38 1,68+0,08 3,51+2,07 1,58+0,34
2,28+0,26 3,27+£1,31 0,50+0,06 2,83+1,52 nd 2,11+0,01 3,97+0,98 0,78+0,56
2,80+0,45 2,55+1,72 1,01+0,76 2,74+0,08 0,63+0,23 nd 4,44+1,48 1,07+0,32
3,10+0,90 0,28+0,01 0,64+0,04 0,78+0,29 5,66+1,69 1,16+0,28 4,74+1,96 0,54+0,37

nd 2,39+1,07 0,21+0,07 nd 0,62+0,32 1,68+0,37 2,59+0,76 1,27+0,38
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-Continuagdo da tabela

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
Ci6:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

17°C-dia 1 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

3,31+1,15 3,78+0,90 3,92+0,81 4,34+0,31 4,28+0,91 2,89+0,71 2,46+0,18 3,42+0,16 4,10+1,18 1,67+1,14
22,20+0,86 17,05+2,42 25,91+5,06 20,59+1,88 19,26+2,59 18,83+0,12 15,84+1,93 18,52+1,23 21,78+1,54 22,83+1,67
17,96+0,61 10,86+1,45 16,85+0,34 13,63+1,90 17,79+2,51 17,60+0,18 14,98+0,5 14,85+1,40 21,37+2,20 20,89+1,53
6,12+0,56 4,66+0,77 7,07+£1,17 6,02+0,67 6,76+0,63 4,39+0,89 6,57+2,98 4,54+0,87 5,79+0,91 5,26+1,89
3,27+2,32 4,04+0,01 0,79+0,08 1,13+0,19 1,90+0,18 2,05+0,07 nd 0,98+0,36 4,37+0,29 1,46+0,96
3,71+0,28 3,68+0,38 4,16+0,89 nd 1,19+0,69 1,32+0,47 2,33+0,03 4,06+0,27 1,12+0,77 0,83+0,25
5,31+0,98 6,70+1,72 2,62+1,43 2,02+0,09 0,89+0,04 4,37+0,29 4,57+0,68 6,08+0,31 4,22+1,92 3,49+1,42
17,19+1,73 9,66+1,92 23,70+6,59 24,29+7,69 14,25+1,56 20,87+3,39 16,06+1,84 21,70+0,68 14,80+1,12 10,99+1,02
2,01+0,76 6,31+3,69 2,58+0,26 1,75+0,67 7,16+3,03 2,64+0,57 5,01+0,95 3,49+0,56 1,79+1,30 5,02+1,41
5,19+0,45 8,99+2,26 4,21+1,53 4,42+0,58 4,25+0,21 3,41+0,06 5,02+1,42 5,31+0,65 3,33+1,17 5,53+0,78
3,57+0,66 4,34+1,76 3,41+1,18 2,13+0,64 5,94+0,79 6,16+1,36 4,31+0,57 4,31+0,27 3,05+0,94 5,40+3,28
1,30+0,08 6,31+1,95 2,07+0,11 2,87+0,26 2,22+0,22 1,29+0,07 541+1,43 0,82+0,21 3,85+0,27 3,48+1,80
2,40+1,20 3,80+0,81 1,89+0,23 2,58+0,07 1,22+0,60 4,53+0,25 3,62+1,22 1,92+0,25 2,46+0,37 4,08+0,76
3,16+0,28 0,90+0,04 nd 0,82+0,08 0,23+0,07 0,63+0,21 nd nd nd 0,43+0,05

nd 5,74+1,99 nd 4,90+0,81 nd 0,83+0,18 2,08+0,25 2,90+1,14 nd 3,41+1,00
1,49+0,20 0,08+0,01 0,97+0,01 3,16+0,94 3,52+1,09 5,14+0,50 3,57+0,39 2,79+0,69 4,39+1,74 2,98+0,94

nd 4,60+1,19 1,70+0,69 2,07+0,80 nd 2,22+0,83 4,01+0,91 0,96+0,09 2,18+0,51 1,21+0,68
1,48+0,59 nd 0,22+0,17 2,75+0,08 4,11+0,99 0,31+0,11 3,44+0,57 4,98+0,27 0,54+0,05 2,36+0,38
3,16+0,25 nd nd 0,94+0,14 nd 2,33+0,07 4,38+1,98 nd nd 2,95+0,56
1,35+0,28 1,08+0,89 0,21+0,08 nd 3,40£1,74 1,66+0,89 nd 3,24+0,38 2,48+0,25 nd
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Anexo 3. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo fosfatidiletanolamina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M + EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
C14:0 0,71+0,08 1,02+031 1,56+0,52 1,07+0,13 1,00+0,07 1,34+0,24 1,53+0,19 1,35+0,16 1,33+0,48 0,45+0,18 1,12+0,16 1,48+0,73 1,16+0,18 1,52+0,38
C16:0 14,30+3,32 14,27+1,20 19,21+4,47 13,62+0,34 15,40+2,60 16,05+2,24 17,84+1,31 15,23+1,30 18,10+2,27 16,34+3,56 14,07+1,31 19,58+1,57 18,20+1,73 23,2745,63
C17:0 1,13+0,15 1,76+0,33 1,19+0,29 1,33+0,20 1,33+0,30 1,38+0,33 1,77£0,15 1,92+0,34 1,33+0,32 0,54+0,13 1,36+0,43 1,65+0,40 1,19+0,40 1,27+0,35
C18:0ant.  0,67+#0,19  0,79+0,12 048+0,11  0,60+0,10 0,37+0,14  0,49+0,13  0,73x045 0,39+0,19  0,26+0,07 2,48+156  0,55+0,06  0,25+0,08  0,66+0,16  0,21+0,14
C18:0 22,38+3,68 23,07+2,22 21,92+2,17 24,04+0,75 21,98+4,45 18,94+2,13 24,26%x3,65 21,43+0,68 21,09+558 28,81+3,25 20,99+1,73 21,69+7,37 24,55+4,02 15,47+3,06
C20:0 1,11+0,54  0,70£0,08  0,57+0,14  0,68+0,20  0,96+0,18  1,39+0,49  0,79+0,04 0,74+0,19 043+0,14  0,88+0,30  0,44+0,11  0,59+0,31  0,81+0,21  0,70+0,13
C21:0 0,98+0,23  1,20+0,35  0,82+0,19  0,78+0,00  0,59+0,09  1,01+0,28 2,07+1,21  0,90+0,24  0,74+0,21  1,90+0,84  1,22+0,23  1,05#0,40  0,95+0,30  0,65+0.21
C23:0 1,41+131  095+0,37 0,56+0,13  0,43+0,03 053+0,06 160+0,82 0,37+0,12 0,35+0,15  0,54+0,01 1,86+0,68  0,48+0,09  0,47+0,05 1,17+0,47  0,56+018
C16:1 1,49+0,11  1,36+0,29  2,01+0,33  1,18+0,16  2,08+0,23  159+0,33  1,73+0,64  1,70+0,07  2,99+0,87  2,90+193  137+0,36  3,71#1,13  2,30+0,61  3,49+1,01
Ci8:1c 6,03+0,86 6,80+0,41 7,64+1,30 5,55+0,30 11,65%¥2,45  7,39+1,44 7,65+1,51 6,00£0,18 16,09+6,51  7,10+1,04 6,78+0,79  14,69+4,14 11,12+267 16,44+6,32
C18:1n11 2,45+0,19 2,96+0,37 2,81+0,17 2,74%0,20 2,58+0,20 2,33+0,21 2,37+0,10 2,72+0,15 3,20+0,24 2,54+0,31 2,94+0,19 2,98+0,21 3,15+0,22 2,49+0,29
C18:2n6c  577+1,63  6,40+124  514+0,88 6,42+0,39  7,12+158  3,81+0,79  4,85+0,72  8,00+0,63  7,44+1,92 3,07+064 593+080  7,95+2,53  6,88+157  6,64+1,92
C18:3n6 3,02+1,87 1,01+0,21 1,46+0,55 1,13+0,07 1,23+0,18 1,81+0,90 1,12+0,24 1,23+0,18 0,81+0,27 1,26+0,23 1,30+0,15 1,15+0,09 1,02+0,15 0,83+0,22
C20:2n6 0,70+0,18  1,23+0,10  0,90+0,18  1,27+0,09  0,90+0,25  1,86+126  1,19+0,26  1,32+0,26  1,11+0,25  0,29+0,08  1,09+0,15  0,65+0,11  0,76+0,23  0,90+0,09
C20:3n6 1,44+0,29 1,84+0,57 1,82+0,47 2,19+0,10 1,21+0,32 1,21+0,27 1,43+0,28 2,19+0,36 1,24+0,40 0,50+0,07 2,47+0,54 0,70+0,27 1,07+0,30 1,00+0,37
C20:4n6 2,49+0,60 4,07+0,60 3,94+0,62 5,70+0,27 2,92+0,37 3,17+0,72 3,92+1,49 4,44+0,71 4,37+2,24 1,83+0,60 4,64+0,72 3,11+1,65 3,43+0,42 2,67+0,91
C20:3n3 0,85+0,06  1,14+0,53  054+0,13  0,52#0,02  0,32+0,09  2,00+1,64 0,39+0,21  0,52+0,09  0,32+0,08  1,82+1,20  0,75+0,10 = 2,55+2,14  0,45+0,05  0,41%0,17
C20:4n3 1,44+127  032+0,15 0,12+0,07 0,23+0,07 0,18+0,08  4,09+0,88  1,39+1,05 0,22+0,07 0,15+0,08  2,84+1,08  0,11+0,03  0,34+0,04  3,43+0,63  0,41+0,22
C20:5n3 510+3,38  3,39+0,48  3,46+0,73  3,58+0,28  4,07+1,12  0,19+0,05 2,71+1,20 3,40+0,47 2,98+0,86  0,83+0,66  500+050  2,23+0,27  0,11+0,04  2,83+1,03
C22:4n6 1,55+0,42 2,18+0,45 1,75+0,31 2,42+0,10 1,45+0,36 1,51+0,32 1,50+0,41 2,54+0,40 1,02+0,32 0,91+0,26 2,08+0,27 0,88+0,16 1,15+0,13 1,52+0,71
C22:5n6 0,73+0,09  0,92+0,59  1,07+0,86  0,11+0,07 1,14+0,55 3,42+1,16 059+0,54  0,50+0,14  0,88+0,63  2,28+0,54  1,33+0,68  0,35+0,14  1,26+0,42  1,19+0,64
C22:5n3 1,55+0,43  1,61+0,30  1,97+0,47  3,28+0,28  2,18+0,71  1,73+0,45 1,90+0,40  2,69+0,36  1,62+0,76  0,62+0,21  1,96+0,41  1,05£0,16  1,65+0,39  1,24+0,35
C22:6n3 9,15£323  14,04+2,56 13,25%¥2,70 17,46%0,82 9,21+2,14 9,25£1,90 12,17+3,48 14,85+0,82 7,31+3,09 11,40+3,84 12,65+2,77 5,76x0,84 8,57+1,58 7,09+3,16
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Anexo 4. Acidos graxos (%) das posices 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M

+ EPM)

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
Ci16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

30°C-dial 30°C- dia 2 30°C- dia 3 30°C- dia 4 30°C-dia 5
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

3,33+1,71 4,11+0,72 2,94+0,91 3,77£1,22 4,60+1,34 2,74+0,19 3,57+1,73 3,26+1,05 3,10+1,36 2,67+1,48
21,01+0,12 23,94+2,19 20,52+1,95 19,48+2,00 20,80+1,59 19,02+1,23 24,44+1,05 21,25+0,45 19,59+1,85 15,18+1,46
22,44+1,05 20,49+1,06 20,28+2,04 19,57+0,31 28,83+7,39 21,29+0,78 19,90+0,86 20,86+1,10 23,77+2,19 16,20+1,78
8,50+0,67 5,76+0,42 3,35+1,10 7,91+1,14 3,54+2,22 5,80+0,49 3,19+1,44 5,45+1,95 4,91+0,50 6,37+0,58
2,80+0,85 4,02+1,22 4,25+1,43 3,35+0,32 3,56+1,47 2,65+0,43 3,08+0,38 1,23+0,33 2,00+1,11 2,45+0,88
1,71+0,31 2,35+0,97 2,37+1,24 3,39+1,37 1,04+0,14 1,20+0,31 4,36+1,14 2,17+0,85 5,74+2,40 0,85+0,18
4,05+2,69 4,07+2,54 3,82+2,01 4,41+1,63 4,85+1,93 4,35+0,98 2,61+0,75 6,48+2,34 4,29+0,81 4,27+1,31
8,64+4,43 6,03+3,53 9,61+5,14 5,14+1,28 9,14+2,13 11,34+2,47 9,93+0,72 9,76+0,80 13,43+6,19 14,94+0,58
1,54+0,63 3,50+1,46 6,55+2,20 7,05+2,6,3 3,47£1,20 3,24+1,48 2,80+1,25 2,92+1,61 2,48+0,62 3,96+0,18
6,28+1,07 2,09+1,20 3,02+0,87 4,53+1,27 4,03+0,66 4,37+0,30 6,41+2,36 5,16+0,94 7,08+1,38 4,50+1,38
3,54+0,89 4,64+0,45 5,68+1,81 3,94+1,24 2,71+0,84 3,98+1,74 4,69+1,20 2,51+1,35 2,04+0,74 1,77£0,27
1,62+0,66 2,92+0,73 3,77+0,99 1,67+0,83 1,08+0,26 2,59+0,30 0,41+0,11 4,24+1,10 0,98+0,40 3,15+0,86
2,17+1,43 3,42+1,50 2,92+0,32 6,06+1,98 2,54+1,09 1,15+0,56 1,78+0,57 2,31+0,93 1,97+0,92 5,17+0,73

nd 0,16+0,01 2,86+1,17 nd 0,98+0,46 1,65+0,11 nd 2,49+0,27 nd 3,53+1,11

nd 2,05+0,75 nd nd 2,43+0,31 6,87+2,18 1,42+0,64 7,31+2,69 7,93+2,85 13,73+5,63
3,47+1,29 3,97+1,84 1,42+0,26 1,66+0,71 3,27+0,46 3,32+2,10 2,83+1,51 1,66+0,14 1,34+0,02 2,53+1,43
1,89+0,54 1,80+0,76 5,78+0,96 0,47+0,31 0,57+0,08 2,27+1,01 1,84+0,50 3,62+0,19 1,24+0,69 3,56+1,88
1,98+0,04 2,17+1,40 5,96+1,58 3,00£0,23 2,52+0,19 nd 1,95+0,60 2,52+1,20 4,77+2,06 2,27+0,49
2,11+0,53 nd 1,31+0,62 2,10+0,35 2,61+1,12 1,48+0,74 5,68+0,28 1,93+0,59 1,05+0,04 4,70+0,58
0,61+0,25 1,53+0,96 3,34+1,64 0,72+0,19 1,07+0,38 1,95+0,25 1,92+0,08 1,60+,27 0,76+0,25 3,31+0,28




-Continuagdo da tabela

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
C16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

24°C-dia 1l 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2
5,09+0,64 4,95+0,69 1,23+1,03 3,23+0,25 4,81+0,92 2,28+0,74 4,34+1,21 0,81+0,26
23,06+1,14 18,67+0,23 21,78+0,97 21,70+0,87 21,37+1,96 23,29+0,72 22,06+2,30 15,25+3,22
23,51+1,66 18,34+0,91 25,23+1,33 20,17+1,85 24,25+3,88 26,59+1,51 14,96+1,11 16,3945,53
4,77+0,67 6,34+1,28 7,14+1,35 5,96+1,61 3,63+1,93 5,62+2,00 3,90+1,04 5,60+1,76
2,92+1,12 4,06£1,77 5,01+0,82 1,11+0,17 4,59+2,81 1,23+0,90 2,81+0,89 1,22+0,78
1,91+0,44 1,90+1,35 1,34+0,07 0,31+0,02 0,88+0,39 2,58+1,62 3,14+0,33 0,85+0,07
1,75+0,39 4,05+0,94 3,35+1,18 5,05+0,51 4,16+1,90 2,15+0,91 3,87+0,42 5,08+1,73
8,87+3,56 10,06+3,38 5,37+0,81 8,21+1,31 15,46+3,05 11,16+3,57 14,10+1,96 27,54+9,76
4,20+0,48 4,78+0,63 2,64+0,93 2,70+1,57 3,27+1,02 2,33+1,10 3,13+0,50 1,82+1,18
4,75+0,41 3,58+0,51 6,46+1,33 4,53+0,21 3,17+0,79 3,44+0,78 4,43+1,44 10,44+2,09
7,26+2,96 5,12+0,93 5,59+0,85 3,98+0,30 2,20+1,08 3,86+1,08 2,81+1,05 1,13+0,35
1,74+0,25 3,26+0,99 3,31+0,23 3,83+0,98 1,82+0,82 1,82+0,57 2,67+0,20 1,00+0,55
4,48+1,10 3,59+1,67 1,18+0,53 1,72+0,49 2,59+0,66 3,38+0,59 2,90+1,31 1,85+0,85
1,47+0,21 4,52+1,69 2,11+0,42 1,07+0,04 0,49+0,05 0,83+0,26 0,31+0,07 0,96+0,07
4,21+1,36 1,72+0,50 4,83+1,22 7,37+1,94 0,44+0,10 4,15+0,89 9,05+3,66 2,72+0,18
1,15+0,32 3,00+1,22 4,09+0,61 2,65+0,47 2,97+0,89 1,38+0,78 3,51+2,07 2,24+0,92
4,45+2,56 1,25+0,23 0,67+0,07 2,98+1,74 2,57+0,38 2,43+1,16 3,97+1,23 2,89+0,87
5,04+2,85 3,05+2,04 2,39+1,35 2,71+0,33 nd 1,10+0,21 4,44+1,48 1,13+0,42
0,36+0,03 2,57+0,58 3,48+1,14 0,86+0,39 4,02+2,58 5,70+1,79 4,74+1,96 0,67+0,43,
1,34+0,34 3,12+¢1,57 2,75+0,20 3,68+1,55 1,73+0,52 nd 2,59+0,58 3,26+0,89

83



-Continuagdo da tabela

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
Ci6:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

17°C-dial 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

2,75+1,04 2,77+1,59 2,22+0,24 2,55+1,42 1,99+0,71 2,20+0,89 1,40+0,42 2,37+0,14 2,63+0,70 2,67+0,13
21,62+1,54 20,19+0,66 20,32+2,79 15,52+1,52 21,56+,98 21,12+1,12 16,63+2,12 15,89+1,81 24,50+2,05 25,64+2,60
20,51+1,32 19,36+1,20 27,09+2,22 18,26+2,74 18,86+0,21 21,81+1,99 22,24+2,32 16,30+2,48 24,44+1,12 21,94+3,01
6,85+0,85 7,42+0,74 4,68+1,50 4,71+£1,15 5,50+0,53 6,58+1,18 7,34+0,83 6,47+0,36 5,03+0,84 3,44+1,34
6,36+0,88 3,91+0,61 7,52+2,09 3,1840,21 4,36+1,53 2,04+0,44 5,19+1,63 1,75+0,24 2,93+0,85 1,55+0,42
3,33+0,08 1,11+0,25 0,89+0,13 3,60+1,26 2,53+1,09 0,92+0,05 3,78+0,36 0,65+0,07 2,44+0,11 0,70+0,23
2,44+0,99 1,05+0,42 1,99+0,12 4,28+1,90 2,33+0,89 3,98+0,69 1,65+0,43 3,56+1,11 2,55+0,68 5,01+0,37
6,73+4,51 14,69+3,03 16,46+3,11 12,61+3,57 21,61+2,07 14,27+2,47 14,20+4,11 22,43+2,38 12,66+4,61 13,28+1,19
2,97+1,26 1,23+0,14 1,07+0,23 4,84+2,49 2,98+1,52 1,89+0,73 1,65+0,69 4,09+0,88 3,05+0,07 4,65+0,93
6,54+0,08 5,38+0,54 2,60+0,84 4,72+0,77 4,65+0,69 5,33+0,91 3,54+1,29 8,00+2,06 4,65+0,08 5,21+0,24
3,70+0,80 2,90+1,36 1,46+0,59 2,89+0,47 3,22+0,87 3,71+1,23 3,13+0,39 1,19+0,40 2,83+1,51 2,93+0,32
3,16+0,38 4,00+£2,09 2,18+0,48 0,88+0,23 1,40+0,74 2,04+0,47 1,17+0,3,5 0,73+0,45 1,44+0,57 1,43+0,26
4,78+2,06 2,19+1,53 2,59+1,05 4,99+1,17 2,73+0,22 4,37+1,05 3,87+1,06 3,60+1,64 2,32+0,96 1,94+0,07

nd nd 1,28+0,15 1,66+0,23 1,36+0,01 nd nd 0,34+0,08 nd 1,06+0,02

nd 2,94+0,67 0,73+0,07 6,35+3,32 2,54+0,06 1,61+0,61 1,67+0,33 3,82+1,01 nd 4,50+2,48
2,24+1,30 4,58+0,52 6,00+0,53 4,14+1,39 1,38+0,25 4,11+0,10 6,34+2,34 3,34+0,89 3,44+0,02 1,84+0,49

nd 3,70+0,64 2,84+1,22 2,87+2,06 1,33+0,79 1,01+0,10 nd 3,23+0,24 0,75+0,21 1,22+0,05
2,25+0,90 2,77+0,05 nd 2,32+1,07 0,99+0,33 0,68+0,31 6,64+3,01 1,58+0,20 1,36+0,63 3,18+1,02
2,05+0,20 3,45+0,89 3,48+0,87 0,92+0,08 0,71+0,35 0,29+0,08 3,21+2,47 2,52+0,32 1,63+0,07 0,30+0,08
5,50+1,28 0,81+0,08 2,89+1,05 nd nd 1,54+0,46 1,34+0,43 1,82+0,05 0,95+0,23 nd
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Anexo 5. Perfil de acidos graxos (%) da fracédo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M + EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
C14:0 1,08+0,7 1,20+0,12 1,80+0,39 1,55+0,42 0,94+0,04 0,88+0,17 1,14+0,17 1,04+0,26 0,96+0,05 1,06+0,12 2,01+0,50 0,98+0,02 1,28+0,33 1,02++0,10
C16:0 23,00£1,00  25,76+1,06 20,16+£1,75  18,59+3,09 22,61+0,91  19,53+3,22 18,54+2,57 18,97+0,74 21,13+0,67 23,11+0,57 19,30+1,43  19,86+1,83  20,74+0,73 21,88+1,14
C18:0ant.  0,87+0,11 0,64+0,11 1,04+0,31 0,65+0,20  0,81+0,12 0,86+0,17 0,55+0,20 1,76x0,91  0,60+0,07  0,51+0,12 0,86+0,26 0,62+0,14 3,20+2,75 0,87+0,10
C18:0 18,31+1,04  17,23+1,26 16,70+0,60  18,68+1,35 17,22+0,61 17,25+1,00 15,40+1,88  17,22+1,34 17,94+0,77 17,89+0,50 17,32+0,70  17,04+2,20  20,22+1,06 16,53+0,59
C24:0 0,75+0,10 1,61+0,92 0,52+0,13 0,51+0,12  0,65+0,03 0,74+0,07 0,71+0,09 0,77£0,25  0,50+0,08  0,63%0,16 0,35+0,08 0,45+0,11 0,66+0,13 2,58+2,06
C16:1 1,90+0,10 2,19+0,15 1,96+0,15 1,80+0,22  1,83+0,09 1,69+0,29 1,66+0,17 1,85+0,20  1,85+0,09  1,91+0,06 2,08+0,43 2,09+0,31 1,90+0,10 1,93+0,06
Ci8:1c 27,43+0,66  28,54+0,67 18,43+4,42 22,373,778 25,66+0,61 24,53+2,98 19,98+4,41  20,68+4,04 24,37+0,48 2550+1,05 17,34%3,71  29,18+452  18,00+4,34 25,97+0,87
C18:1n11  1,17+0,04 1,28+0,09 0,99+0,12 1,38+0,35  1,11+0,03 1,28+0,11 0,98+0,20 1,07+0,17  1,08+0,06  1,04+0,08 0,97+0,20 1,50+0,49 1,18+0,09 1,16+0,06
C20:1n11  0,33+0,13 0,15+0,03 0,56+0,24 0,50+0,09  0,18+0,05 0,30+0,08 0,32+0,11 0,31+0,10  0,30+0,13  0,08+0,03 1,71+0,74 0,19+0,07 0,38+0,17 0,12+0,06
C24:1 2,42+0,20 2,16+0,48 1,79+0,57 141+0,38  2,23+0,13 2,60+0,44 1,99+0,30 2,62+0,87  1,83+0,20  1,85+0,38 1,22+0,39 1,45+0,35 1,64+0,30 2,20+0,20
C18:2n6c 1,82+0,09 1,45+0,26 2,70+0,42 2,63+0,68 1,85+0,11 1,85+0,21 1,99+0,49 2,71+0,81 1,80+0,08 1,77+0,03 3,21+0,61 2,79+1,04 1,79+0,47 2,00+0,12
C20:3n6 1,57+0,05 1,31+0,11 1,04+0,43 1,60+0,37 1,60+0,11 1,77+0,26 1,13+0,37 1,68+0,29 1,52+0,10 1,56+0,11 1,09+0,33 1,27+0,17 1,51+0,12 1,43+0,24
C20:4n6 2,11+0,13 1,77+0,20 1,06+0,48 2,47+0,79 2,54+0,19 3,12+1,07 1,88+0,45 2,563+0,47 2,73+0,11 2,53+0,08 2,06+0,49 2,30+0,22 2,42+0,41 2,06+0,40
C20:5n3 0,46+0,18 0,50+0,16 2,15+0,94 1,12+0,52  0,42+0,08 0,70+0,32 9,03+5,94 0,98+0,66  0,65+0,16  0,42+0,11 2,23+0,99 0,79+0,34 0,70+0,34 0,56+0,12
C22:4n6 1,40+0,10 1,01+0,25 1,30+0,12 1,22+0,37 2,58+0,95 1,89+0,44 1,43+0,27 1,31+0,39 1,90+0,32 1,40+0,11 1,87+0,37 1,34+0,26 1,81+0,41 1,58+0,23
C22:5n6 0,22+0,12 0,33+0,10 2,12+0,98 1,33+0,93  0,13+0,03 0,64+0,29 1,02+0,60 1,13+1,07  0,34+0,14  0,24+0,11 2,50+1,09 0,51+0,26 1,14+0,92 0,34+0,13
C22:5n3 0,49+0,05 0,48+0,07 1,91+0,71 1,24+0,37  0,58+0,04 0,57+0,19 5,06+2,80 1,17¢0,35  0,68+0,04  0,62+0,10 1,57+0,64 0,62+0,05 0,87+0,17 0,76+0,11
C22:6n3 9,77+1,04 7,20£1,44 6,22+2,15 10,16+4,35 11,60+1,18  13,68+5,20 8,65+2,31 12,84+2,90 14,24+0,20 12,84+0,47 7,77+2,82 10,72+2,08  12,06+2,29 10,38+1,68
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Anexo 6. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M *

EPM)

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C22:0
C23:0
C24:0
Ci16:1
Ci18:1
C20:1
C22:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6c
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

30°C-dial 30°C- dia 2 30°C- dia 3 30°C- dia 4 30°C-dia 5
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2
nd nd 4,48+2,36 0,66+0,22 1,29+0,25
19,03+4,66 15,67+3,07 37,61+1,87 15,25+3,18 35,06+3,84 13,96+1,12 32,57+1,52 16,52+1,11 46,72+0,60 10,28+2,80
9,03+2,45 3,94+1,32 0,05+0,08 2,93+1,09 7,97+2,39 10,00+0,78 4,93+0,41 3,00+0,82 2,15+0,65 3,32+0,75
19,72+4,08 16,49+3,42 30,04+1,21 14,83+2,61 26,02+2,35 16,14+0,87 25,99+0,75 4,54+0,99 33,94+0,68 4,24+0,72
1,88+0,23 11,27+1,96 nd 0,76+0,15 1,18+0,25 2,28+1,61 2,10+0,23 0,92+0,52 0,37+0,58 0,25+0,14
1,32+0,33 nd nd nd nd nd nd nd 0,80+0,23 nd
nd nd 2,39+1,02 nd 2,30+0,23 nd nd nd nd nd
3,85+1,02 nd 1,43+1,23 nd 1,03+0,48 nd 4,06+1,68 nd 1,91+0,55 nd
7,88+062 6,54+2,36 2,17+0,79 1,45+0,43 1,94+0,48 3,18+1,31 1,05+0,28 3,57+0,40 0,93+0,18 2,80+0,53
8,47+0,05 5,03+1,39 7,89£1,40 6,38+1,50 7,40£1,13 11,93+2,59 6,17+1,24 43,21+3,56 5,11+0,18 37,27+7,04
2,96+0,98 5,47+0,59 1,93+0,23 1,78+0,50 1,24+0,23 1,48+0,32 4,28+1,22 1,48+0,98 0,32+0,11 0,31+0,11
4,62+1,98 nd 3,07+1,11 nd 1,31+0,23 nd nd nd 0,02+0,01 nd
5,33+2,47 1,32+0,22 3,96+0,22 1,72+0,48 1,11+0,46 1,99+0,34 1,78+0,45 0,19+0,11 1,38+0,67 0,07+0,03
nd 6,63+0,75 nd 6,00+0,35 nd 3,93+0,11 3,28+1,09 1,32+0,32 nd 0,34+0,11
13,3615,17 9,91+2,80 3,06+1,23 21,21+3,26 11,66+6,26 14,56+2,10 1,34+0,29 3,71+£1,43 0,81+0,13 7,96+2,64
4,48+0,66 4,72+1,61 4,75+0,15 4,56x0,23 2,47+0,71 3,58+0,58 4,32+1,51 1,77+0,57 1,06+0,22 0,54+0,07
nd 6,74+0,48 nd 1,90+0,45 nd 2,19+0,87 2,65+0,48 3,90+0,91 0,04+0,08 6,56+1,26
2,27+0,58 1,46+0,45 2,87+0,58 2,47+0,29 2,72+0,58 1,76%0,70 0,89+0,58 0,57+0,26 nd 0,49+0,07
nd 11,37+2,36 nd 10,06+2,80 nd 8,95+0,69 3,02+0,96 0,82+0,26 nd 1,62+0,46
nd 7,34+1,03 nd 0,58+0,50 nd 2,39+0,59 2,79+0,45 1,58+0,40 3,03+1,36 1,56+0,13
nd nd nd nd nd 2,27+1,00 nd 1,35+0,64 nd
2,61+0,33 9,04+0,17 nd 8,03+2,70 0,77+0,27 1,87+0,60 nd 0,85+0,41 nd 0,93+0,31
4,87+0,79 4,68+0,85 nd 1,12+0,43 2,41+0,35 0,77+0,22 nd 0,41+0,16 0,12+0,08 0,30+0,11
6,20+1,24 5,36+1,45 5,73+2,35 3,63£1,42 1,36+0,62 3,66+0,52 0,98+0,36 11,64+1,61 1,29+0,13 21,19+4,16




- Continuacdo da tabela

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C22:0
C24:0
Ci6:1
Ci18:1
C20:1
C22:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6c
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:4n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

24°C-dial 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

1,63+0,15 nd 1,10+0,82 nd 1,67+0,25 2,29+0,20 nd nd
36,17+7,99 18,60+0,77 42,44+1,30 18,39+1,09 38,67+4,30 17,44+2,38 40,70+1,71 12,36+0,55
5,77+2,56 4,95+2,30 5,93+0,14 4,30+£2,45 4,17+0,70 5,80+1,93 5,86+1,43 4,39+2,28
23,33+3,50 12,82+3,21 1,19+0,09 9,26+1,09 3,38+1,67 7,66+2,31 27,92+0,47 3,09+0,25
2,13+1,26 2,77+1,11 nd 2,39+0,86 1,80+0,31 1,00+0,42 0,73+0,28 0,77+0,27
0,44+0,22 nd nd nd 0,22+0,08 nd 1,42+1,02 nd
1,15+0,22 nd 0,92+0,06 nd 0,92+0,12 nd 0,88+0,21 nd
2,87+1,34 4,13+1,20 2,60+0,82 4,27+0,63 0,73+0,25 4,28+0,06 0,68+0,43 2,77+0,22
10,84+2,79 26,01+6,85 28,34+0,23 30,51+3,49 26,41+2,00 35,28+7,43 7,49+0,52 37,80+1,19
1,55+0,25 1,51+0,32 1,76+0,18 1,35+0,22 0,47+0,23 0,59+0,42 2,79+0,36 0,77+0,12
2,38+1,23 nd nd nd nd nd nd nd
3,33+0,28 0,46+0,19 2,63+0,03 3,41+0,56 0,95+0,08 0,36+0,08 2,04+0,49 0,20+0,10
4,37+0,57 2,39+1,05 5,49+1,86 nd 2,07+0,96 nd 1,89+1,05
2,62+1,30 9,40+4,27 8,07+1,90 4,59+1,45 9,41+1,25 4,56+1,79 1,33+0,60 17,04+2,40
3,13+1,31 2,12+0,63 0,93+0,26 3,09+0,39 6,35+3,35 2,53+1,35 1,78+0,72 0,35+0,09
0,41+0,05 1,86+0,62 2,25+1,02 0,99+0,11 1,09+0,15 2,97+0,53 1,36%0,29 3,81+1,22

nd 1,95+0,24 0,23+0,08 0,44+0,22 nd 0,74+0,28 1,45+0,44 0,57+0,18

nd nd 1,08+0,12 nd nd nd nd nd

nd 3,07+1,92 nd 1,14+0,19 nd 2,07+0,75 nd 4,44+1,07
1,46+1,56 2,37+0,70 nd 1,24+0,67 0,30+0,10 1,17+0,31 0,30+0,08 0,97+0,16
0,48+0,16 nd nd nd 0,40+0,08 nd 0,18+0,12 nd
0,11+0,02 0,95+0,28 nd 3,59+0,12 nd 1,35+0,37 0,66+0,35 0,62+0,42

nd 1,15+0,35 nd 1,40+0,18 nd 0,32+0,11 2,29+0,96 0,14+0,05
2,80+0,33 5,38+1,67 2,05+0,25 5,96+0,59 2,16+0,38 9,82+2,22 2,20+0,26 8,01+0,26
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-Continuagdo da tabela

Acidos graxos

C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C23:0
C24:0
C16:1
C18:1
C20:1
C22:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6c
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:0
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

17°C-dia 1 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

2,73+0,77 nd 1,51+0,54 nd 1,95+0,22 nd 2,82+0,21 nd 1,12+0,21 nd
20,25+0,76 15,96+2,06 39,87+5,65 15,65+0,66 40,54+2,50 15,25+0,28 34,03+9,02 27,17+7,26 25,61+3,44 13,91+3,66
13,9945,10 7,41+0,27 7,71+2,78 2,22+0,52 6,25+2,04 1,43+0,77 2,99+0,05 1,62+0,54 8,69+0,62 6,55+0,63
12,83+7,11 13,7440,76 26,99+2,20 4,76+0,24 29,37+0,77 3,06+0,33 19,47+6,54 15,69+7,02 30,28+4,62 13,7645,91
1,78+0,22 1,75+0,05 2,75+1,28 0,17+0,06 1,67+0,52 0,87+0,24 0,52+0,11 0,38+0,01 1,44+0,22 1,62+0,80

nd nd nd nd 1,25+0,45 nd nd nd 2,62+1,21 nd
1,92+0,25 nd 1,91+0,73 nd 1,15+0,07 nd 1,03+0,22 nd 0,94+0,06 nd
1,86+0,99 4,33+0,85 1,61+0,12 4,17+0,10 0,80+0,07 3,54+0,21 3,35+1,12 3,08+0,85 3,23+1,12 2,28+0,74
12,17+1,59 21,21+5,66 4,96+0,30 45,34+1,20 5,77+0,22 46,81+0,75 19,51+8,10 30,29+12,49 8,95+0,09 13,59+7,41
1,75+0,15 0,92+0,15 1,81+0,53 0,92+0,11 nd 0,74+0,21 1,03+0,08 0,45+0,14 nd 4,25+2,20

nd nd nd nd nd nd 0,50+0,21 nd nd nd
4,03+1,67 1,86+0,53 3,56+1,00 0,18+0,08 1,82+0,59 0,41+0,11 1,27+0,32 0,28+0,02 0,72+0,33 0,85+0,37

nd 2,58+1,40 5,00+0,89 0,43+0,01 nd 1,66+0,48 nd 0,62+0,22 nd 1,60+0,52
16,80+8,73 541+1,38 2,47+0,89 3,47+0,37 1,52+0,26 5,70+0,31 1,88+0,55 3,85+0,89 1,66+0,11 11,86+3,43
3,39+0,58 4,06+0,42 1,18+0,41 0,47+0,08 0,28+0,09 0,82+0,17 2,23+1,02 0,82+0,42 2,19+0,31 1,69+0,64

nd 4,84+2,74 0,26+0,04 3,43+0,50 0,85+0,30 3,61+0,30 1,92+1,00 3,75+0,16 2,19+0,19 1,96+0,47

nd 1,11+0,27 nd 0,08+0,01 0,86+0,23 0,56+0,13 nd 0,47+0,20 1,93+0,07 4,67+0,57

nd 4,56+1,73 nd 1,78+0,87 nd 1,21+0,22 nd 2,69+0,61 nd 3,48+2,07
3,28+1,22 nd 0,14+0,01 nd 0,44+0,11 nd 0,73+0,34 nd nd nd

nd 3,50+1,72 nd 1,47+0,08 1,61+0,19 1,47+0,32 nd 0,63+0,24 nd 3,31+1,32

nd nd 0,06+0,02 nd 1,26+0,27 nd 0,06+0,01 nd 1,70+0,86 nd

nd 0,42+0,05 nd 0,53+0,24 1,53+0,56 0,95+0,09 nd 1,09+0,33 0,98+0,12 2,80+0,75
3,29+2,33 0,58+0,14 0,07+0,03 0,81+0,34 0,53+0,14 0,60+0,18 0,64+0,33 0,81+0,14 3,52+1,65 1,91+0,31
2,67+0,64 5,75+0,70 1,01+0,22 14,13+0,29 2,20+0,57 11,33+1,16 5,11+2,37 6,31+2,11 0,33+0,14 9,91+3,42
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Anexo 7. Perfil de &cidos graxos (%) da fracéo fosfatidiletanolamina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M + EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
C14:0 0,89+0,11  0,62+0,13  0,75+0,13  0,65+0,12  0,57+0,15 0,66+0,13  0,65+0,14  1,33+0,65 0,61+0,14 0,58+0,22  0,76+0,17  0,63+0,10  0,53+0,06  0,63+0,06
C16:0 9,41+0,35  8,47+0,90  14,0£2,90  13,7#3,04 9,15+0,31  10,1+353  13,3+3,40  15,7#2,74  9,51+045 10,1+1,01  17,5¢3,80  9,13+0,38  11,0+1.75  9,83+0,70
C17:0 0,75+0,22  042+0,21  043+0,12  0,60+0,14  0,59+0,21  055+0,15 0,67+0,20  1,50+0,86  0,69+0,15  0,92+0,33  052+0,15 0,58+0,19  0,54+0,13  1,09+0,12
C18:0ant.  1,78+0,82  0,73#0,24  0,76£0,20  0,33#+0,03  1,10+0,19  0,60+0,15  0,71+0,26  0,73+0,24  1,25+0,10  1,29+0,45 3,99+#3,26  4,80+3,28  5,21+4,00 1,41+0,13
C18:0 15,4057  13,0£2,77  16,7#093  16,7¢0,53  17,8+0,53  13,2+2,72  18,6+0,63  18,2+1,03  18,7#0,45 21,2#199  19,0+#1,30 17,7+x1,20 17,3+0,83  19,7+1,75
C24:0 0,68+0,10  0,74+0,16  0,65+0,15  3,53+3,21  0,21+0,03 0,63+0,10  0,35+0,03  0,48+0,10 0,28+0,06  0,33+0,05  0,33+0,07  0,27+0,07  0,31+0,07  0,24+0,04
C16:1 1,02£0,11  1,02#0,11  1,42+0,21  1,39+0,20  1,04+0,11  1,12+0,26  1,07+0,23  1,12+0,11  0,86+0,10  0,98+0,11  1,46+0,17  0,73x0,13  1,25+0,28  0,92+0,08
C18:1c 15,2+1,49 16,4+1,74 19,9+2,70 18,8+3,01 15,6+0,75 15,0£3,73 18,3+2,47 15,6+2,86 14,2+1,09 14,1+1,01 17,9+4,37 11,7+2,30 12,6+4,14 15,0£1,72
C18:1nl11 1,61+0,14 4,11+2,60 1,35+0,15 1,51+0,12 1,73+0,05 1,32+0,19 1,44+0,15 1,11+0,24 1,63+0,20 1,76+0,08 1,34+0,13 1,55+0,11 1,64+0,22 1,85+0,20
C24:1 2,24+0,33  2,72+0,60  2,23x0,46  1,25+0,07 0,80+0,19  2,38+0,33  1,01+0,14  1,84+0,65 0,85#0,25 0,76+0,06  1,16+0,23  0,98+0,34  1,12+0,34  0,72+0,17
C18:2n6¢c  1,58+0,18  1,43+0,09 1,47+0,15 1,71+0,26  1,46+0,08  1,29+0,17  1,58+0,07  1,86+0,39  1,43+0,04 1,64+0,14 1,62+0,35 1,36+0,25 1,94+0,88  1,65+0,08
C20:3n6 2,61+0,09  2,54+0,22  2,03%0,29  191+0,27 256+0,16 2,31+0,25  2,25+0,40  1,47+0,51  2,38#0,10  2,23+0,30  1,68+0,34  2,31+0,18  2,25+0,35  2,32+0,22
C20:4n6 5,78+0,11  6,21+0,31  4,10+1,11  453+0,82  6,35+0,23  530+0,71  4,97+1,04 3,35+#1,26  6,34+0,33  579+057  3,92#1,05 6,07+0,31  552+0,93  5,94+0,56
C20:5n3 0,75+0,10  1,41+0,66  2,65+2,24  2,76x1,88  0,62+0,09 1,67+0,72 0,78+0,20  2,83+2,07 0,72#0,08 0,77#0,15  1,01+0,25 1,34+0,64 1,82+0,95  1,18+0,59
C22:4n6 2,83+0,25  2,70+0,21  2,16x0,57  2,15%0,45 291+0,26  2,36+0,26  2,47+0,45  1,82+0,47  2,56+0,20  2,22+0,30  1,89+0,32  2,74+0,23  2,41+0,35  2,64+0,32
C22:5n6 0,26+0,10  0,84+0,54  0,26x0,09  1,85*1,22  0,25+0,10 1,17+0,69 0,40+0,25 1,54%0,92 0,18+0,06  0,17#0,06  0,65+0,16  0,27+0,12  0,24+0,10  0,58+0,45
C22:5n3 1,11+0,04  1,12+#0,09  2,14+#1,13  0,90+0,10  1,42+0,22  0,92+0,12  1,10+0,22  2,40+1,60 1,05#0,05 0,90+0,19  0,80+0,16  1,27+0,14  1,09+0,10  1,10+0,10
C22:6n3 27,0+2,42  27,0+¢1,87 21,3+545  18,2+6,06  29,1+0,98  20,9+3,19  23,8+450  17,746,53  29,6+0,95  25/7+#3,16  17,9¢4,11  30,3*1,38  25,0+516  24,4+2,43
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Anexo 8. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidiletanolamina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo

(M £ EPM)

Acidos graxos

C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C16:1
C18:1n9
C20:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6¢
C18:2n6t
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

30°C-dial 30°C- dia 2 30°C-dia3 30°C- dia4 30°C- dia5
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

22,25+2,63 17,05+1,09 21,87+0,43 17,38+1,31 21,59+0,73 12,89+2,97 22,29+2,08 17,5142 47 24,41+1,80 18,27+£1,17
6,61+343 12,04+2,39 0,86+0,06 9,75+2,07 10,33+4,08 9,97+£3,43 3,38+0,86 7,82+0,86 12,92+1,04 4,74+1,30
38,97+7,39 23,78+8,82 54,66+1,23 25,38+12,28 34,5+9,88 13,79+2,46 46,62+4,73 35,91+9,80 26,03+1,40 50,20+2,26
1,94+0,61 3,98+0,51 0,28+0,02 4,15+0,88 1,40+0,68 3,15+1,28 1,06+0,18 2,17+0,80 0,39+0,30 0,44+0,12
2,05+1,04 2,1940,70 0,42+0,20 1,36+0,67 1,64+0,19 2,46+0,41 0,81+0,64 1,54+0,23 2,83+0,85 0,80+0,35
8,01+0,91 9,82+1,00 9,00+0,13 9,86+1,18 10,28+1,11 10,2242,11 8,83+0,6,3 7,73+0,07 5,04+0,23 6,97+0,71
3,07+2,12 2,13+0,43 0,37+0,21 1,84+0,53 1,12+0,31 4,96+2,80 1,25+0,99 2,76+1,47 4,13+1,11 0,94+0,19
0,56+0,38 1,31+0,17 0,69+0,26 0,99+0,14 2,00+0,91 1,74+0,77 0,40+0,15 0,35+0,06 1,12+0,27 0,40+0,28
2,30+1,40 1,78+0,31 1,70+0,10 4,11+2,31 2,18+0,72 11,7146,33 0,33+0,17 1,79+0,20 3,42+1,01 2,59+0,26
2,45+1,12 3,79£1,50 1,12+0,10 1,85+0,97 3,82+1,45 3,84+1,69 1,65+0,16 1,39+0,35 4,12+1,08 1,59+0,23
0,73+0,23 1,53+0,38 1,39+0,10 2,51+0,73 0,77+0,18 3,45%2,27 2,61+0,92 0,77+0,08 0,72+0,46 1,12+0,35
0,74+0,09 1,01+0,36 0,92+0,28 1,18+0,60 0,15+0,04 1,14+0,29 1,93+1,08 0,43+0,11 2,06+0,75 1,10+0,26
0,76+0,31 2,36+0,92 0,44+0,21 1,83+0,59 0,74+0,21 3,66+1,77 0,70+0,25 3,81+2,09 3,06+0,59 2,29+1,26
0,62+0,07 3,04+1,31 1,33+0,02 2,42+1,12 2,25+0,88 1,16+0,44 1,07+0,46 0,82+0,42 0,25+0,14 0,43+0,16
1,22+0,40 2,88+1,27 0,63+0,18 2,33+1,40 1,43+0,63 5,62+1,17 0,93+0,43 5,64+3,12 3,35+0,98 2,98+1,97
1,66+0,76 0,92+0,44 0,73+0,16 1,02+0,60 0,79+0,16 2,07+0,83 1,00+0,62 0,40+0,14 2,46+1,69 0,46+0,26
1,28+0,20 0,83+0,26 0,31+0,09 0,61+0,34 0,38+0,12 1,17+0,52 0,93+0,20 1,68+0,27 0,77+0,46 0,78+0,36
1,15+0,75 2,54+0,94 0,37+0,03 1,96+1,11 1,71+0,62 1,41+0,79 0,70+0,19 1,28+0,70 1,07+0,54 0,17+0,06
3,47x1,09 7,02+3,04 2,94+0,31 9,48+2,81 2,86+0,56 7,22%5,40 3,51+0,30 6,22+2,64 1,86+0,44 3,88+1,15




- Continuacéo da tabela

Acidos graxos

C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
Ci6:1
C18:1n9
C20:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6c
C18:2n6t
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

24°C-dia 1l 24°C-dia 2 24°C-dia 3 24°C-dia 4
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

21,65+0,73 14,44+0,23 17,13+0,98 12,82+0,97 24,95+1,81 19,39+2,22 20,77+1,96 6,36+0,93
3,67£1,22 8,09+0,80 2,21+0,16 8,73+0,01 2,88+0,94 8,71+2,49 7,42+1,88 3,34+1,85
48,07+0,81 16,10+2,49 36,09+1,05 17,48+1,77 34,87+5,74 34,51+10,01 40,96+6,43 5,48+1,44
0,82+0,16 3,42+0,27 1,14+0,24 2,34+0,12 3,96+1,18 2,48+1,19 1,50+1,04 0,91+0,35
1,22+0,33 2,29+0,42 1,73+0,28 1,19+0,22 3,88+1,24 1,45+0,36 0,30+0,14 1,32+0,15
11,30+1,20 11,07+1,15 10,92+0,83 10,40+1,77 3,73+2,25 8,52+0,48 7,54+1,00 24,79+2,79
1,11+0,18 3,52+1,74 1,26+0,15 0,79+0,27 1,99+0,67 1,98+1,21 2,01+0,61 2,03+0,11
0,49+0,08 10,59+1,45 0,77+0,40 1,36+0,48 0,89+0,16 1,07+0,73 1,16+0,45 0,19+0,12
1,15+0,07 2,00+0,87 0,93+0,39 10,38+1,66 1,15+0,36 2,00+0,19 1,11+0,20 1,12+0,28
1,85+0,16 4,27+0,60 2,25+0,04 1,32+0,72 4,26+1,31 1,39+0,26 1,87+0,41 1,61+0,21
1,54+0,11 5,28+2,55 7,61+1,08 16,32+8,41 2,52+0,24 1,08+0,24 3,07+0,88 12,94+11,23
1,10+0,61 1,55+0,37 2,38+0,15 0,75+0,17 0,73+0,42 1,06+0,58 1,07+0,36 0,88+0,28
0,40+0,21 2,91+0,24 1,42+0,01 3,30+0,68 1,58+0,61 2,90+1,62 1,97+0,62 3,83+1,04
0,55+0,29 2,32+0,62 1,12+0,21 3,06+0,03 3,56+1,0,3 1,75+0,99 0,84+0,67 4424275
1,05+0,50 3,47+1,46 4,86+0,95 1,98+0,10 1,77+0,06 4,01+2,49 2,18+0,44 2,25+1,94
1,13+0,20 0,78+0,35 1,63+0,31 2,24+0,46 1,35+1,10 1,43+0,80 1,67+0,57 2,00+1,08
0,33+0,15 0,84+0,31 1,42+0,79 1,08+0,29 0,96+0,25 1,32+0,45 0,60+0,46 1,52+1,00
0,19+0,06 3,59+0,07 0,85+0,33 1,44+0,68 2,25+0,77 1,32+0,60 1,30+0,43 0,66+0,35
2,38+0,41 3,48+0,96 4,28+0,77 3,0140,11 2,72+0,74 3,64+2,39 3,08+0,63 25,03+11,56
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- Continuacéo da tabela

Acidos graxos

C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C16:1
C18:1n9
C20:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6c
C18:2n6t
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

17°C-dia 1 17°C-dia 2 17°C-dia 3 12°C-dia 1 12°C-dia 2
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2
20,73+1,23 15,16+1,20 21,34+1,62 13,78+1,12 15,73+3,77 23,64+11,59 25,80+1,39 14,85+2,51 19,01+1,75 10,51+2,35
11,31+3,40 7,57+3,96 15,61+4,10 5,02+0,13 7,68+2,62 4,46+0,77 7,67+2,27 9,46+3,43 8,60+2,77 8,70+1,94
33,39+5,99 16,16+1,03 22,66+2,78 7,30+0,34 23,88+8,98 11,79+7,07 26,70+2,29 10,72+2,77 29,59+5,34 6,35+1,77
2,50+0,56 2,95+0,59 1,78+0,30 5,13+2,03 0,93+0,73 2,52+1,53 1,06+0,20 3,00+1,34 1,21+0,39 2,04+0,77
2,67+0,11 1,62+0,78 1,56+0,28 3,57+0,19 1,46+0,55 2,61+0,18 1,45+0,48 2,16+0,02 2,83+1,48 2,28+0,18
10,82+0,77 20,7245,15 11,91+0,40 34,54+5,07 17,98+6,60 22,31+11,74 10,69+1,34 22,96+8,09 7,76+0,62 21,30+8,55
0,65+0,15 2,93+0,02 1,99+0,93 3,44+1,17 1,13+0,28 0,81+0,61 1,89+1,50 1,18+0,59 3,79+0,39 4,84+2,69
0,15+0,05 1,32+0,54 1,27+0,50 0,65+0,04 0,61+0,20 1,42+1,17 0,86+0,34 1,87+0,79 0,90+0,11 1,40+0,94
2,64+0,47 4,19+1,40 2,39+1,51 2,93+0,65 1,20+0,28 9,70+7,66 1,71+0,38 1,65+0,38 2,57+1,48 3,13+2,59
2,72+0,35 2,13+0,96 3,62+0,77 2,69+0,30 2,23+0,24 3,06+2,40 3,48+0,85 1,73+0,31 3,23+0,98 2,03+1,22
0,90+0,50 1,51+0,34 1,19+0,41 2,52+1,33 10,77+5,64 3,05+0,40 2,70+1,04 1,22+0,31 3,69+1,70 10,6445,25
1,44+0,17 1,59+0,34 1,74+0,12 3,68+1,42 1,00£0,17 1,37+0,41 2,03+0,47 2,15+0,36 2,13+0,75 1,21+0,12
2,75+0,32 3,02+0,19 1,78+0,88 1,14+0,20 6,07+1,98 2,90+2,18 3,21+0,93 2,08+0,51 2,51+0,43 2,99+1,79
1,95+0,97 4,62+1,12 1,13+0,20 5,16+0,05 1,28+0,10 3,24+1,78 2,65+0,58 2,46+1,23 1,18+0,38 2,32+0,46
1,04+0,11 4,19+0,28 2,92+0,41 2,68+1,23 3,18+1,50 1,39+0,68 3,17+0,3,7 1,99+1,14 3,51+0,57 1,51+0,80
0,86+0,07 1,85+1,31 1,10+0,20 0,24+0,09 1,28+0,56 1,27+0,37 0,99+0,47 3,20+0,32 1,38+0,36 2,56+1,96
1,47+0,02 2,84+0,55 1,09+0,08 1,34+0,32 0,92+0,27 2,21+1,47 0,64+0,09 0,98+0,50 1,25+0,32 0,76+0,31
0,49+0,11 1,93+0,34 2,23+0,52 1,08+0,56 1,41+0,46 0,48+0,19 0,82+0,66 1,16+0,60 1,12+0,55 0,77+0,70
2,69+0,73 3,71+1,41 2,70+0,29 3,12+1,04 1,59+0,38 2,05+0,97 2,65+0,29 15,01+8,25 3,73+1,43 14,67+10,19
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Resumo

A influéncia humana no ambiente natural tem aumentado continuamente, justificando a
importancia de se investigar os aspectos antropicos que causam estresse nos animais em
seus sistemas naturais. No presente trabalho, juvenis de Steindachneridion parahybae
foram submetidos a duas temperaturas consideradas como extremos inferior e superior
(12 e 30°C), além de 2 temperaturas intermediarias (17 e 24°C), baseadas em dados
reais de temperatura dos rios da Bacia do Rio Paraiba do Sul, onde S. parahybae é
endémico. Os animais foram mantidos nas referidas temperaturas por 30 dias,
determinando um ensaio crénico, com coleta de tecidos (figado e encéfalo) no inicio aos
15 e 30 dias experimentais. Para a avaliagdo da dindmica das membranas, as principais
fracBes fosfolipidicas (fosfatidilcolina (FC) e fosfatidiletanolamina (FE)) dos tecidos
foram obtidas por separacdo em cromatografia de camada delgada, com posterior
analise posicional das cadeias sn-1 sn-2 de FC e FE que tiveram o perfil de seus acidos
graxos analisados em cromatégrafo a gas. As analises realizadas nos 2 tecidos
amostrados evidenciaram mudancgas significativas nos acidos graxos durante o
experimento. Os animais mantidos em 12°C apresentaram uma queda significativa dos
acidos graxos saturados (SAT) com aumento concomitante dos acidos graxos
polinsaturados (PUFA) durante o periodo experimental, porém devido a pouca
capacidade fisica do acido graxo incorporado (C18:2n6) de aumentar a fluidez da
membrana ou pela incapacidade metabdlica deste grupo em se manter em baixas
temperaturas, houve grande mortalidade e a taxa de sobrevivéncia foi 50%. Na analise

dos acidos graxos das posi¢des snl e sn2 de FC encefalica um fato mostrou-se relevante
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para os grupos 17 e 30°C, o aumento de acidos graxos 6mega 6 de cadeia longa com
diminuicdo dos &cidos graxos da mesma série com cadeia curta nos animais mantidos
nas menores temperaturas e 0 comportamento contrério, com aumento de C18n6 e
decorrente diminuicdo de C20-22n6 no mesmo periodo para 0s animais mantidos a
30°C demonstrando uma resposta classica de reformulacdo da membrana: aumento da

fluidez com a diminuigéo da temperatura.

Abstract

The impact of civilization on natural systems is steadily growing, justifying the
systematic investigation of anthropic factors that cause stress in animals in their natural
systems. In this study, Steindachneridion parahybae juveniles were kept in two
temperatures considered as lowest and highest limits (12 and 30°C), and two
intermediate temperatures (17 and 24°C), based on real data of temperature in the rivers
of the Rio Paraiba do Sul basin, where S. parahybae is endemic. The animals were kept
in the temperature range for 30 days, in chronic trial, with collection of tissues (liver
and brain) at days 0, 15 and 30 of the experiment. To evaluate the dynamic of
membranes, the main tissue fractions, phospholipids (phosphatidylcholine (PC) and
phosphatidylethanolamine (PE)), were obtained by thin layer chromatography, with
subsequent analysis of sn-1 and sn-2 positions within PC and PE.. The analysis in both
tissues showed significant changes in fatty acid profiles during the experiment. Animals
in the 12°C group showed a significant decrease of saturated fatty acids (SAT) with
concomitant increase of polyunsaturated fatty acids (PUFA) during the experimental
period, but due to the poor physical ability of the incorporated fatty acid (C18:2n6) to
increase membrane fluidity or due to the metabolic inability of this group to remain at
low temperatures, there was a high mortality rate, with survival rates of 50%. The
analysis of fatty acids in sn-1 and sn-2 positions of PC in brain tissue showed a relevant
response to temperature, represented by an increase of long chain omega-6 fatty acids
in expense of mainly LA at lower temperatures (17°C) and the opposite behavior, with
increased C18n6, resulting in a decrease in long chain omega-6 fatty acids in the same
period for animals kept at 30°C, showing a classic response to membranes

reorganization: the increased fluidity with decreasing temperature.
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1. Introducao

A funcdo primaria das membranas celulares é separar dois ambientes diferentes
que mantém a comunicacdo por vias de transporte diversas (Miler et al., 1976).
AlteragcOes na temperatura produzem efeitos imediatos nestas vias de transporte, tanto
ativas quanto passivas. Porém, como sistema dindmico, as membranas modificam-se
estruturalmente para se adequar a nova situacdo, mantendo um grau Otimo de
funcionalidade celular; este tipo de mudanga € conhecido como adaptacdo
homeoviscosa (Hochachka e Somero, 2002).

A fim de manter a integridade estrutural e funcional, os animais ectotérmicos
expostos a baixas temperaturas ambientais lancam méo de uma gama de ajustes fisico-
quimicos que compbem a adaptacdo homeoviscosa, dentre estas vale ressaltar: 1.
AlteracGes na proporcdo de classes fosfolipicas, como por exemplo, a substituicdo de
fosfatidilcolina, que tem um formato cilindrico e pouco fluido por fosfatidiletanolamina,
que apresenta formato cdnico que favorece rotacdo dos acidos graxos inseridos (Hazel e
Carpenter, 1985, Hazel e Landrey, 1988); 2. Mudancas significativas na composicao de
acidos graxos das cadeias laterais sn-1 e sn-2 inseridas nos fosfolipideos, com acimulo
de é&cidos graxos monoinsaturados em sn-1 e polinsaturados em sn-2 em peixes
expostos a baixas temperaturas (Farkas et al., 2001); 3. Variacdo no conteudo de
colesterol inserido nas membranas celulares, com significativa diminuicdo de valores
com o decréscimo de temperatura ja que esta estrutura privilegia e estabilidade das
membranas celulares (Crockett e Londraville, 2006).

A manutencdo da viscosidade das membranas celulares frente a mudancas de
temperatura foi observada pela primeira vez em Escherichia coli (Sinensky e Ikonem,
1974). Os peixes também sdo muito utilizados neste tipo de estudo, pois este modelo
pode ser submetido as mudancas controladas de muitos graus centigrados sem que
ocorra grande mortalidade dos animais (Crockett e Londraville, 2006).

O Surubim do Paraiba (Steindachneridion parahybae) é um peixe endémico da
bacia hidrogréafica do rio Paraiba do sul, que devido a localizacdo geogréafica apresenta
grande amplitude térmica, variando de 10 a 32°C em sua extensdo. Devido a grande
acdo antropica na bacia a qual a espécie pertence e ao comportamento reofilico deste
animal (Burgess, 1989), que acentua a probabilidade de se deparar com injarias, esta

espéecie se encontra nas listas de espécies de peixes ameacados de extingdo, o que
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sucinta a grande preocupacao sobre a conservacdo da biodiversidade genética e de
programas de repovoamento (Brasil, 2004, Honji et al., 2009).

Desta forma, contextualizando a grande amplitude térmica da bacia na qual
Steindachneridion parahybae é endémico, e considerando as substanciais mudancas que
ocorrem nas membranas biologicas frente as mudancas na temperatura, o Surubim do
Paraiba mostra-se como um modelo interessante de estudo da adaptacdo homeoviscosa.
Desta forma o objetivo deste trabalho € verificar o papel da variacdo da temperatura, em
tratamento crénico, sobre a dindmica das membranas celulares nesta espécie,
principalmente no que se refere a analise posicional dos acidos graxos dos principais

fosfolipidios destas membranas.

2. Material e Métodos

2.1. Transporte e aclimatacdo dos animais- Estes itens ja foram descritos

no capitulo 2.

2.2. Desenho experimental - Apds a fase de aclimatacdo os animais foram
divididos de forma a ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas nos
parametros biométricos em 12 aquarios de 100L mantidos em camara climatizada, com
aeracdo e oxigenacdo controladas, sendo o experimento conduzido em delineamento
casualizado, com 4 tratamentos (30°C, 24°C, 17°C e 12°C) e trés repeticdes (triplicata
para cada tratamento). Os dados relativos a qualidade da agua durante o experimento
(temperatura, pH e amonia) foram aferidos diariamente de forma a manter condicGes
ideais de manutencdo dos animais.

O regime de resfriamento dos aquéarios consistiu numa série de passos, em que 0S
animais foram mantidos inicialmente a 30°C e a cada dia uma parcela dos mesmos era
resfriada a temperaturas menores (24°C, 17°C e 12°C, respectivamente) e mantidos nas
temperaturas descritas 30 dias, com coleta de tecidos inicial, intermediaria (15 dias

apos o inicio do experimento) e final (30 dias apos o inicio do experimento) (Figura 1).
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Fig.1. Representacdo esquematica dos regimes de resfriamento crénico

2.3.Afericdo de dados biométricos e coleta de tecidos

A cada dia foi verificada a existéncias de animais mortos e calculada a taxa
sobrevivéncia pela seguinte equacdo: %S=Nfx100/Ni, onde: S= sobrevivéncia; Nf=
namero de animais ao final do experimento e Ni=nUmero de peixes inicialmente
estocados. No momento da coleta os exemplares de S. parahybae foram pesados e
medidos e dessensibilizados com o uso de gelo, apds isto os animais foram
eutanasiados por sec¢do da medula espinhal na altura do opérculo e, em seguida foram
retirados o figado e encéfalo, com pesagem do tecido hepético para posterior calculo
do indice hepatossomatico (IHS)- [IHS = (massa do figado/massa total) x 100], os

tecidos foram acondicionados em freezer -80°C até o momento da analise.

2.4, Anélise dos acidos graxos- A extracdo lipidica, separacdo das classes
fosfolipidicas mais representativas com posterior separacdo posicional das cadeias
laterais das mesmas, metilacdo e andlise dos acidos graxos por cromatografia a gas
foram desenvolvidas seguindo o protocolo ja descrito no capitulo 2.

2.5.  Andlise estatistica

Para as andlises de resultados os valores de todos os parametros amostrados foram

expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Os valores de cada variavel (classe
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fosfolipidicas totais e cadeias) e grupo avaliado (temperatura x dia de tratamento) foram
comparados usando o teste de analise de varidncia (ANOVA Two Way), utilizando o
programa estatistico Sigma Stat for Windows (Version 3.10 Copyright®). O nivel de

significancia adotado foi de 0,05.

3. Resultados

1. Qualidade da agua

Foram aferidos diariamente os valores de pH, oxigénio dissolvido e amonia total dos
aquarios e os resultados sdo apresentados na tabela 1. Durante o experimento foi
possivel verificar grande diferenca nos valores de oxigénio dissolvido, que se manteve
mais alto em temperaturas mais baixas apesar da tentativa de manutencdo de parametros
estaveis com o uso de aeradores. O valores de pH mantiveram-se entre 7,24 e 7,88,
enquanto que os valores de amdénia mostraram-se muito instaveis durante o
experimento, com maiores valores encontrados para 0S grupos mantidos nas
temperaturas mais altas (30 e 24°C) em detrimento dos valores observados para 0s

aquarios que mantiveram menores temperaturas.

Tabela 1. Qualidade da &gua dos aquérios durante o tratamento crdnico, oxigénio
dissolvido (mg/L); pH e amdnia (mg/L)(M + EPM)

Oxigénio dissolvido (mg/L) Dia 01 Dia 15 Dia 30
30°C 5,26+0,37 5,3940,66 5,58+0,67
24°C 6,740,66 6,48+0,86 6,41£0,47
17°C 7,380,30 7,03£0,42 7,020,14
12°C 8,7740,35 9,060,02 L

pH Dia 01 Dia 15 Dia 30
30°C 7,70£0,09 7,620,33 7,51+0,16
24°C 7,88£0,07 7,54£0,43 7,55£0,55
17°C 7,810,02 7,44+0,78 7,24+0,72
12°C 7,83£0,03 7,45£0,46 .

Amonia (mg/L) Dia 01 Dia 15 Dia 30
30°C 0,075:0,043  0,301x0,015 0,10,009
24°C 0,167£0,058  0,289+0,078  0,2020,025
1r°c 0,083:0,029  0,089+0,022  0,112+0,025

12°C 00254000  0,045+0,023 —
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2. Dados biométricos e Indice hepatossomatico

A andlise estatistica da massa corporea e comprimento total revelaram a
inexisténcia de diferenca significativa entre as 3 replicatas de cada grupo experimental e
também entre 0s grupos experimentais nos parametros analisados (Tabela 2). A taxa de
sobrevivéncia mostrou-se muito variavel na comparagdo entre 0s grupos mantidos nas
maiores temperaturas testadas (30, 24 e 17°C), com nenhuma mortalidade observada
(taxa de sobrevivéncia igual a 100%) em comparagdo com o grupo mantido a 12°, que
apresentou grande mortalidade dos animais a partir do 11° dia de experimento
alcancando o n de 6 animais no 15° dia de experimento (com taxa de sobrevivéncia de
50%), impossibilitando a continuidade do experimento para este grupo.

Na analise dos dados de IHS obtidos no trabalho foi possivel observar para os
todos 0s grupos experimentais um aumento dos valores no 15° dia de experimento (com
diferenca estatistica entre o 15° e 1° dia de experimento, com p<0,05 para todas as
comparagOes). Nos animais mantidos a 30°C houve, no 30° dia de experimento, uma
diminuicdo com volta aos valores amostrados incialmente, com diferenca significativa e
entre 0 15° e 30° dia experimental (p=0,02). Nas demais temperaturas, os altos valores
observados no 15° dia se mantiveram até o final do experimento. Os dados evidenciam
0s maiores indices para 0s grupos mantidos nas menores temperaturas testadas (Figura
2), fato corroborado pelas diferencas no 15° dia de experimento entre 0s grupos 24 e
30°C na comparagdo com 17 e 12°C (p<0,05) e na comparacao dos dados no 30° dia de

experimento entre os grupos 30 e 24°C em relacdo ao grupo mantido a 17°C (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros biomeétricos e indice hepatossomatico de Surubins do Paraiba

(Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico - (IHS)* (M £ EPM)

Parametros 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C
Biométricos Dia 01 Dia 15 Dia 30 Dia 01 Dia 15 Dia 30
Massa Total

) 29,85+2,08 30,79+2,13 28,46+1,76 32,75+1,91 35,01+2,70 32,63+1,48

CT (cm)  14,58+0,30 15,92+0,58 15,47+0,39 15,42+0,39 16,10+0,41 14,05+0,29

IHS (%)  0,57+0,03% 0,64+0,03" 0,56+0,02*" 0,54+0,02% 0,75+0,02" 0,64+0,09°

17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dia 01 Dia 15 Dia 30 Dia 01 Dia 15
Mass(z)T ofal 57 424108 3556+1,63 3486+222 3013:093 32,64+2,57

CT (cm)  16,67+0,36 15,92+0,37 16,50+0,36 15,42+0,16 15,67+0,51

p**

IHS (%)  0,70+0,03* 0,95+0,07" 0,81+0,14"" 0,70+0,05* 0,82+0,06""

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura;

“sim
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bolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5

2. Indice hepatossomatico (IHS) de Surubins do Paraiba (Steindachneridion

parahybae) durante o tratamento cronico
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3. Andlises do perfil de acidos graxos

A analise do perfil de acidos graxos (do inglés, fatty acids, FA) totais e das
classes de acidos graxos polares (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) dos tecidos
permitiu avaliar a porcentagem e, consequentemente 0s principais agrupamentos: 0s
acidos graxos saturados (SAT), monoinsaturados (MUFA), polinsaturados (PUFA) e
dentro deste os PUFAs das séries émega 3 (n3) e dmega 6 (n6), e ainda, dentro do
grupamento de polinsaturados a separacdo dos acidos graxos com cadeias curtas C18 e
cadeias longas C20-C22.

O perfil de FA encontrado em todos os tecidos de ambos os grupos foi composto
predominantemente por altos valores de &cido palmitico (C16:0), &cido oléico (C18:1),
acido linoléico (C18:2n6), acido araquidénico (AA-C20:4n6) e acido docosahexanoico
(DHA- C22:6n3), como mostram as Tabelas 3 a 10 e Anexos 1 a 8.

- Tecido Hepatico

Fracao Fosfatidilcolina

Para a fracdo fosfolipidica fosfatidilcolina as maiores diferencas encontradas
dizem respeito ao grupo mantido nas menores temperaturas testadas (12°C) (Figura 3),
qgue modificou de modo significativo as membranas dos hepatocitos em 15 dias de
experimento. Para os &cidos graxos saturados houve uma diminuicdo significativa das
porcentagens do 1° para o 15° dia para este grupo, sendo esta diferenca associada
principalmente ao acido graxo C18:0, que teve seus valores reduzidos (p<0,05). Ja para
0s acidos graxos monoinsaturados, nesta fracdo, é possivel notar uma tendéncia de
aumento das porcentagens com a diminuigdo da temperatura até 17°C, com diferenca
significativa no ultimo dia experimental entre os grupos 30 e 17°C com maiores valores
para o Ultimo grupo (p<0,05), sendo estas diferencas reflexo direto dos &cidos graxos
Cl6:1e C18:1.

Para PUFA foi possivel verificar claramente um aumento significativo das
porcentagens do 1° para o 15° dia no grupo mantido nas menores temperaturas (12°C)
(p<0,05) devido principalmente aos acidos graxos 6mega 6, especialmente os de cadeia

curta (C18:2n6). Foi possivel verificar também um comportamento isolado no grupo
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24°C representado por uma queda dos valores de PUFA, mais especificamente PUFA
n3, refletidos pelo acido docosaexaenoico (C22:6n3) no 15° dia de experimento, com
posterior volta aos valores iniciais ao fim do periodo experimental (p<0,001) (Figura 1).
Os altos valores observados no 1° dia experimental para o grupo 24°C refletiram em
diferencas significativas para a série n3 dos acidos graxos polinsaturados em relacdo ao
mesmo dia entre este grupo e as demais temperaturas testadas (30°C p=0,009; 17°C
p=0,02 e 12° p<0,001) (Tabela 3- Anexo 1).

Fosfatidilcolina Hepatica
60.00 -

50.00 -
40.00 - — \-»/\ /\/\

N~
30.00 - —SAT
20.00 1 PUFA

10.00 -

%

0.00

30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5

Fig. 3. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da fracdo fosfatidilcolina
hepéatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento

crénico
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Tabela 3. Perfil de &cidos graxos (%) da fragdo fosfatidilcolina do tecido hepéatico de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico (M+

EPM)

Acidos
Graxos
SAT
MUFA
PUFA
PUFA n3
PUFA n6
C18n3
C18 n6

C20-22 n6

30°C-dial5 30°C-dia30 24°C-dia1l5 24°C-dia 30

17°C-dia15 17°C-dia 30

12°C-dial

12°C- dia 15

19,87+1,83*

41,68+2,93""  32,55+2,21° 40,53+ 1,92

17,25+ 1,28" 23,47+ 2,2%" 16,72+ 1,08° 18,60+ 1,28"

39,46+ 1,62
24,48+ 1,23
34,19+ 1,42
16,53+ 0,77
17,47+ 0,76
0,23+0,05
6,78+0,55

8,76x1,19

41,64+1,89
25,07+0,38**
32,72+2,06
15,45+1,45
17,14+0,81
0,21+0,04
7,78+0,45

7,40+0,50

49,08+2,40°

20,13+1,30

30,48+3,42%"

15,69+2,71"

14,68+1,06°
0,34+0,08
5,53+0,33°

7,69+0,87

40,59+1,07°
22,25+0,66
36,44+1,20°
17,60+ 0,83
18,71+ 0,64°
0,43+0,05
8,54+0,35"

7,09+0,57

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Andlise Posicional
o(sn-1)

Para o grupo mantido na maior temperatura foi possivel observar um aumento
progressivo dos acidos graxos saturados, culminando com os maiores valores no 30° dia
de experimento, (diferencas na comparacdo entre o 1° e 15°dias (p=0,03) e entre 0 1° e
30 dias (p<0,05)). Este aumento de SAT foi compensado pela diminuicdo nas
porcentagens de MUFA, com menores valores no 30° dia em relacdo ao 1° (p=0,01) e
pela diminuicdo de PUFA, com valores diminuidos, entre 0 1° e 15° dias (p<0,001),
sendo que a serie dmega 3, mais especificamente os acidos graxos com C20-22
carbonos mostram-se como responsaveis pelas diferencas encontradas (Figura 4, Tabela
4 e Anexo 2).

O grupo 24°C também mostrou um brusco aumento de SAT no 15° dia e
diminuicdo, com manutencdo dos valores iniciais no 30° dia de experimento, com
diferencas na comparacdo do 15° em relacdo ao 1° (p=0,02) e 30° dia (p=0,02), sendo
este comportamento compensado pela diminuicdo de MUFA no mesmo periodo, que
também apresentou diferenca significativa em relacdo ao 1° (p<0,05) e volta aaos
valores iniciais no 30° dia (comparacao entre 15 e 30° dia de experimento, p=0,02).
Houve uma tendéncia clara de troca de &cidos graxos PUFAN3 (C20-22 n3), que
decairam com o decorrer do experimento, chegando aos menores valores no 30° dia de
experimento, por PUFA n6 (C18n6), que tiveram um aumento expressivo N0 mesmo
periodo (Figuras 5 e 6).

Para o grupo mantido a 17°C nenhuma diferenca foi observada para os 3 grandes
grupamentos (SAT, MUFA, PUFA), porém para PUFA n6 de cadeia curta houve um
aumento dos valores na comparagdo do 1° com o 30° dia de experimento (p=0,04), com
aumento também observado para C20-22n6 no 15° dia experimental e retorno aos
valores iniciais no 30° dia (p=0,02 entre 1° e 15° dia e p<0,05 entre 15° e 30° dia)
(Figura 4).

Finalmente o grupo mantido nas menores temperaturas testadas mostrou um
aumento brusco de acidos graxos saturados no 15° dia de experimento (p=0,01), com
compensacéo direta na queda de porcentagens de MUFA e PUFA (n3 de cadeia longa),
(p<0,05 em todas as comparagdes entre 0 1° e 15° dia experimental).

Na comparagéo entre 0s grupos experimentais no 1° dia foi possivel verificar os

maiores valores de SAT para os grupos 24 e 17°C na comparagdo com 30 e 12°C
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(p<0,05), padrao que se inverte no 30° dia que mostra 0 menor valor para o grupo 24°C
na comparacgdo com 17°C (p=0,03) e 30°C (p=0,02) (Figura 4, Tabela 4 e Anexo 2).

A andlise de MUFA no 1° dia de experimento mostrou os menores valores
amostrados nos grupos mantidos a 24°C na comparagdo com o grupo 30°C (p<0,05),
mesmo resultado apontado para o 15° dia de experimento em 24°C, porém com valores
estatisticamente menores também na comparacdo com 12°C (p<0,05). No 30° dia de
experimento o padrdo de menores valores de MUFA se inverte, o grupo 24°C agora
apresenta a maiore porcentagen amostrada na comparacdo com 30°C (p<0,05) e 17°C
(p=0,01).

Para PUFA no 1° dia de experimento o grupo mantido a 17°C apresentou as
menores porcentagens amostradas em relagdo aos outros grupos experimentais, com
correspondéncia direta com os baixos valores de PUFAN3, mais especificamente os de

cadeia longa (p<0,05 em todas as comparac6es) (Figura 5).

Fosfatidilcolina Hepatica- snl
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30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5

Fig. 4. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da posi¢do sn-1 da fragdo
fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante

o tratamento cronico
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Fosfatidilcolina Hepatica- snl1 (PUFA N3 e
C20-22n3)
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Fig.5. Somatdria dos acidos graxos da classe 6mega 3 (barras a esquerda ) e C20-22n3
(barras a esquerda) da posicdo sn-1 da fracdo fosfatidilcolina hepética de Surubins do

Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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Fig.6. Somatdria dos acidos graxos da classe 6mega 6 (barras a esquerda ) e C18n6
(barras a direita) da posicdo sn-1 da fragcdo fosfatidilcolina hepatica de Surubins do

Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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o(sn- 2)

As membranas dos hepatdcitos dos animais do grupo mantido em 30°C se
mostraram estaveis na posicdo sn-2 durante o tratamento, com somente alguma
flutuacdo nos &cidos graxos polinsaturados 6mega 6, que tiveram seus valores
aumentados no 15° dia de experimento em relacdo ao inicio do mesmo, para C20-22n6,
com volta aos valores iniciais no 30° dia, e aumento no 30° dia para C18n6 (p<0,05),
para todas as comparacdes (Figura 8).

O grupo mantido a 24°C apresentou uma diminuicdo significativa de PUFA entre
0 15° e 30° dia experimental, que apesar de ndo apresentar uma correspondéncia clara
parece estar ligada aos acidos graxos dmega 6 de cadeia longa (Tabela 4 e Anexo2).

O grupo mantido a 17°C mostrou uma diminui¢do nos valores de MUFA com o
decorrer do experimento, com diferenca significativa na comparacédo entre o 1° e 0 15°
dia (p<0,05) e entre 0 1° e 30° dia experimental (p=0,03), diminuigcdo que parece ter
sido compensada por uma tendéncia de aumento de PUFA, C20-22n6 (p=0,01), ente o
1° e 15° dia de experimento, valores que voltam a diminuir no 30° dia experimental
(Tabela 4).

Os animais mantidos em 12°C mostraram 0 mesmo comportamento da posicao
sn-1, um aumento de SAT entre o 1° e 15° dia de experimento (p<0,05), com
diminuicdo significativa de MUFA no mesmo periodo (p=0,01) (Tabela 4, Figura 7).

Na comparacdo de MUFA entre 0s grupos experimentais no mesmo dia de
tratamento observa-se 0s menores valores amostrados para o grupo 17°C na comparagdo
com o grupo mantido a 12°C (p=0,01) no 1° dia de experimento, mesmo padréo
observado para o 15° dia experimental, mas com valores maiores estatisticamente para o
grupo 30°C na comparagdo com 17°C (p<0,05) e para o 30° dia de experimento na
comparagao com 24°C (p<0,05) e 30°C (p<0,05), valores que se inverteram na analise
de PUFA no 30° dia de experimento, com maiores valores encontrados no grupo 17°C

em relacdo aos animais mantidos a 24°C (p<0,001) (Tabela 4).
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Fig. 7. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da posi¢do sn-2 da fracao
fosfatidilcolina hepéatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante

o tratamento crénico
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Fig.8. Somatdria dos acidos graxos da classe dmega 6 (barras a esquerda ) e C20-22n6
(barras a direita) da posicdo sn-2 da fragdo fosfatidilcolina hepatica de Surubins do
Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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Tabela 4. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico

(M£ EPM)

Acidos o~ o o~ o o o

Graxos 30°C- dia 1 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C-dia 15 24°C-dia 30

sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2

SAT 41,20+0,67°  48,33+1,96  54,39+4,83°  46,66+0,90  55,18+1,25°"  48,31+0,51  49,12+241F"  43,79+,3,16  61,79+226°  43,63+4,34  38,54+2,92F"  46,58+3,11

MUFA 28,0142,58""  27,23+2,08™  26,2443,99™  2348+1,82”  20,09+2,23"  24.42+254™  20,71+1,81"" 25,86+2,17  14,25+0,65°  21,70+1,18  30,32+3,69"" 26,02+2,10™

PUFA 30,79+2,80°"  2350+4,34  19,3740,85°  29,8612,72 24,47+2 58 27,2742,98  30,17+3,47" 29,66+1,42 23,1442,13  34,66+3,16° 31,14+5,01  25,84+4,02”
PUFA n3 13,78+1,64%" 9,22+2,38 5,63+2,22" 8,86+3,92 6,33+0,97° 8,24+2 43 11,2041,26%"  10,18+1,11 7,61+2,36 9,25+3,06 3,76+1,79° 7,43+1,84
PUEA n6 16,37+4,17 14,2842 30  13,74+1,37  21,00%3,21° 16,32+2,28 19,03+1,67 18,98+4,54 19,48+2,44  1553+0,77°  25,42+0,10 27,3943,26° 18,4142 57

C18n3 3,34+1,39 2,09+0,94 nd nd nd nd 3,17+£2,75 nd nd nd nd nd
C20-22n3  10,44+0,50*" 7,13+2,14 5,63+2,22" 8,86+3,92 6,33+0,97 8,24+2 43 8,03+1,77%" 10,18+1,11 7,61+2,36 9,25+3,06 3,76+1,79° 7,43+1,84

C18n6 6,03+1,44 6,69+1,08° 6,73+0,84 8,93+3,30 4,72+1,59 11,52+2,70° 10,23+1,59 10,19+0,27 7,00+0,24%°  13,76+0,19 14,4242,97°  12,16+1,96
C20-22n6 10,34+3,44 7,59+1,222 7,0110,54 12,07+0,33" 11,60+3,20 7,51+1,18° 8,75+3,15 9,30+2,18 8,52+0,94 11,65+0,09 12,97+1,11 6,25+0,69

17°C-dia 1 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2

SAT 56,44+1,29"  42,05%5,25 53,38+6,23 48594566  51,01+6,20"  48,52+2,82  4227+141"  43,85+4,22  61,16+4,65°  51,70+7,42°

MUFA 24,51+0,66 24,38+3,29°  20,93+3,15  14,80+2,42""  2150+2,04"  1522+2,05”"  2576+2,18%  31,27+0,44°" 1555+285”  17,06+1,96°

PUFA 17,27+0,34" 33,56+2,52 25,69+3,30 36,60+3,25 26,644598  36,26+2,08"  31,97+0,77%"  23,484547  21,85+2,64°  28,46+4,29
PUFA n3 4,31+0,75" 14,88+2,13 6,66+1,64 14,90+0,29 7,59+2,08 14,61+2,78 12,9442 46%" 6,54+0,87 3,45+122° 12164425
PUFA n6 12,60+0,88% 18,68+1,42  19,03+2,59°  21,71+2,95 19,04+3,98 21,65+3,57 19,03+3,23 16,94+4,59 18,40+1,42  16,30+3,70

C18n3 nd nd nd nd nd nd 2,86%1,65 1,31+0,76 nd nd
C20-22n3 4,31+0,75" 14,88+2,13 6,66+1,64 14,90+0,29 7,59+2,08 14,61+2,78  10,07+0,81%" 5,23+1,63 3,45+1,22°  12,16+4,25

C18n6 7,57+0,69% 13,34+3,32 8,26+1,26 8,52+1,73 11,54+1,65° 13,49+4,57 9,33+0,86 7,46+1,89 8,51+0,39 10,07+1,18
C20-22n6 5,04+0,21° 5,35+0,87° 10,7742,65°  13,18+4,68" 7,50+3,23 8,16+1,00 9,70+2,37 9,47+2,70 9,89+1,80 6,23+3,04

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Fracao Fosfatidiletanolamina

Para os acidos graxos saturados foi possivel verificar a tendéncia de aumento das
porcentagens com o0 passar dos dias de experimento para o grupo 24°C com diferenga
estatistica significativa para os grupos entre o 1° e 15° dia (p=0,04) e 1° e 30° dia
(p<0,05). Por outro lado, houve um decréscimo dos valores nos animais mantidos em
17°C, com diferenca estatistica entre 0 1° e 30° dia de experimento (p=0,02). Para
ambos 0s casos as mudancas de SAT compensadas por mudangas inversamente
proporcionais em PUFA no mesmo periodo conforme observado no grafico de
flutuacbes (Figura 9), com diferencas estatisticas novamente para o grupo 24° (com
diminuicdo dos valores entre os dias 1 e 30 (p<0,05)) e aumento dos valores para 0
grupo 17°C (diferenca encontrada na comparagdo entre o 1° e 30° dia de experimento
p<0,05) enquanto que para o0s &cidos graxos monoinsaturados esta tendéncia de maior
porcentagem € claramente observada no grupo de animais mantidos na menor
temperatura (12°C), quando comparados as temperaturas mais elevadas, com diferenca
estatistica em na comparagdo com 30 e 24°C no 1° dia experimental (p<0,001).

Para PUFA n6 notou-se uma diminuicdo das porcentagens entre o 1°, 15° e 30°
no grupo mantido a 30°C, com maiores valores encontrados na primeira coleta
(p<0,001), diferencas que foram reflexo direto dos acidos graxos de cadeia curta. Para o
grupo mantido a 17°C foi possivel observar um comportamento oposto, com aumento
dos valores de PUFA n6 culminando com as maiores porcentagens no ultimo dia de
experimento (P<0,05), com diferencas intimamente relacionadas com o0s acidos graxos
de cadeia longa desta série C20-22n6. Na comparacao entre 0s tratamentos no mesmo
dia experimental é possivel verificar os menores valores de PUFA n6 no 1° dia de
experimento para o grupo mantido a 17°C com diferenca estatistica significativa em

relacdo ao grupo 24°C (Figura 10, Tabela 5 e Anexo 3).
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Fig. 9. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da fragdo fosfatidiletanolamina
hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento

cronico
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Fig.10. Acidos graxos 6mega 6 (barras a esquerda) e dmega 6 com 20-22 carbonos
(barras a direita) na fracdo fosfatidiletanolamina hepéatica de Surubins do Paraiba

(Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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Tabela 5. Perfil de &cidos graxos (%) da fracao fosfatidiletanolamina do tecido hepatico de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico

(M+ EPM)
Acidos
Graxos 30°C-dial 30°C-dial5 30°C-dia30 24°C-dial 24°C-dials 24°C-dia30 17°C-dial 17°C-dial5 17°C-dia30 12°C-dial 12°C-dial5
SAT 43,37+9,14 53,64+1,27 54,77+2,17 44,19+322°  50,16+2,28°  51,51+2,06" 54,41+4,97% 51,24+1,87 47,01+0,98" 49,3515,65 53,92+2,28
MUFA 13,17+1,75" 13,35+£0,41 14,02+0,49 13,94+1,59" 14,51+£1,09 15,47+0,52 15,07£2,90 15,97+0,81 15,30+1,29 18,95+3,42”  14,87+1,.35
PUFA 38,59+8,72 30,12+1,27 28,88+1,79 39,39+3,86% 32,84+3,43 31,41+2,60° 28,66+3,67° 30,98+2,37 35,07+1,50° 30,85+3,87 30,77+£3,42
PUFA n3 18,52+3,31 16,22+0,71 15,21+1,00 18,87+2,37 16,19+1,66 15,53+3,07 17,87£4,15 14,37£1,75 17,50+1,24 14,79+2,45 13,33£1,90
PUFA n6 19,46+5,32°  13,34+0,85°  13,15+147° 19,81+2,06" 16,17£2,35 15,53+0,76 10,55+1,32°"  16,06+0,93" 17,18+1,29° 15,83+1,96 16,92+1,39
C18n3 0,42+0,08 0,23+0,04 0,46+0,14 1,62+1,01 0,78+0,33 0,41+0,15 0,36+0,09 0,30+0,04 0,22+0,06 0,60+0,14 0,32+0,16
C18n6 8,79+2,51° 5,34+0,25" 4,66+0,74° 5,62+1,14 4,41+0,39 6,31+0,97 4,32+0,71 5,20+0,31 6,36+0,23 7,89+1,44 7,14+0,75
C20-22 n6 9,23+2,93 7,19+0,75 7,76x0,86 12,98+2,92™ 11,15+2,58 8,20+0,72 5,72+0,93" 9,89+0,76° 9,79+1,50° 6,86+0,76 8,83+0,78

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Andlise Posicional
o(sn-1)

Os &cidos graxos da posicdo sn-1 da fosfatidiletanolamina dos hepatécitos dos
animais mantidos a 12 e 30°C mostraram-se estaveis com o passar do periodo
experimental ndo apresentando nenhuma diferenca estatistica significativa em seus
valores (Figura 11, Tabela 6).

A analise dos &cidos graxos para 0 grupo mantido a 24°C mostrou a diminuicéo
de PUFA C20-22n3 (com diferenca significativa entre o 15° e 30° dia, p<0,05), com
concomitante aumento de PUFA n6 com 20-22 carbonos com aumento dos valores no
15° dia de experimento em relacdo ao 1° dia (p=0,02).

Os animais do grupo mantido a 17°C mostraram as maiores porcentagens de
MUFA no 30° dia de experimento com diferenca estatistica significativa na comparacao
com o 1° dia (p<0,05) e, em compensacdo a este aumento, se observou a diminuicdo de
PUFA, com diferenca estatistica significativa para PUFAn3 e C20-22n3, PUFANG e
C18n6 entre 0 1° e 15° dia de experimento (p<0,05 para todas as comparacoes, Figuras
12 e 13).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais no mesmo dia de tratamento foi
possivel notar diferenca significativa na comparacao entre os grupos 30°C e 17°C no 1°
dia experimental para PUFA n3, com maiores valores observados na menor temperatura
(C20-22n3- Figura 12). Ja para os PUFANG de cadeia longa e curta observou-se um
padrdo curioso na comparacdo entre os animais do grupo mantido a 24°C no 1° dia
experimental (o predominio de C18n6 em detrimento de C20-22n6) engquanto que 0
grupo mantido a 12°C mostrou o padrdo contrario, o que culminou em diferenca
estatistica entre as temperaturas (p<0,05) (Figura 13, Tabela 6 e Anexo 4). Na analise
do 15° dia experimental observou-se, na comparagdo entre 0s grupo 24 e 17°C valores
aumentados de PUFA, correspondentes a PUFAN3 de cadeia longa para o primeiro

grupo (p<0,05).
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Fig. 11. Flutuacéo das principais classes de acidos graxos da posi¢do sn-1 da

fracdo fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion
parahybae) durante o tratamento crdnico
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Fig.12. Somatoria dos acidos graxos da classe émega 6 (barras superiores) e dmega 3
(barras inferiores) da posicdo sn-1 da fracdo fosfatidiletanolamina hepética de Surubins

do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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Fosfatidiletanolamina Hepatica- snl (C18n6 e C20-
22n6)
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Fig.13. Somatdria dos acidos graxos da C18n6 (barras a esquerda) e C20-22n6 (barras a
direita) da posicdo sn-1 da fracdo fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba

(Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico

o(sn- 2)

Na analise do grupo mantido a 30°C observou-se um aumento brusco dos valores
de SAT na comparacdo entre 0 1° e 15° dia de experimento (p=0,03), sendo este
aumento inversamente proporcional a queda das porcentagens de PUFA n3, mais
especificamente do grupo com 20 ou 22 carbonos, que apresentaram valores diminuidos
no 15° e 30° dia experimental na comparacdo com o 1° (p<0,05 para todas as
comparacg0es) (Figura 15, Tabela 6).

Para o grupo mantido a 24°C nenhuma diferenca estatistica foi encontrada. J& para
0 grupo mantido a 17°C houve um aumento de SAT entre o0 1° e 15° dia de experimento
(p=0,02) e retorno aos valores iniciais no 30° dia, com diferenca encontrada na
comparagdo com o 15° dia (p=0,01). Este aumento de SAT em 15 dias foi compensado
pela diminuicdo de PUFA (Figura 14), com diferencas encontradas na comparagdo com
0 15° e 30° dia (p<0,05), com correspondéncia para PUFA n6 de cadeia longa
(diferenca significativa apenas na comparagdo entre 1° e 15° dia para os dois

grupamentos, (p<0,05).
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Na analise do grupo mantido a 12° é possivel acentuar o aumento de SAT com
correspondente diminuicdo de MUFA entre o 1° e 15° dia de experimento (p<0,05 em
ambas as comparacdes) (Tabela 6).

Na comparacdo dos acidos graxos saturados em todos 0s grupos experimentais no
1° dia foi possivel observar os menores valores amostrados no grupo 12°C em relacdo
aos demais no 1° (p<0,05 para todas as comparacdes) e 15° dias (diferenca significativa
na comparacdo com 17°C p<0,001), apesar de aumento expressivo deste grupamento
durante o periodo experimental. Ja o 30° dia mostrou os maiores valores no grupo 30°C
em comparacao com 17°C (p=0,02), valores que se invertem para MUFA, com o grupo
17°C apresentando valores significativamente maiores que o grupo 30°C (p<0,05) e
24°C (p<0,05) (Figura 14, Tabela 6), ainda para MUFA o padréo oposto aos visto para
SAT foi notado no 1° dia de experimento para grupo 12°C que apresentou a maior
porcentagem amostrada e diferenca significativa na comparacdo com 30 (p<0,05) e
17°C (p=0,04). Para PUFA n3 (C20-22n3) no 15° dia este padrdo se mantém, com
menores porcentagens para o grupo mantido a 30°C na comparagdo com os grupos 12°C
(p<0,001) e 24°C (p=0,01), com correspondéncia direta com C20-22n3 (Figura 15,
Tabela 6 e Anexo 4).
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Fig. 14. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da posicdo sn-2 da fragdo
fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)

durante o tratamento crénico
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Fosfatidiletanolamina Hepatica- sn2 (PUFA n3)
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Fig.15. Somatdria dos acidos graxos da classe dmega 3 (barras inferiores) da posicao
sn-2 da fracdo fosfatidiletanolamina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion

parahybae) durante o tratamento cronico
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Tabela 6. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidiletanolamina hepética de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento
crénico (M+ EPM)

é:;‘i‘(’; 30°C- dia 1 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C-dia 15 24°C-dia 30
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2

SAT 62,28+3,14  54,88+2,29""  64,14+0,67  62,53+0,52° 59,75+2,39  61,07+2,77  60,57+0,96 55,12+4,29"  61,45+4,65  60,69+0,61 60,18+3,56 60,93+0,80

MUFA 14,24+4,92 18,93+2,44" 14,1542 57 17,58+3,01 15,84+3,09 14,19+2,33" 14,97+3,37 18,89+3,78 13,9145,05  13,95+2,12 19,67+1,25  12,99+1,78"

PUFA 21,97+1,26 26,1943 44 21,7142,27 19,89+3,44 24,41+0,70 24,75+1 67 23,61+2,70 25,99+0,71  24,64+0,80”  2536+2,26 20,15+2 31 25,1242, 77
PUFA n3 3,80+1,65" 11,72+2,43° 5,66+1,19 3,61+1,36" 7,45+0,56 5,47+0,30° 6,66+1,43 10,07+2,01  8,70+0,62  8,11+1,23" 4,18+0,07 8,49+0,26
PUFA n6 18,17+2,43 14,47+2,55 16,05+2,27 16,28+2,94 16,97+0,14 19,28+1,67 16,95+3,38 15,92+2,34 15,94+1,09  17,26+1,04 15,97+2,37 16,63+2,67
C20-22n3 3,80+1,65" 11,72+2,43? 5,66+1,19 3,61+1,36" 7,45+0,56 5,47+0,30° 6,66+1,43 10,0742,01  8,70+0,62*"  8,11+1,.23" 4,18+0,07° 8,49+0,26

C18n6 9,82+1,66 8,35+1,61 8,23+0,93 10,35+1,35 6,24+0,41 12,46+0,62  12,01+3,08™ 8,70+0,76 7,14+0,66 10,08+1,13 8,85+0,48 9,30+1,42
C20-22n6 8,35+1,06 6,12+2,67 7,82+2,43 5,94+2 42 10,73+0,56 6,82+1,33 4,94+1 14% 7,2242,77 8,80+1,51° 7,18+1,11 7,12+2,85 7,33+1,63

17°C-dia 1 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2

SAT 60,31+1,56  54,09+0,79°  66,90+2,78  63,55+0,83”"  58,00+5,15  55,23+0,20°  56,87+4,66 42,99+506°  62,20+3,07  56,49+2,94”

MUFA 12,14+4,66°  16,97+3,09°  15,15+3,33 16,53+1,45 20,27+1,78°  22.81+0,507  17,50+4,36  30,08+2,44""  17,59+359  19,06+0,29°

PUFA 2647+4,31°  2894+2,32°  1653+0,75°°  18,01+0,72°  21,73+6,69  21,97+0,30°  24,71+6,15 26,11+3,48 19,36+2,74  24,45+3,17
PUFA n3 8,53+2,51%" 9,13+2,90 3,56+1,17" 6,49+0,56 6,42+0,22 6,53+0,27 4,86+0,92 6,99+1,86 6,25+1,70 9,15+1,85™
PUFA n6 17,94+1,80% 19,81+41,96  12,97+#1,06°  11,52+128 15,31+6,89 15,44+0,57 19,85+5,91 19,1242 48 13,11+#151  15,30+1,58
C20-22n3 8,53+2,51%" 9,13+2,90 3,56+1,17" 6,49+0,56 6,42+0,22 6,53+0,27 4,86+0,92 6,99+1,86 6,25+1,70 9,15+1,85™

C18n6 10,24+0,86% 8,28+0,97 5,94+0,83" 6,20+1,65 6,91+2,21 7,48+0,39 6,68+1,29" 9,18+1,68 7,55+1,17 7,0640,12
C20-22n6 7,69+1,99 11,5442 65° 7,04+1,44 5,32+0,38" 8,39+5,09 7,96+0,18 13,18+4,73™ 9,94+1,90 5,56+1,05 8,24+1,57

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; ‘simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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- Tecido Encefalico

Fracao Fosfatidilcolina

Para a fracdo fosfatidilcolina encefalica (Tabela 7) notou-se uma tendéncia de
aumento das porcentagens dos acidos graxos saturados com o decorrer do experimento
nos grupos mantidos a 30 e 24°C, (para 30°C diferenca significativa entre o0 1° e 30° dia
p<0.05; para 24°C diferenca significativa entre o 1° e 30° dia p=0,02), sendo que para
24°C 0 aumento teve como consequéncia direta a diminuicdo dos &cidos graxos
polinsaturados (Figuras 16 e 17), com diferenca estatistica significativa entre 0 1° e 30°
dia de experimento (p<0,001). Estas mudancas foram corroboradas com diferencas
tanto na série dmega 3, quanto pelos dmega 6.

Para a mesma fracdo na analise dos acidos graxos monoinsaturados observa-se que
0s animais mantidos nas menores temperaturas (17 e 12°C) apresentaram um aumento
expressivo das porcentagens do 1° para o 15° dias (17°C p=0,03; 12°C p=0,007), porém
0 grupo mantido a 12°C curiosamente teve seus valores iniciais muito baixos,
apresentando diferencas significativas em relacdo aos animais mantidos a 30°C (p<0,05)
e 24°C (p=0,039) (Tabela 7, Anexo 5).

Analisando-se os acidos graxos polinsaturados foi possivel detectar um padréo
de diminuicdo das porcentagens com o decorrer do experimento para 0 grupo mantido a
17°C, com queda significativa entre o 1° e 30° dias (17°C p=0,047), com mudancas

observadas na série dmega 3, de cadeia longa (p<0,05) (Figura 17, Tabela 7).
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Fig. 16. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da fracdo fosfatidilcolina

encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento

crénico
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Fig.17. Acidos graxos dmega 6 (barras superiores) e 6mega 3 (barras inferiores) na

fracdo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)

durante o tratamento crénico
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Tabela 7. Perfil de acidos graxos (%) da fracéo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico (M+ EPM)

é:;?(%ss 30°C-dial 30°C-dial5 30°C-dia30 24°C-dial 24°C-dial5 24°C-dia30 17°C-dial 17°C-dial5 17°C-dia30 12°C-dial 12°C-dial5
SAT 45,89+0,74° 47,60+0,85 52,90+4,99°  41,70+3,88° 44,91+0,40 48,34+0,81° 45,45+1,10 43,10+0,65 47,88+1,70 49,53+3,89 43,19+1,32
MUFA 34,25+0,63"  33,46+1,46 31,30£4,91  31,41+3,48"  33,93x1,42 35,64+0,57 31,14#1,41°  35,22+0,44° 36,31£0,66  24,26x4,12*  33,34+2,01°
PUFA 19,20+0,79 18,80+0,89 15,64+0,73 26,19+6,88° 21,02+1,55 15,91+1,07°  22,730,36° 21,40+0,87 15,64+1,43" 25,41+0,78 23,34+3,22
PUFA n3 10,99+0,90 11,35+0,76 9,68+0,89 15,38+5,42° 12,69+1,38 8,44+0,76" 14,16+0,54° 12,69+0,71 8,23+0,90" 14,51+1,27 14,14+2 44
PUFA n6 8,11+0,10 6,91+0,21 5,26+0,81 10,64+1,50° 7,84+0,28 6,87+0,41° 8,36+0,20 8,12+0,20 6,88+0,53 10,41+1,53 8,76+0,90
C18 n3 0,14+0,03 0,33+0,23 0,22+0,06 0,33+0,10 0,25+0,18 0,25+0,05 0,17+0,03 0,08+0,02 0,19+0,05 0,41+0,17 0,21+0,07
C20-22 n3 10,85+0,93 11,02+0,64 9,47+0,91 15,05+5,37° 12,44+1,12 8,19+0,80" 13,99+0,52° 12,62+0,70 8,04+0,92" 14,10+1,43 13,93+2,43
C18 n6 2,04+0,12 1,79+0,10 1,59+0,29 2,15+0,29 1,98+0,19 2,18+0,11 1,98+0,09 2,25+0,06 2,15+0,12 2,31+0,76 2,24+0,50
C20-22 n6 6,07+0,13 5,66+0,30 4,37+0,42 8,48+1,64 6,35+0,39 5,28+0,35 6,38+0,21 6,45+0,18 5,26+0,50 8,10+0,86 6,96+0,88

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Anélise Posicional
o(sn-1)

Na analise dos é&cidos graxos dentro dos grupos experimentais durante 0s
tratamentos foi possivel detectar no grupo mantido a 30°C um aumento expressivo dos
acidos graxos saturados, com valores maiores para 0 15° e 30° dias de experimento
comparados com o grupo inicial (p<0,05) (Figura 18). Inversamente, estas diferencas
sdo também encontradas, para o grupo inicial quando se comparam 0s &cidos graxos
polinsaturados em relagdo ao 15° (p=0,002) e 30°dias (p=0,04), corroborando
diminuicdo dos valores para PUFANn3 de cadeia longa (p<0,001 para todas as
comparagOes entre 0 1° e os demais dias de experimento), PUFA n6 por sua vez
mostrou diminuicdo significativa dos valores no 15°dia de experimento (p=0,02 na
comparacdo com o 1° dia) e volta aos altos valores iniciais no 30° dia experimental
(diferenca na comparagéo entre o 15° e 30° dia, p=0,02), apesar disso os dois subgrupos
de PUFANn6 mostraram diferentes padrfes de comportamento no decorrer do
experimento, com diminuicdo brusca de C18n6 (de 17,85% para 1,77% entre 0 1 e 15°
dias, p<0,001, diferenga que se manteve na comparacdo com o 30° dia de experimento)
e padrdo de aumento observado para C20-22n6 no 30° dia (p<0,05 para a comparagéo
entre 0 30° dia em relacdo ao 1° e 15°) (Figuras 19 e 20).

O grupo mantido a 24°C por sua vez apresentou uma queda das porcentagens de
acidos graxos saturados no ultimo dia experimental em relacdo aos demais (p<0,001),
MUFA mostrou uma diminuicao significativa dos valores no 15° dia de experimento e
volta aos altos valores iniciais no 30° dia (diferencas detectadas na comparagédo entre o
1° e 15° dias (p=0,02) e 15 e 30° dias (p<0,05)) (Figura 18). Em PUFA n6 foi possivel
observar, diferente ao ressaltado para 30°C, um aumento expressivo das porcentagens
na comparacdo do 1° para o 30° dia de experimento, corroborado pelos &cidos graxos
C20-22 n6 (p<0,05).

Para o grupo 17°C houve um episddio significativo de aumento das porcentagens
de acidos graxos saturados e redugdo de PUFA no 15° dia experimental com valores
diferentes estatisticamente em comparagdo com o0s outros dias (p<0,05). Para PUFA n6
de cadeia longa houve um aumento dos valores no 30° dia de experimento em relagéo
ao 1° dia (P<0,05), sendo este aumento inversamente proporcional & diminuicéo
significativa de PUFA n6 de cadeia curta em relacdo ao 1° dia experimental para o 15°
(p=0,02) e 30° dias (p<0,001) (Tabela 8 e Figura 20).
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No grupo mantido a 12°C houve diminuicdo dos valores de MUFA (com
diferenca estatistica entre 0 1° e 15° dia de experimento, p<0,05), com compensacao
direta pelo aumento de SAT no mesmo periodo (diferenca estatistica ndo detectada)
(Figura 18 e Tabela 8).

Na comparacdo entre as temperaturas testadas no decorrer do tratamento crénico
nota-se que houve uma tendéncia de aumento das porcentagens de &cidos graxos
saturados com o passar dos dias, porém na comparacdo entre as diferentes temperaturas
0 grupo mantido a 24°C, diferente dos demais, ja teve seus valores iniciais aumentados
em relacdo aos grupos mantidos a 30°C e 17°C, apresentando diferenca estatisticamente
significativa nas duas comparac6es (p=0,001). No 30° dia de experimento houve uma
inversdo dos valores com a maior porcentagem atribuida ao grupo mantido a 30°C na
comparagdo com 24°C (p=0,02) e 17°C (p=0,04). Na comparacdo de PUFA entre as
temperaturas testadas observa-se que 0s grupos mantidos a 12 e 24°C apresentaram 0s
menores valores para o0 1° dia de experimento, com diferencas na comparagédo com 30 e
17°C (p<0,05 para todas as comparac6es), com PUFA n6, mais especificamente C18n6
sendo responsavel por esta diferenca. Para PUFA n3 no 1° dia experimental nota-se
uma grande diferenca entre o grupo 30°C, com valores mais altos, em relacdo aos
grupos 24°C (p=0,03) e 17°C (p=0,02), sendo corroborado pelos acidos graxos de
cadeia longa pertencentes a série n3 (Figura 19, Tabela 6 e Anexo 6).
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Fig. 18. Flutuagdo das principais classes de &cidos graxos da posicdo sn-1 da fracdo
fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)
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Fosfatidilcolina Encefalica- sn1 ( PUFA n3 e n6)
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Fig.19. Acidos graxos 6mega 3 (barras inferiores) e 6mega 6 (barras superiores) da
posicdo sn-1 da fracdo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba
(Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico

Fosfatidilcolina Encefalica- snl1 (C18n6 e
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Fig.20. Somatdria dos acidos graxos C18n6 (barras inferiores ) e C20-22n6 (barras
superiores) da posigdo sn-1 da fragcdofosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba

(Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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o(sn- 2)

Para o grupo mantido a 30°C foi possivel verificar a queda dos valores de SAT na
comparacdo do 1° com o 15° e 30° dia de experimento, com compensacgéo direta pelo
aumento de MUFA no mesmo periodo (p<0,05 para todas as comparacgdes). Na analise
de PUFA nota-se uma diminui¢do no 15° dia e aumento no 30° dia de experimento,
sendo este comportamento diretamente relacionado com os &acidos graxos da série
O0mega 6, C20-22n6 mostrou uma diminui¢do aos 15 dias de experimento que se
manteve, enquanto C18n6 apresentou um subito aumento dos valores no 30° dia de
experimento em relagdo aos demais (p<0,05 para todas as comparagdes) (Figura 22,
Tabela 8).

Na anédlise dos animais do grupo mantido em 24°C a mesma reducdo dos valores
de SAT observada em 30°C foi verificada na comparagéo entre o 1° e o 15° (p=0,03)
dia experimental, porém, diferente do que ocorreu para 30°C houve um aumento e
restabelecimento dos valores iniciais no 30° dia de experimento (p=0,04 na comparacao
entre 0 15° e 30° dia). Comportamento oposto foi notado em PUFA, com aumento dos
valores no 15° e diminuicdo no 30° dia, corroborado por PUFANG de cadeia curta e
longa (p<0,05).

Os animais do grupo mantido em 17°C parecem ter 0 mesmo padrao observado
para 24°C, queda de SAT (p<0,05 na comparacgédo entre o 1° e 15° dia), aumento de
PUFA no mesmo periodo (p=0,01), com correspondéncia direta aos PUFANG de cadeia
curta.

O grupo mantido a 12°C apresentou um aumento significativo de PUFA entre o0 1°
e 15° dia de experimento (p<0,001), com correspondéncia direta aos PUFA n6 de cadeia
curta, que teve suas porcentagens dobradas no periodo (Figura 21, Tabela 8).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais foi possivel verificar que o0s
acidos graxos saturados apresentaram 0s menores valores para 0 grupo mantido a 17°C
no 15° dia de experimento em relacéo ao grupo mantido a 12°C (p=0,009). J& na anélise
do ultimo dia de experimento € possivel observar valores significativamente maiores
para o grupo dos animais mantidos a 24°C em relag¢do aos grupos 30 e 17°C no mesmo
periodo (p<0,05).

Ja para os acidos graxos monoinsaturados foi observado, como ja descrito
anteriormente um aumento das porcentagens no grupo mantido a 30°C, sendo que no

inicio do experimento 0s animais mantidos nesta temperatura apresentam porcentagens
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estatisticamente menores em comparagdo com todos 0s outros tratamentos (p<0,001).
Ainda analisando os &cidos graxos monoinsaturados entre 0s grupos experimentais, o
15°dia apresentou as menores porcentagens detectadas nos grupos mantidos em
temperaturas intermediarias (24 e 17°C), com diferencas significativas na comparacgéo
com as temperaturas extremas (30 e 12°C) (Figura 21).

Para os 4cidos graxos polinsaturados notou-se que os animais do grupo mantido a
12°C apresentou valores significativamente menores no 1° dia de experimento quando
comparado aos demais grupos (p<0,05). Ja o grupo 17°C no 15°dia mostra porcentagens
acima de 50% para os PUFA, sendo este resultado estatisticamente significativo na
comparagao com 30 (p=0,009) e 12°C (p=0,002) no mesmo periodo (Figura 21, Tabela
8 e Anexo 6).

Fosfatidilcolina Encefalica- sn2
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Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5

Fig. 21. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da posicdo sn-2 da fracdo
fosfatidilcolina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)

durante o tratamento crénico
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Fosfatidilcolina Encefalica- sn2 (PUFA n6 e
C18n6)
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Fig.22. Somatdria dos acidos graxos da classe dmega 6 (barras a esquerda ) e C18n6
(barras a direita) da posicdo sn-2 da fracdo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do

Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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Tabela 8. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento
cronico (M= EPM)

éﬁ;‘j(‘;ss 30°C- dia 1 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C-dia 15 24°C-dia 30
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 45.85+1,061%  40,75+3,45°  77,25+4,18°  2581+0,51° 72,93+5,19°™  19,90+4,34""  70,63+7,65°  39,14+3,65°  78,21+2,13%°  22,34+0,03° 58,88+14,50°" 40,31+7,44%"

MUFA 24,29+3,98 11,43+1,76%°  14,804+2,96  48,92+3,68”"  12,18+2 24 35,92+7,21° 17,3943,61*°  32,00£7,02”  8,06£0,42°  27,2742,23"  24,41+544*  29,37+10,99

PUFA 29,8746,63%"  47,824520%"  7,86+1,22°  2526+4,19°  14,89+295°  44,18+1156°  11,95+4,11°  28,85+4,61%"  13,73+1,71 50,39+12,19°  16,72+4,06  30,31+3,55°
PUFAN3  10,71+1,35%"  13,75+1,34 2,64+0,49" 10,04+0,28 2,45+1,04° 6,73+0,47 2,1040,75" 10,29+2,19 6,93+1,76 12,77+1,21 4,34+152 11,78+3,38
PUFAN6  19,15#527%" 25564392  5,22+0,73" 14,08+4,05°  12,44+1,92®  36,51+11,36°  7,67+2,98% 14,58+3,42° 6,80£0,99  34,24+12,12°  12,37+2,53°  15,60+0,71°
C20-22n3  10,71#+1,36%"  13,75+1,34 2,64+0,49° 10,04+0,28 2,45+1,04° 6,7310,47 2,10+0,75" 10,29+2,19 6,93+1,76 12,7741,21 4,34+1,52 11,78+3,38

C18n6 17,8544,51%"  13,45+1,84° 1,77+0,31° 10,74+3,61° 4,49+1,04° 31,37+8,59° 5,75+2,59" 10,99+3,81% 3,8540,20  27,49+10,65°  3,19+0,82 14,49+1,15%
C20-22n6 1,30+0,75° 15,65+2,84%  3,45+1,05°% 4,01+0,66° 7,95+0,88" 5,87+2,37° 1,92+0,41° 5,18+0,09°% 2,95+0,14 7,06+1,39° 9,19+1,71° 2,74+0,56

17°C-dia 1 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2

SAT 54,92+10,78"  38,86+0,98%  75,71+4,15°  17,03+0,84”  56,88+14,00°  24,70+3,77°  62,07+14,66 4487+1373  78,59+3,29  27,59+1,34"

MUFA 19,8242,13 28,32+7,19™  12,06%2,25 25,15+3,66°  23,37+10,26 38,32+2,78 25,41+9,13°  34,10+13,19™  9,31+0,31°  42,44+2,50™

PUFA 24,68+8,56°"  32,8248,17%"  12,23+263° 57,81+4,18""  17,55+4,42 36,97+0,99 12,524553"  21,03+0,53°  12,11+#301  29,98+3,83"
PUFA n3 2,96+0,47 12,01+0,63 2,23+1,07 19,57+3,89 3,92+0,50 10,91+0,64 5,762,70 10,28+1,61 3,01+1,93 7,8240,52
PUFA n6 21,7249,03  14,174572°  10,00£2,31  29,35+3,02° 12,68+3,37 21,95+2,08 6,76+1,07" 9,31+0,07° 9,09+2,45 18,46+4,29°
C20-22n3 2,96+0,47" 12,01+0,63 2,23+1,07 19,57+3,89 3,92+0,50 10,91+0,64 5,76+2,70" 10,28+1,16 3,01+1,93 7,8240,52

C18n6 20,19+8,15%"  9,47+1,62° 3,55+0,99° 21,79+2,94° 2,07+1,20° 18,89+1,63 4,11+1,56" 4,67+0,48° 3,68+0,76 11,93+2,73°
C20-22n6 1,53+0,88° 8,76+4,52 6,45+1,36 8,31+1,63 10,61+2,18° 4,11+0,46 2,65+1,26 5,4610,07 5,41+1,71 7,3242,22

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Fracao Fosfatidiletanolamina

Quando foram analisados os 4&cidos graxos saturados da fragdo
fosfatidiletanolamina das membranas celulares encefalicas, foi possivel detectar o
aumento dos valores em 30 24 e 17°C, com aumento somente no 30° dia para 30 e 17°C
e no 15° dia para 24°C (Tabela 9 e Anexo 7) (p<0,001), sendo que para 0S grupos
mantidos a 17°C e 12°C houve um aumento também das porcentagens de MUFA, com
diferenca estatistica significativa entre os dias 1 e 30 (p=0,02) para o0 grupo mantido a
17°C e entre 0 1 e 15° dias para o grupo mantido a 12°C (p<0,05) (Figura 21 e Tabela
9).

Observou-se também um padrdo de diminuicdo das porcentagens de acidos
graxos polinsaturados no decorrer do experimento para todos os grupos analisados,
exceto em 24°C, sendo este compensado em 30°C pelo aumento dos acidos graxos
saturados e no caso do grupos mantidos a 17°C e 12°C ao aumento dos MUFA (Tabela
9 e Anexo 7).

Na analise de PUFA n3 dentro dos grupos experimentais no decorrer dos dias
detecta-se queda significativa entre o0 15 e 30° dia em 30°C (p=0,09), entre 0 1° e 30°
dia para o grupo mantido a 17°C (p<0,001) e entre 0 1° e 15° dias para o grupo 12°C
(p<0,05), sendo que para 17 e 30°C estas diferencas sao corroboradas por diferencas nas

porcentagens dos acidos graxos 6mega 3 de cadeia longa (Figura 24).
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Fig. 23. Flutuacdo das principais classes de 4&cidos graxos da fragdo
fosfatidiletanolamina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)

durante o tratamento crénico
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Fosfatidiletanolamina Encefélica (PUFAN3)
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Fig. 24. Acidos graxos 6mega 3 da fracdo fosfatidiletanolamina encefalica de Surubins

do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico
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Tabela 9. Perfil de &cidos graxos (%) da fracdo fosfatidiletanolamina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico (M+

EPM)
é:;ggi 30°C-dial 30°C-dial5 30°C-dia30 24°C-dial 24°C-dials 24°C-dia30 17°C-dial 17°C-dial5 17°C-dia 30 12°C-dial 12°C-dia 15
SAT 31,88£0,57°  3302+261  42,19£306°  27,79+¢537°  37,23x240°  37,83:t350°  36,47358°  36,06:355°  41,16+2,96° 3694333  38,65:2,65
MUFA 22,64+1,67 20,95+1,07 23,88+2,10 21,68+4,06 23,29+1,33 23,57+0,47 19,46+0,98° 23,50+2,55 28,7612,00b 18,9445 53? 24,7711,86b
PUFA 4463199  4544+356°  33,18+4,28"  30,98+464  3893:3,86  37,95:381  4303+359°  30,83:6,10  29,36+4,70°  4313+441°  35634,48"
PUFA n3 29,83+2,20 32,52+3,21% 23,2613,47b 24,38+3,22 26,18+3,20 23,49+2,60 28,68+2,94% 24,62+4,46 17,8613,70b 29,04+4,00% 22,3813,34b
PUFA n6 14,20+0,53 12,91+0,36 9,92+0,82 14,95+2,12 12,75+0,75 14,46+2,24 13,56+0,80 15,21+1,72 11,50+1,05 13,65+0,64 13,25+1,22
C20-22 n3 29,13+2,37 32,52+3,21% 23,2613,47b 23,82+3,18 26,18+3,20 23,49+2,60 27,71+3,18% 24,62+4,46 17,8613,70b 28,19+4,29 22,38+3,34
C18 n6 1,84+0,20 1,20+0,09 1,14+0,04 1,68+0,18 1,33+0,05 1,41+0,07 2,26+0,29 1,45+0,18 1,45+0,09 2,25+0,95 1,82+0,08
C20-22 n6 12,36+0,40 11,71+0,43 8,78+0,81 13,27+2,05 11,43+0,77 13,05+2,30 11,31+1,01 13,76+1,88 10,05+1,10 11,40+1,42 11,43+1,22

®letras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; “simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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Andlise Posicional
o(sn-1)

Para os animais mantidos nas trés temperaturas mais elevadas foi possivel
observar um padrdo comum, a diminuicéo significativa de SAT, aumento de MUFA no
15° dia experimental e volta a altas porcentagens de SAT no final do experimento (com
diferenca significativa entre o 1° e 30° dia experimental em relagdo ao 15° para 30°C
(p<0,05) e 17°C (p<0,05) e entre 0 1° e 15° dia para o grupo mantido a 24°C (p<0,05))
(Figura 25). PUFA também parece ser um compensador da queda de SAT no 15° dia,
com valores aumentados no 15° dia para as trés temperaturas supracitadas, com
diferenca estatistica significativa entre o 1° e 15° dia para 30°C (p=0,02) (PUFANG,
C18n6- Figura 26), entre 0 1° e 15° dia (p=0,01) e 1° e 30° dia (p<0,01) para 24°C e
entre 0 1° e 15° dia (p=0,02) (PUFAN3 de cadeia longa) e volta aos valores iniciais e
diferenca entre o0 15° e 30° dia para o grupo mantido a 17°C (PUFANG6, C18n6) (Figura
26). O grupo mantido a menores temperaturas também apresentou um aumento de
MUFA no 15° dia de experimento (p<0,01) (Tabela 10).

Na comparagédo entre as temperaturas testadas no mesmo dia experimental notou-
se a existéncia das maiores porcentagens de SAT para o grupo 24°C no 1° dia de
experimento em comparacao com o grupo 12°C, porém para 0 15° dia de experimento,
como ja foi descrito anteriormente houve uma brusca diminuicdo de SAT para todos 0s
grupos, o que ocasionou maior porcentagem deste grupamento em 12° C na comparagio
com todas as outras temperaturas testadas (p<0,05 para todas as comparacdes). Para
MUFA os menores valores foram encontrados nos grupos 12 e 24°C na comparagao
com 30 e 17°C no 15° dia de experimento (p<0,05) (Tabela 10 e Anexo 8).

O grupo mantido a 24°C, como j& citado anteriormente, apresentou um aumento
dos valores de PUFA (n3 e n6), na metade do experimento, o que ocasionou diferencas
estatisticas na comparacdo com o0s outros grupos experimentais, para o 1° dia
experimental os menores valores foram observados neste grupo, com diferenca
estatistica significativa na comparagdo com o grupo 12°C (p=0,01). No 15° dia, 0s
animais mantidos em 24°C apresentaram as maiores porcentagens de PUFA na fracéo
quando comparados com a mesma fracdo dos animais mantidos em 17°C (p=0,04) e
12°C (p=0,02), o mesmo foi observado para o 30° dia de experimento, com diferenca
significativa na comparagé@o do grupo mantido a 24°C com o grupo 30°C (p<0,05).
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Fosfatidiletanolamina Enceféalica- snl
80.00 -
70.00 -
60.00 -
50.00 -

40.00 - e=SAT
30.00 - = MUFA

20.00 1 =~ /\/ \\/ i
. 7 N

10.00 -

0.00

30°C  30°C 30°C 24°C  24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5 Dia30 Dial Dial5
Fig. 25. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da posicdo sn-1 da fracdo
fosfatidiletanolamina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)

durante o tratamento crénico
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Fig.26. Acidos graxos 6mega 3 da posicdo sn-1 da fracdo fosfatidiletanolamina
encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento

cronico



%

135

o(sn- 2)

Esta posicdo apresentou valores de erro padrdo extremamente elevados, o que
dificultou a andlise estatistica dos dados. Somente os valores de PUFA passaram pelo
teste de normalidade o que mostrou a diminuicdo das porcentagens do 15° para o 30°
dia experimental para o grupo 24°C (p=0,01), corroborado pelos dados de PUFA n6,
C18n6, sendo esta mesma queda de PUFA observada neste periodo nos animais
expostos em 17°C (p<0,001) (Figura 27 e Tabela 10).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais no mesmo dia de tratamento
notam-se as menores porcentagens de MUFA no 1° dia de experimento para o grupo
30°C em relacdo a 24°C (p=0,01) e no 15° dia na comparacdo com 12°C (p=0,03). Para
PUFA o0 mesmo padrdo se mantém com menores valores para o grupo 30°C na
comparagdo com 24°C no 15° dia (p=0,02), com valores diretamente relacionados com
PUFA 06mega 3, C20-22n3 (Tabela 10 e Anexo 8).
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Fig. 27. Flutuacdo das principais classes de acidos graxos da posi¢do sn-2 da fracdo
fosfatidiletanolamina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae)

durante o tratamento crénico
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Tabela 10. Acidos graxos (%) das posi¢des 1 (sn-1) e 2 (sn-2) da fosfatidiletanolamina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o
tratamento crénico (M EPM)

éﬁ;‘j(‘;ss 30°C- dia 1 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C-dia 15 24°C-dia 30
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2
SAT 69,76+5,73° 56,84+7,62  32,85+4,71°  65,04+6,54 59,32+5,69° 54,46+594  74,21+0,67°  42,04+1,65  36,67+4,92  38,9449,05 48,26+11,36  47,67+8,68
MUFA 13,69+2,212 15,45+1,95"  39,87+7,06""  14,90+0,74"  19,46%2,10% 22,96+8,51 14,12+1,17% 27,460,457  24,25+159”  26,51+596 21,00+4,40 29,79+5,50
PUFA 16,40+3,74% 27714571  27,28+2,35°  19,1645,79"  20,99+3,54" 2257+2,56  11,67+1,49% 30,49+2,09  39,08+3,33"" 3456+3,10°" 33,24+7,88""  22,54+3,18°
PUFA n3 6,47+1,06 15,50+4,89 10,7942,10 8,37+2,83" 5,37+0,81 6,83+0,46 4,17+1,21° 12,86+1,88  18,35+0,73"" 16,21+1,70"  16,67+9,87°  13,29+3,92
PUFA n6 7,63+1,57° 10,44+2,08  1520+1,19°  10,10+3,03 14,45+3,72 14,59+3,04 6,35+1,11° 15,64+3,10  19,38+3,12°  16,75+0,81°  14,81+2,68°  7,65x0,66°
C20-22n3 6,47+1,06 15,50+4,89 10,79+2,10 8,37+2,83" 5,37+0,81 6,83+0,46 4,17+1,21° 12,86+1,88  18,35+0,73°" 16,21+1,70”  16,6749,87°  13,29+3,92
C18n6 3,93+1,26° 6,33+1,62 12,74+1,82° 4,69+1,28 8,99+2 45 7,91+0,51 4,50+0,76° 11,11+3,52*  16,06+2,24°  6,850,04° 8,60+1,95° 4,50+0,47
C20-22n6 3,70+0,90 4,11+0,52 2,46+0,73 5,40+1,75 5,46+1,30 6,68+2,53 1,85+0,41 4,53+0,42 3,32+0,88 9,90+0,85 6,21+0,78 3,15+0,19
17°C-dia 1 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2 sn-1 sn-2

SAT 67,94+0,80° 41844647  27,90+2,12%  44,01+11,98  5597+2,43%  57,64+1059  61,23+3,47" 38,04+10,05 56,86+6,13  36,51+14,28

MUFA 14,29+0,78% 26,6045,45  47,83+3,41°"  22,5318,26 17,55+0,51*  23,57+8,15 14,89+2,00% 28,17+6,72  21,224541°"  30,92+6,15™

PUFA 17,78+0,03% 31,57+2,64  2434+133"  3347+3,72  26,48+2,94°  1878+2,45°  23,88+1,54" 33,6243,23  21,924125"  32,57+10,55

PUFA n3 6,17+0,24 14,45+0,86 8,40+2,18" 12,59+3,79 9,28+1,13 7,59+2,11 9,29+0,52 20,62+5,29 9,93+0,75" 20,66+8,03

PUFA n6 8,97+0,68 12,93+0,82  14,54+1,53°  19,01+0,49 15,32+0,97° 10,34+0,90 12,88+1,47 11,36+1,68 11,14+1,10 9,84+1,89
C20-22n3 6,17+0,24 14,45+0,86 8,40+2,18" 12,59+3,79 9,28+1,13 7,59+2,11 9,29+0,52 20,62+5,29 9,93+0,75 20,6618,03

C18n6 5,06+0,32% 5,23+0,54 9,70+1,02 7,80+0,58 11,29+0,70° 6,77%0,30 8,21+1,94 5,10+0,36 6,85+1,00 5,46+1,11
C20-22n6 3,91+0,36 7,70+1,32 4,85+0,52 11,21+0,09 4,04+0,27 3,57+0,72 4,67+1,06 6,26+1,32 4,29+0,64 4,38+0,81

Dletras representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura; simbolos representam diferencas entre grupos em um mesmo dia
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4. Discussao

A exposicdo crbnica de juvenis de S. parahybae a diferentes temperaturas
evidencia que os animais, dependendo da temperatura considerada, apresentam uma
capacidade de remodelar as membranas celulares dos hepatécitos e do tecido encefélico,
mostrando em alguns casos respostas classicas ja observadas em espécies ictias de clima
temperado.

Todos os parametros fisico-quimicos aferidos (pH, oxigénio dissolvido e aménia)
encontraram-se dentro dos valores ideais para o cultivo de espécies em aquicultura, de
acordo com os dados de Boyd (1996). Para valores de amoénia os dados obtidos
mostraram para maiores concentracdes nos aquarios mantidos nas maiores temperaturas
guando comparados aos demais grupos, porém, mantiveram-se dentro dos limites
considerados subletais para peixes, 0,5 mg/L de acordo com Boyd, (1990), embora a
literatura disponivel ndo defina de forma clara um valor letal para que cada espécie, que
pode apresentar diferentes niveis de sensibilidade.

Os dados de massa corporea e comprimento total mostraram-se inalterados
durante o experimento, enquanto que os valores de IHS apresentaram, para todos os
grupos experimentais, um aumento no 15° dia experimental, valores que se mantiveram
altos até o final do experimento para 24 e 17°C. Outro fato importante a ser ressaltado
sdo os altos valores de IHS para os animais mantidos nas menores temperaturas em
relacdo aos animais mantidos a 30 e 24°C, este resultado pode ser explicado pela
capacidade de aumento da massa cardiaca e hepatica em animais mantidos em baixas
temperaturas (Baldisserotto, 2002).

Organismos aquaticos sdo expostos a variacbes e algumas vezes condicOes
ambientais extremas, que podem em Gltimo caso afetar ou debilitar algum ponto
fisiologico especifico e, frente a estas condi¢des, mudancas comportamentais podem se
tornar armas poderosas para a manutencdo da homeostase (Arts e Kolher, 2009). No
entanto, em condigdes de laboratorio como as utilizadas neste experimento, somente a
aclimatacao bioquimica e fisiologica, principalmente no que diz respeito a remodelagéo
da membrana celular, sustentaria as mudancas ocorridas nas temperaturas as quais 0s
animais foram expostos.

Tendo-se esta premissa como verdadeira a mortalidade do grupo mantido a 12°C
pode ser explicada pela falta de capacidade metabolica e de reestruturacdo fisica das

membranas como fator limitante a manutencdo de Surubins do Paraiba nas condi¢cfes
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impostas no tratamento crénico. Esta situacdo corroborou o trabalho de Hsieh e Kuo,
(2001) que testando a aclimatagdo a frio (de 25 para 15°C) em “milkfish” e carpa-
comum, se confrontaram no 8° dia com a mortalidade do grupo de “milkfish” por
faléncia metabdlica enquanto que as carpas sobreviveram até o final do experimento,
mostrando assim a plasticidade fenotipica das carpas em modificar sua temperatura de
conforto de forma mais eficiente quando comparado a outra espécie testada.

Este resultado evidencia as questfes adaptativas inerentes a remodelacdo das
membranas, pois a temperatura de 12°C provavelmente ndo seria uma temperatura que
condiz com a estoria evolutiva desta espécie, e assim, estes animais ndo apresentam
estratégias fisioldgicas e/ou biogquimicas para sobreviverem nesta condicdo. A
incapacidade de ajuste do grupo mantido a 12°C é claramente demonstrada também
pelo aumento de SAT em detrimento da queda de MUFA e PUFA em algumas fracdes,
como por exemplo: nas posicBes snl e sn2 da fosfatidilcolina hepatica, para a posicdo
sn2 da fosfatidiletanolamina no mesmo tecido, com correspondéncia para o grupo 17°C
e para a posicédo snl na fracdo fosfatidilcolina encefalica também para 17 e 12°C.

Seguindo o raciocinio das mudancas alostaticas nos grupos mantidos nas
menores temperaturas amostradas foi possivel observar em muitos momentos (para o
grupo mantido a 12°C na fosfatidilcolina hepética e para a posicdo sn2 da fracdo
fosfatidilcolina encefélica, e para 17°C em que este padrdo é encontrado na posicao snl
da fosfatidilcolina hepética, na fracdo fosfatidiletanolamina do mesmo tecido e na
posicdo sn2 da fosfatidilcolina encefalica) um padrdo de aumento de PUFA com o
passar dos dias experimentais, 0 que seria esperado de acordo com os principios da
aclimatacdo homeoviscosa (Buda et al., 1994, Lemieux et al., 2008). Porém por algum
motivo o acido graxo incorporado é o acido linoléico (C18:2n6), um acido graxo de
cadeia curta e poucas insaturacdes, acido graxo que possivelmente teve uma capacidade
fisica limitada de aumentar a fluidez da membrana. Desta forma a mortalidade ocorrida
nos animais expostos a 12°C pode estar ligada a incapacidade metabélica deste grupo
em se manter em baixas temperaturas. Para os dois padrdes observados acima, aumento
de SAT e incorporacdo de C18:2n6, o grupo mantido a 17°C parece ter demonstrado
outros ajustes metabolicos, e por estar mantido em temperaturas mais altas sobreviveu
durante o periodo experimental diferente do grupo mantido a 12°C.

Para 12 e 17° foi possivel notar que em alguns momentos a fluidez parece ter sido
alcada com o aumento de MUFA em detrimento da queda de PUFA, comportamento

observado para 17°C na posicao snl da fosfatidiletanolamina hepatica, e para 17 e 12°C
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na fracdo fosfatidilcolina encefalica. Similarmente a estes resultados encontrados, Stuart
et al., (1998), analisando o perfil de &cidos graxos de lesmas, mostraram que durante o
periodo de estivacdo existe uma remodelagdo dos fosfolipideos de membrana no
hepatopancreas, mais especificamente com o0 aumento dos acidos graxos
monoinsaturados e diminuicdo dos polinsaturados em aproximadamente 49%, refletido
principalmente na série n3. Esta substituicdo de acidos graxos SAT por MUFA, nas
membranas celulares, como ocorrido no presente trabalho, teria como resultado direto
um aumento da area de superficie da membrana em cerca de 30% (Farkas et al., 2000),
0 que auxiliaria na passagem de substancias pela bicamada lipidica.

O tecido hepatico mostrou para 0s grupos mantidos nas maiores temperaturas um
padrdo de diminuicdo de PUFA e aumento de SAT (C16:0 e C18:0), corroborado pelas
fracdes fosfatidilcolina total e posicdo snl e para a fracdo fosfatidiletanolamina, com
predominio destes acidos graxos na fracdo saturada de todos os tecidos, fracdes e
temperaturas testadas, o que ndo é uma surpresa, pois C16:0 é o metabdlito chave em
peixes. Andrade et al., (1995) mostraram que em diversos peixes a porcentagem deste
acido graxo variou de 50 a 70%.

Na andlise dos acidos graxos das posi¢cdes snl e sn2 da fracdo fosfatidilcolina
encefalica um fato mostrou-se relevante para os grupos 17 e 30°C, o aumento de &cidos
graxos 6mega 6 de cadeia longa com diminuicao dos &cidos graxos da mesma série com
cadeia curta nos animais mantidos nas menores temperaturas e 0 comportamento
contrario, com aumento de C18n6 e decorrente diminuicdo de C20-22n6 no mesmo
periodo para 0s animais mantidos a 30°C. Estes dois casos ilustram claramente o
metabolismo de PUFA em animais; no 1° caso € observada claramente a acdo das
enzimas elongases e dessaturases, que neste caso participam na conversao de acidos
graxos essenciais (AGE) basicos (com 18 carbonos) em &cido araquidonico (20:4n-6;
AA) conversao realizada pela acdo das dessaturases A6 e AS, e de duas elongases, como

demonstrado na Figura 26 (Zheng et al., 2004).

18:2n-6

im
18:3n-6 —® 20:3n-6
Ela
l AS
2ednai — P 22:dn-6— ™ 24:dn-6

Elo I Lo
| Ad l a6
¥

22:50-6 —— 24:5n-6

Fig. 26. Sintese de HUFA a partir de &cidos graxos essenciais com Cig da série n6. As setas na vertical

indicam dessaturases e na horizontal elongases. (Fonte: Zheng et al., 2004).
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O 2° caso mostra a diminuicdo de PUFA n6 de cadeia longa e aumento de acidos
graxos com 18 carbonos (C18n6) no mesmo periodo no grupo mantido a 30°C, o que
pode ser interpretado por dois angulos, o energético e o imunitario. Pensando pelo
prisma energético a utilizacdo dos acidos graxos de cadeia longa como substrato seria
vantajosa, j& que este grupo experimental ndo parece necessitar da incorporacdo de
acidos graxos de cadeia longa para fins estruturais e o catabolismo de &cidos graxos é a
maior fonte de energia para muitas espécies de peixes (Tocher, 2003). Considerando o
prisma imunitario as altas temperaturas enfrentadas por este grupo experimental
poderiam estar levando os tecidos a desviar os &cidos graxos com 20 ou 22 carbonos
(provavelmente o &cido araquiddnico- C20:4n6) deste tecido e fracdo para sistemas
conhecidos de oxigenacdo e transformando-os em produtos biologicamente ativos,
como os eicosandides (Schreiner, 2003), que participam ativamente de cascatas

inflamatorias e respostas ao estresse.
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Anexos capitulo 3



Anexo 1. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico (M EP)

Acidos Graxos

C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C21:0
C23:0
C16:1
C18:1c
C18:1nl11
C24:1
C18:2n6¢
C18:3n6
C20:2n6
C20:3n6
C20:4n6
C20:5n3
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6
C22:5n3

C22:6n3

30°C-dial 30°C-dia 15 30°C- dia 30 24°C-dial 24°C-dia 15 24°C- dia 30 17°C-dial 17°C- dia 15 17°C- dia 30 12°C-dial 12°C- dia 15
1,69+ 0,23 2,01+0,23 1,65+0,24 1,56+0,25 1,69+0,26 1,81+0,23 1,95+0,18 1,84+0,16 2,32+0,22 1,95+0,23 1,90+0,12
22,58+ 1,52 26,87+1,02 23,47+2,29 21,90+ 1,82 24,83+2,85 20,67+1,12 24,36+ 2,20 24,22+ 1,22 26,47+ 1,66 24,96+ 2,27 26,84+1,24
1,36+ 0,24 0,90+0,07 0,77+0,08 0,90+0,15 1,09+ 0,24 1,16+ 0,25 0,91+0,09 0,86+ 0,06 0,88+ 0,11 1,63+0,31 1,19+0,21
13,97+ 2,16 9,63+0,38 11,96+1,79 13,32+1,10 12,71+ 1,26 9,23+ 0,64 11,64+ 1,32 9,91+ 0,73 9,40+ 0,95 17,68+ 1,01 8,02+0,43
0,41+ 0,08 0,40+0,11 1,46+0,76 0,23+0,05 0,66+ 0,22 0,58+ 0,16 0,24+ 0,05 0,44+ 0,05 0,48+ 0,13 0,32+ 0,09 0,42+0,06
1,05+ 0,36 0,20+0,03 0,27+0,04 0,45+ 0,08 0,49+ 0,15 0,28+ 0,01 0,41+ 0,10 0,27+ 0,02 0,31+ 0,04 0,68+ 0,14 0,37+0,03
0,81+ 0,18 0,52+0,05 1,39+0,27 0,62+ 0,07 0,72+ 0,28 0,58+0,12 0,45+ 0,08 0,57+ 0,05 0,53+ 0,06 0,44+ 0,06 0,71+0,05
2,71+ 0,29 3,10+0,12 2,64+0,26 2,92+0,30 3,52+ 0,33 3,42+0,23 3,82+ 0,29 4,42+ 0,17 5,07+0,30 3,04+0,29 4,87+0,15
10,91+ 0,52 12,33+0,74 12,63+1,13 10,86+ 0,69 12,59+ 1,29 14,43+ 2,33 12,93+ 0,58 15,55+ 0,90 15,87+0,32 12,35+0,80 14,00+0,35
2,20+ 0,18 2,36+0,18 2,47+0,23 2,43+0,19 2,15+ 0,18 2,38+ 0,24 3,02+ 0,19 2,38+ 0,23 2,24+ 0,06 2,27+0,21 1,99+0,10
1,19+ 0,41 0,51+0,31 0,80+0,14 0,67+ 0,02 1,74+ 0,67 0,68+ 0,10 0,55+ 0,06 0,90+ 0,26 0,77+ 0,29 0,78+0,11 0,23+0,07
5,86+ 0,47 5,17+0,29 5,02+0,32 6,04+ 0,61 4,92+ 0,48 6,05+ 0,49 6,29+ 0,80 5,52+ 0,55 6,41+0,25 4,92+0,35 8,04+0,34
1,09+ 0,46 0,52+0,13 0,44+0,05 0,56+ 0,08 1,03+ 0,25 0,81+ 0,08 0,56+ 0,10 1,26+ 0,15 1,37+0,24 0,61+0,07 0,49+0,03
0,85+ 0,15 0,81+0,08 0,94+0,15 1,12+ 0,09 0,99+ 0,29 0,81+ 0,13 1,05+ 0,09 0,81+ 0,09 0,71+0,04 0,79+0,12 0,64+0,03
1,26+ 0,18 1,41+0,03 1,33+0,18 1,80+ 0,07 1,24+ 0,12 2,04+ 0,31 1,79+ 0,24 1,93+ 0,07 1,96+0,18 1,46+0,03 3,08+0,26
1,83+ 0,31 2,68+0,33 3,19+0,62 6,46+ 1,01 3,15+ 0,37 3,60+ 0,36 4,24+ 0,72 3,92+ 0,35 3,57+0,50 4,93+0,70 2,69+0,42
3,95+ 1,63 3,03+0,54 4,14+1,25 3,20+ 0,47 3,94+ 1,07 4,15+ 0,87 3,10+ 0,74 3,94+ 1,08 3,12+0,18 2,27+0,34 3,563+0,26
2,49+ 1,78 1,38+0,43 3,22+1,58 0,23+ 0,09 1,55+ 0,27 1,84+ 0,72 1,24+0,91 0,90+ 0,13 1,11+0,24 0,30+0,13 1,42+0,27
1,86+ 0,36 1,98+0,15 1,43+0,23 1,74+ 0,14 1,23+ 0,24 2,08+ 0,20 1,41+ 0,05 1,56+ 0,12 1,37+0,13 1,33+0,17 1,51+0,08
2,90+ 1,67 0,99+0,39 2,90+1,62 0,16+0,07 1,46+ 0,54 1,11+ 0,50 0,89+ 0,77 1,56+ 0,88 0,65+0,17 0,34+0,09 0,82+0,23
1,76+ 0,32 2,53+0,06 2,02+0,44 2,86+ 0,43 1,67+ 0,40 2,98+ 0,30 2,14+ 0,14 2,09+ 0,17 2,12+0,21 2,29+0,45 2,46+0,16
10,20 +2,19 16,98+1,29 11,35+2,68 16,49+1,58 10,29+ 2,04 14,13+ 1,48 12,41+ 1,00 10,03+ 0,71 9,81+1,06 10,45+1,95 10,80+0,59

144



Anexo 2. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidilcolina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico (M+ EP)

Acidos
graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
Cc22:1
C16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

30°C-dial 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C-dia 15 24°C-dia 30
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

3,03+0,62 3,00+0,10 4,18+0,36 2,39+0,39 6,10+3,41 1,51+0,60 2,82+0,02 3,67+0,23 4,91+0,94 0,32+0,13 1,13+0,33 5,49+1,74
16,16+1,82 20,94+1,40 20,56+1,16 18,87+1,20 16,16+1,27 17,68+2,13 21,44+1,04 19,73+1,45 19,37+£2,99 19,79+£3,01 12,86+1,96 16,25+0,81
17,11+1,36 14,27+1,40 18,35+3,04 17,94+1,08 21,51+1,46 16,97+2,03 19,43+1,56 13,45+0,60 21,66+1,07 17,57+0,75 12,08+1,23 14,74+1,00
4,92+1,17 7,58+0,72 5,79+0,48 3,88+0,38 5,76+0,64 5,83+0,73 2,77x0,77 4,10+0,46 7,94+0,99 3,79+0,64 7,57+1,40 7,39£1,29

nd 0,87+0,04 3,38+0,40 4,63+0,78 4,54+0,72 3,07+0,24 1,32+0,38 2,39+0,63 3,91+0,68 0,25+0,01 2,71+1,06 1,82+0,97
2,40+0,25 2,10+0,91 2,14+0,60 2,32+1,41 1,33+£0,23 2,07+0,51 1,48+0,56 1,33+0,24 4,93+2,12 3,83+0,07 0,60+0,36 4,48+2,33
6,82+1,63 6,84+0,13 4,77+0,24 7,54+2,17 6,48+0,37 8,18+1,74 2,27+1,52 6,19+0,84 2,60£1,10 3,50+0,48 3,37£1,97 6,41+1,06
17,59+4,19 16,93+2,61 17,80+3,84 11,20+4,65 10,00+1,12 12,05+2,88 12,18+0,31 17,28+1,50 10,36+1,05 12,19+0,74 14,5242 86 12,17+3,47
5,28+0,98 3,46+0,55 3,67+0,10 4,75+1,67 3,61+0,84 4,19+1,70 6,27+2,29 2,39+1,04 2,15+1,05 6,01+0,93 12,42+0,84 7,44+1,95
3,66+0,89 3,72+0,25 4,48+0,52 3,19+1,90 3,57£1,00 5,06+1,07 7,44+0,31 6,70+0,41 4,76x0,25 4,58+0,21 4,45+1,71 5,10£1,40
3,56+1,22 4,46%0,15 2,25+0,31 5,74+1,45 1,72+1,20 6,46+1,68 4,18+0,60 3,49+0,45 2,24+0,15 9,18+0,40 9,98+2,33 7,06£1,74
6,12+1,25 1,48+0,25 0,25+0,07 3,25+1,24 2,67+0,78 3,50£1,62 3,25+0,23 1,33+0,36 3,03+£0,94 4,02+1,75 3,14+1,63 3,29+0,41
2,81+1,15 3,13+1,08 3,29+1,41 1,69+0,36 3,66+1,48 2,48+0,95 3,19+1,81 3,53+0,65 4,75+2,16 4,52+1,72 0,61+0,22 0,58+0,14
1,51+0,67 1,40+0,07 2,21+0,74 2,56+0,58 nd 1,87+0,31 nd 0,33+0,20 2,13+1,24 nd nd 1,24+0,72
2,65+0,40 2,55+0,71 nd 9,21+2,56 nd 1,52+0,17 nd 5,10+0,23 nd 1,43+0,07 nd 4,02+1,75
2,36+0,27 3,42+1,01 2,01+0,92 3,67+1,15 4,61+0,95 nd 3,81+0,18 2,27+0,98 3,99+0,50 5,90+0,52 7,18+1,14 3,46+1,23
6,66+0,50 2,03+0,53 0,95+0,01 4,28+0,97 nd 3,44+1,42 2,28+0,26 3,27+1,31 1,38+0,04 1,88+0,06 0,48+0,25 2,25+1,10
5,70+0,89 0,70+0,03 1,75+0,16 3,14+0,56 7,23+£2,95 3,15+1,22 2,80+0,45 2,551,772 1,20+0,75 2,75%0,26 2,04+0,47 0,06+0,01

nd 1,13+0,25 nd 1,90+0,47 nd 3,46x2,33 3,10+0,90 0,28+0,01 2,81£1,12 1,12+0,63 4,32+0,87 1,09+0,23
2,60+0,27 1,95+0,44 2,30+0,54 4,17+2,32 2,17+1,01 2,80+0,96 nd 2,39+1,07 nd nd 3,22+1,09 1,97£1,02
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-continuacdo da tabela

Acidos
graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
C16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

17°C-dia 1 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

3,31+1,15 3,78+0,90 2,96+1,92 11,36+0,59 3,52+2,01 4,34+0,99 2,46+0,18 3,42+0,16 3,52+0,29 4,47+1,78
22,20+0,86 17,05+2,42 15,95+2,37 14,67+5,77 20,03+1,99 18,37+1,06 15,84+1,93 18,52+1,23 21,28+1,44 18,57+5,76
17,96+0,61 10,86+1,45 17,45+2,18 12,55+4,13 15,33+2,51 13,03+2,58 14,98+0,52 14,85+1,40 23,08+1,71 20,06+3,76
6,12+0,56 4,66+0,77 9,07+1,90 7,83+2,39 3,18+0,23 6,21+0,88 6,57+2,33 4,54+0,87 6,52+0,66 5,63+1,00
3,27+£2,32 4,04+0,01 4,45+1,97 nd 3,08+1,31 2,43+0,70 nd 0,98+0,36 4,36+0,54 1,38+0,47
3,71+0,27 3,68+0,27 0,76+0,44 nd 2,55+0,69 nd 2,33+0,03 4,06+1,45 1,24+0,47 0,12+0,01
5,31+0,98 6,70+1,72 5,35+1,83 2,31+0,37 7,62+1,40 1,80+1,33 4,57+0,68 6,08+0,31 6,90+2,96 4,18+0,63
17,19+1,73 9,66+1,92 10,51+1,64 3,44+0,60 6,82+1,24 8,96+2,66 16,06+1,84 21,70+0,68 6,55+0,87 6,91+3,59
2,01+0,76 6,31+3,69 5,07+2,24 7,70+1,87 7,06+1,82 4,47+1,29 5,01+0,95 3,49+0,56 5,65£1,72 5,97+1,27
5,19+0,45 8,99+2,26 2,95+1,00 4,54+0,11 3,36+0,89 7,30+3,37 5,02+1,42 5,31+0,65 5,96+0,73 2,59+0,47
3,57+0,66 4,34+1,76 5,31+1,98 3,98+1,62 8,18+2,52 6,19+2,12 4,31+0,57 4,31+2,01 2,55+0,34 7,48+1,41
1,30+0,08 6,31+1,95 2,95+0,44 9,30+1,40 5,24+1,85 5,74+2,40 5,41+1,43 0,82+0,07 0,95+0,47 3,03+1,28
2,40%1,20 3,80+0,81 3,71+1,59 4,23+0,07 2,35+0,32 1,63+0,90 3,62+1,22 1,92+0,25 2,97+1,50 2,29+0,86
3,16+1,02 0,90+0,07 nd 1,43+0,08 nd 2,26+0,68 nd nd nd 9,58+6,56

nd 5,74+1,99 nd 2,05+0,04 nd 5,98+1,86 2,08+0,47 2,90+1,14 nd 13,97+9,56
1,49+0,20 0,08+0,01 5,83+2,46 3,66+0,25 4,57+2,73 nd 3,67£1,27 2,79+0,97 2,70£0,20 1,74+1,07

nd 4,60+1,19 nd 9,55+2,97 nd 5,41+1,30 4,01+0,91 0,96+0,09 2,05+0,26 3,10+1,68
1,48+0,59 nd 2,66+0,64 nd 4,03+0,74 nd 3,44+0,78 4,98+2,47 3,84+1,66 0,40+0,01
3,16+0,25 nd nd nd 0,82+0,41 nd 4,38+1,36 nd 1,18+0,16 1,98+0,03
1,35+0,09 1,08+0,06 2,28+1,01 1,81+0,66 7,67+0,78 4,13+0,86 nd 3,24+0,38 0,25+0,04 1,79+0,09
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Anexo 3. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo fosfatidiletanolamina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento croénico (M+ EP)

Ql?ellgj(gz 30°C-dial 30°C-dia 15 30°C- dia 30 24°C-dial 24°C-dia 15 24°C- dia 30 17°C- dia 1 17°C- dia 15 17°C- dia 30 12°C-dia 1l 12°C- dia 15
C14:0 0,71+0,08 0,76+0,03 0,96+0,39 1,34+0,24 0,74+0,41 1,09+0,44 0,45+0,18 0,99+0,10 1,02+0,11 1,16+0,18 0,72+0,19
C16:0 14,30+3,32 17,01+0,60 17,38+1,33 16,05+2,24 16,77+1,41 20,45+1,04 16,34+3,56 20,84+1,34 20,75%1,50 18,20+1,73 22,19+2,15
C17:0 1,13+0,15 1,85+0,16 2,48+0,19 1,38+0,33 1,83+0,50 1,50+0,40 0,54+0,13 2,06+0,31 1,37+0,13 1,19+0,40 1,83+0,02
C18:0ant. 0,67+0,19 0,81+0,09 1,12+0,32 0,49+0,13 0,45+0,22 0,79+0,18 2,48+1,56 0,90+0,26 0,39+0,07 0,66+0,16 0,30+0,05
C18:0 22,38+3,68 24,66+1,17 24,43+1,97 18,94+2,13 21,24+1,40 19,80+1,35 28,81+3,25 20,86+2,44 16,95+1,03 24,55+4,02 23,35+1,11
C20:0 1,11+0,54 2,24+0,45 1,58+0,40 1,39+0,49 1,34+0,43 1,97+0,68 0,88+0,30 1,44+0,84 2,060,79 0,81+0,21 1,54+0,16
C21:0 0,98+0,23 0,67+0,05 1,02+0,31 1,01+0,28 0,63+0,25 0,81+0,04 1,90+0,84 0,55+0,10 0,47+0,04 0,95+0,30 0,73+0,15
C23:0 1,41+1,31 4,30+0,40 4,65+1,31 1,60+0,82 5,42+1,95 3,57+0,57 1,86+0,68 2,53+0,73 3,25+1,12 1,17+0,47 2,48+1,27
SAT 43,37+9,14 53,64+1,27 54,77+2,17 44,19+3,22 50,16+2,28 51,51+2,06 54,41+4,97 51,24+1,87 47,01+0,98 49,35+5,65 53,92+2,28
C16:1 1,49+0,11 1,49+0,10 2,54+0,21 1,59+0,33 2,28+0,24 2,36+0,04 2,90+1,93 2,29+0,12 2,25+0,38 2,30+0,61 2,01+10,34
C18:1c 6,03+0,86 7,51+0,15 7,63+0,24 7,39+1,44 6,51+0,73 8,17+0,44 7,10+1,04 7,39+0,48 8,35+0,75 11,12+2,67 7,64+0,56
C18:1n11 2,45+0,19 1,76+0,09 1,64+0,17 2,33+0,21 2,07+0,23 2,07+0,25 2,54+0,31 2,98+0,33 2,55+0,18 3,15+0,22 3,38+0,41
C24:1 0,50+0,20 1,13+0,33 0,69+0,17 0,96+0,36 1,20+0,39 1,04+0,28 0,49+0,13 0,91+0,25 0,44+0,12 0,14+0,08 0,17+0,08
MUFA 13,17+1,75 13,35+0,41 14,02+0,49 13,94+1,59 14,51+1,09 15,47+0,52 15,07+2,90 15,97+0,81 15,30+1,29 18,95+3,42 14,87+1,35
C18:2n6¢ 5,77+1,63 3,97+0,20 3,13+0,71 3,81+0,79 3,17+0,38 5,42+0,56 3,07+0,64 4,17+0,16 5,29+0,41 6,88+1,57 5,94+0,56
C18:3n6 3,02+1,87 1,37+0,10 1,54+0,26 1,81+0,90 1,25+0,22 0,89+0,41 1,26+0,23 1,03+0,18 1,08+0,27 1,02+0,15 1,20+0,19
C20:2n6 0,70+0,18 0,23+0,04 0,98+0,42 1,86+1,26 0,85+0,22 0,69+0,17 0,29+0,08 1,27+0,20 0,70+0,13 0,76+0,23 1,38+0,97
C20:3n6 1,44+0,29 0,81+0,08 0,73+0,11 1,21+0,27 0,61+0,15 1,03+0,17 0,50+0,07 0,97+0,14 1,03+0,12 1,07+0,30 0,95+0,24
C20:4n6 2,49+0,60 1,76+0,43 1,79+0,21 3,17+0,72 3,30+0,29 2,44+0,39 1,83+0,60 4,14+0,45 4,16+0,64 3,43+0,42 3,04+0,52
C20:3n3 0,85+0,06 0,52+0,06 1,39+0,60 2,00+1,64 0,65+0,12 0,70+0,11 1,82+1,20 0,66+0,06 0,54+0,07 0,45+0,05 0,27+0,06
C20:4n3 1,441,227 4,51+0,51 2,63+1,17 4,09+0,88 5,62+0,91 3,14+1,58 2,84+1,08 5,17+0,78 6,85+0,87 3,43+0,63 5,64+095
C20:5n3 5,10+3,38 0,36+0,06 2,38+1,33 0,19+0,05 3,15+1,78 1,55+1,43 0,83+0,66 0,21+0,08 0,19+0,02 0,11+0,04 0+0,00
C22:2n6 3,78+2,71 0,89+0,21 1,20+0,34 3,01+1,36 1,41+0,56 1,13+0,35 0,42+0,14 1,39+0,35 0,82+0,56 0,27+0,08 0,16+0,04
C22:4n6 1,55+0,42 1,30+0,24 1,13+0,15 1,51+0,32 1,16+0,24 1,73+0,16 0,91+0,26 1,20+0,25 1,40+0,23 1,15+0,13 1,42+0,82
C22:5n6 0,73+0,09 3,06+0,37 2,66+0,66 3,42+1,16 4,78+1,85 2,20+0,47 2,28+0,54 1,89+0,25 2,71+1,33 1,26+0,42 2,89+1,04
C22:5n3 1,55+0,43 0,87+0,12 0,86+0,15 1,73+0,45 0,92+0,20 1,08+0,06 0,62+0,21 1,21+0,21 1,37+0,22 1,65+0,39 1,22+0,46
C22:6n3 9,15+3,23 9,74+0,79 8,55+0,95 9,25+1,90 7,89+1,87 8,64+2,76 11,40+3,84 6,83+1,12 8,34+1,46 8,57+1,58 5,87+0,93
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Anexo4. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidiletanolamina hepatica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico (M+ EP)

Acidos
graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
Cc22:1
C16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

30°C-dial 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C-dia 15 24°C-dia 30
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

3,33+1,71 2,74+0,19 3,35+0,91 1,97+0,84 3,66+0,06 1,96+0,74 5,09+0,64 4,95+0,69 2,06+0,41 1,23+0,47 2,81+0,11 3,58+0,78
21,01+0,12 19,02+1,23 20,57+0,17 22,95+1,86 22,16+1,68 22,13+3,43 23,06+1,14 18,67+0,23 21,56+1,48 21,10+0,76 25,48+1,99 23,71+0,41
22,44+1,05 21,29+0,78 24,25+1,67 23,94+0,72 22,57+0,84 24,85+1,04 23,51+1,66 18,34+0,91 24,74+1,32 24,10+0,22 22,10+0,67 21,05+1,52
8,50+0,67 5,80+0,49 6,87+1,11 5,38+0,69 6,11+0,84 6,40+1,84 4,77+0,67 6,34+1,28 4,90+0,24 8,67+1,09 6,68+0,87 5,60+0,86
2,80+0,85 2,65+0,43 3,40+0,42 3,61+0,83 1,76+0,23 5,19+0,94 2,92+1,12 4,06+1,77 4,18+1,47 3,65+0,42 2,96+0,01 3,53+0,10
1,71+0,31 1,20+0,31 2,47%1,32 1,92+0,94 0,32+0,02 0,81+0,54 1,91+0,44 1,90+1,35 4,32+0,53 1,85+0,36 0,31+0,03 3,12+1,04
4,05+2,69 4,35+0,98 3,20+1,05 2,20+1,22 1,00£0,27 5,11+1,16 1,75+0,39 4,05+0,94 1,28+0,40 3,567£1,23 6,22+2,56 1,77+0,30
8,64+4,43 11,34+2,47 6,58+2,37 11,37+1,68 11,94+1,60 6,77+1,88 8,87+3,56 10,06+3,38 11,0445,22 5,93+0,45 8,38+1,00 8,73+2,44
1,54+0,63 3,24+1,48 4,38+0,50 4,01+0,19 2,91+1,22 2,31+0,50 4,20+0,48 4,78+0,63 1,59+0,98 4,45+0,96 5,07+0,24 2,48+1,27
6,28+1,07 4,37+0,30 5,52+1,27 4,00+0,31 3,68+0,48 5,16+0,87 4,75+0,41 3,58+0,51 4,36+0,87 5,47+0,48 4,43+0,26 5,47+0,09
3,54+0,89 3,98+1,74 2,72+0,58 6,34+1,05 2,56+0,89 7,30+0,25 7,26+2,96 5,12+0,93 2,78+0,99 4,61+0,90 4,42+0,22 3,82+1,40
1,62+0,66 2,59+0,30 4,22+0,08 1,26+0,42 1,59+0,53 2,65+0,54 1,74+0,047 3,26+0,99 2,30£0,71 2,71+1,16 1,75+0,01 2,83+0,34
2,17£1,43 1,15+0,56 1,72+0,74 1,42+0,71 2,68+0,84 0,32+0,09 4,48+1,10 3,59+1,67 6,24+0,68 1,60+0,74 1,23+0,43 3,76+0,63

nd 1,65+0,11 nd 0,99+0,30 4,69+1,22 nd 1,47+0,21 4,52+1,25 0,47+0,01 2,82+0,14 0,59+0,47 nd

nd 6,87+2,18 3,39+1,08 0,82+0,28 1,67+0,14 2,50+0,84 4,21+1,36 1,72+0,50 nd 2,87£1,61 1,81+0,22 1,91+0,67
3,47£1,29 3,32+2,10 2,21+1,19 3,26+1,22 4,52+0,01 2,58+2,07 1,15+0,32 3,00+0,47 1,48+0,65 2,70£0,61 2,87+1,38 4,28+1,65
1,89+0,54 2,27+1,01 1,83+0,94 1,41+0,59 2,58+0,35 0,97+0,40 4,45+1,44 1,25+0,23 3,39+0,85 1,95+0,73 0,72+0,28 0,68+0,10
1,98+0,04 nd 3,05+0,96 0,61+0,34 0,30£0,17 2,21+0,74 5,04+1,48 3,05+2,04 1,31+0,36 2,70+1,51 1,60+0,38 1,19+0,77
2,11+0,53 1,48+0,74 0,37+0,08 1,38+0,11 3,97+0,44 1,16+0,14 0,36+0,07 2,57x0,77 1,83+0,27 0,91+0,22 nd 2,39+0,58
0,61+0,08 1,95+0,47 0,92+0,44 1,18+0,24 2,97+0,48 1,01+0,12 1,34+0,34 3,12+1,57 2,85£1,60 0,62+0,32 1,93+0,82 1,17+0,52




-continuacdo da tabela

Acidos
graxos

C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:1
Ci16:1
C18:1n9
C20:1n11
C18:2n6t
C18:3n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:6n3
C20:2n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6

17°C-dia 1l 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

2,75+1,04 2,77+1,59 2,29+0,82 3,12+1,05 3,90+0,75 3,49+0,78 1,40+0,42 2,37+0,14 4,10+1,34 3,08+0,77
21,62+1,54 20,19+0,66 24,07+0,53 24,98+0,99 20,62+0,91 18,65+0,97 16,63+2,12 15,89+1,81 21,92+2,79 21,10+1,92
20,51+1,32 19,36+1,20 27,53+1,56 23,50+1,14 20,46+1,33 24,79+0,56 22,24+2,32 16,30+2,48 24,47+1,83 22,74+2,50
6,85+0,85 7,42+0,74 6,29+1,22 7,13+0,05 5,98+1,19 5,29+0,86 7,34+0,83 6,47+0,36 6,24+0,26 5,12+0,76
6,36+0,88 3,91+0,61 3,62+1,02 2,97+0,90 3,18+0,88 0,58+0,01 5,19+1,63, 1,75+0,24 2,39+1,00 4,10+0,09
3,33+0,08 1,11+0,25 2,80+0,57 1,86+0,43 3,50+2,00 5,44+1,33 3,78+0,36 0,65+0,14 1,81+0,47 0,23+0,04
2,44+0,99 1,05+0,42 3,41+1,14 3,11+0,86 2,02+0,97 1,38+0,56 1,65+0,43 3,56+1,11 2,51+0,87 3,12+1,33
6,73+4,51 14,69+3,03 11,19+3,52 7,50+2,42 17,19+1,07 17,79+0,53 14,20+4,11 22,43+2,38 13,62+3,22 11,78+1,88
2,97+1,26 1,23+0,14 0,56+0,26 5,93+1,76 1,06+0,43 3,64+0,47 1,65+0,69 4,09+0,88 1,47+0,19 4,16+2,85
6,54+0,08 5,38+0,54 4,49+0,61 3,68+0,87 4,81+1,88 4,05+1,02 3,54+1,29 8,00+2,06 5,92+1,79 4,80+0,79
3,70+0,80 2,90+1,36 1,44+0,28 2,52+1,05 2,11+0,19 3,43+0,63 3,13+0,39 1,19+0,40 1,63+0,62 2,27+0,91
3,16+0,38 4,00+£2,09 1,35+0,86 1,46+0,35 1,56+0,37 1,84+0,47 1,17+0,35 0,73+0,45 1,84+0,87 2,12+0,68
4,78+2,06 2,19+1,53 2,21+0,57 2,74+0,26 4,00£0,33 1,98+0,56 3,87+1,06 3,60+1,64 4,08+0,86 2,96+1,44

nd 2,94+0,67 nd 2,21+0,80 2,35+0,47 3,63+0,24 1,67+0,33 3,82+1,01 nd 3,56+0,48
2,24+1,30 4,58+0,52 2,62+0,38 1,30+0,30 2,57+0,98 3,1240,31 6,34+2,32 3,34+0,89 2,29+0,63 1,46+0,38

nd 3,70+0,04 1,39+0,53 1,78+0,73 3,24+1,69 2,67+0,98 nd 3,23+0,24 1,40+0,36 1,56+0,62
2,25+0,90 2,77+0,05 2,08+0,25 0,78+0,25 2,34+1,53 2,15+0,84 6,64+3,01 1,58+0,20 1,13+0,24 2,85+0,17
2,05+0,20 3,45+0,58 2,17+1,02 2,22+1,02 0,97+0,07 nd 3,21+0,47 2,52+0,32 0,47+0,04 1,56+0,74
5,50+1,58 0,81+0,14 2,73+0,47 3,73+0,90 2,68+1,05 nd 1,34+0,43 1,82+0,44 1,43+0,54 5,61+1,23
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Anexo 5. Perfil de &cidos graxos (%) da fragéo fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico (M+ EP)

Acidos

graxos 30°C-dial 30°C-dia 15 30°C- dia 30 24°C-dial 24°C-dia 15 24°C- dia 30 17°C-dia 1 17°C- dia 15 17°C- dia 30 12°C-dia 1 12°C- dia 15
C14:0 1,08+0,07 0,90+0,11 1,01+0,02 0,88+0,17 0,94+0,15 1,04+0,09 1,06+0,12 1,07+0,05 1,16+0,14 1,28+0,33 1,00£0,11
C16:0 23,00+1,00 23,94+2,56 27,99+0,30 19,53+3,22 22,50+2,87 28,05+0,68 23,11+0,57 24,52+0,55 27,87+0,88 20,74%0,73 21,95+2,32
C18:0anteiso 0,87+0,11 0,87+0,19 2,71+2,55 0,86+0,17 0,22+0,13 0,30+0,10 0,51+0,12 0,67+0,25 0,40+0,07 3,20+2,75 0,87+0,23
C18:0 18,31+1,04 18,87+3,10 18,12+2,07 17,25+1,00 18,42+2,61 16,15+0,34 17,89+0,50 14,34+0,29 15,91+0,65 20,22+1,06 16,80+0,86
C16:1 1,90+0,10 1,78+0,13 1,88+0,03 1,69+0,29 1,99+0,21 2,05+0,09 1,91+0,06 2,26%0,12 2,45+0,19 1,90+0,10 2,14+0,17
C18:1c 27,43+0,66 27,28+1,28 24,97+4,80 24,53+2,98 27,26+1,50 29,02+0,51 25,50+1,05 28,38+0,34 29,32+0,70 18,00+4,34 26,71+1,60
C18:1n11 1,17+0,04 1,27£0,12 1,21+0,05 1,28+0,11 1,38+0,12 1,35+0,05 1,04+0,08 1,33+0,02 1,31+0,05 1,18+0,09 1,52+0,21
C24:1 2,42+0,20 2,67+0,19 2,95+0,19 2,60+0,44 2,38+0,40 2,71+0,19 1,85+0,38 2,72+0,18 2,69+0,24 1,64+0,30 2,35+0,32
C18:2n6c 1,82+0,09 1,62+0,11 1,48+0,28 1,85+0,21 1,85+0,21 2,06+0,09 1,77+0,03 2,14+0,06 2,04+0,12 1,79+0,47 1,84+0,35
C20:3n6 1,57+0,.05 1,46+0,10 1,08+0,20 1,77+0,26 1,70+0,08 1,61+0,18 1,56+0,11 1,89+0,02 1,47+0,18 1,51+0,12 1,95+0,13
C20:4n6 2,11+0,13 2,35+0,09 1,52+0,33 3,12+1,07 2,80+0,31 1,92+0,15 2,53+0,08 2,54%0,11 2,09+0,30 2,42+0,41 2,98+0,55
C20:5n3 0,46+0,18 0,46+0,09 0,37+0,05 0,70+0,32 0,89+0,28 0,56+0,11 0,42+0,11 2,16%0,21 1,06+0,38 0,70+0,34 0,87+0,31
C22:4n6 1,40+0,10 1,32+0,09 1,07+0,03 1,89+0,44 1,36+0,11 1,16+0,06 1,40+0,11 1,43+0,09 1,18+0,16 1,81+0,41 1,59+0,17
C22:6n3 9,77+1,04 10,05+0,61 8,65+0,89 13,6845,20 10,98+0,93 7,02+0,67 12,84+0,47 9,68+0,59 6,38+1,11 12,06+2,29 12,22+2,47
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Anexo 6. Acidos graxos (%) das posigdes 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidilcolina encefalica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico (M+ EP)

Acidos
graxos

C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C22:0
C24:0
C16:1
C18:1n9
C20:1n9
C22:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

30°C-dial 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C-dia 15 24°C-dia 30
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

2,03+0,22 nd 1,79+0,24 nd 1,42+0,14 nd 1,15+0,09 nd nd nd nd nd
19,03+4,66 15,67+3,07 44,47+2 55 18,94+0,67 31,78+4,71 13,84+2,59 36,17+7,99 18,60+0,77 44,05+0,43 10,68+3,13 34,44+9,29 23,25+2,85
9,03+0,12 3,94+1,32 2,37+0,05 2,20+0,31 9,22+0,28 2,12+0,90 5,77+2,56 4,95+2,30 4,63+1,87 2,22+0,08 4,09+0,43 6,11+1,40
19,72+4,08 16,49+3,42 26,61+1,67 4,13+0,71 24,57+0,14 3,33+0,72 23,33+3,50 12,82+3,21 24,06+0,34 8,36+2,64 15,75+6,04 10,19+3,24

nd 11,27+0,48 0,77+0,08 0,54+0,01 3,20+0,12 0,60+0,13 2,13+1,26 2,77+1,11 0,40+0,09 1,09+0,44 1,21+0,23 0,76+0,04
1,32+0,65 nd 0,02+0,01 nd nd nd 0,44+0,10 nd 0,51+0,14 nd 0,61+0,10 nd
3,85+2,02 nd 1,04+0,16 nd 2,23+0,65 nd 1,15+0,22 nd 3,38+1,42 nd 0,91+0,10 nd
7,88+0,62 6,54+2,87 1,94+0,33 3,90+0,28 0,40+0,16 1,87+0,27 2,87+£1,34 4,13+1,20 0,79+0,34 2,30+0,63 1,04+0,54 1,95+0,22
8,47+0,05 5,03+1,39 10,14+2,55 44,51+3,44 9,99+1,18 32,23+7,39 10,84+2,79 26,01+6,85 7,09+0,66 23,91+12,09 23,02+9,93 26,28+10,83

nd 5,47+0,59 0,55+0,22 0,35+0,03 2,78+0,04 1,65+0,40 0,76+0,14 1,51+0,32 2,45+0,39 0,96+0,45 0,49+0,20 0,64+0,18
4,62+1,26 nd nd nd nd nd 2,38+0,96 nd nd nd nd nd
5,3340,27 1,32+0,22 2,81+0,07 0,17+0,07 1,80+0,90 0,17+0,04 3,33+0,28 0,46+0,19 0,34+0,11 0,10+0,04 0,35+0,02 0,50+0,24

nd 6,63+0,75 0,47+0,20 0,21+0,12 4,37+0,57 2,39+1,05 nd 3,08+1,05 nd 1,30+0,75
13,3645,17 9,91+2,80 1,12+0,16 10,06+3,39 3,21+0,79 30,64+9,72 2,62+1,30 9,40+4,27 2,70+0,19 27,18+12,30 2,33+0,66 12,86+1,33
4,48+0,66 4,72+1,61 0,65+0,16 0,68+0,23 1,28+0,25 0,73+0,40 3,13+1,31 2,12+0,63 1,15+0,39 0,31+0,07 0,86+0,17 1,64+0,13

nd 6,74+0,48 0,81+0,07 2,66+0,18 2,55+0,53 1,66+0,83 0,41+0,05 1,86+0,62 0,06+0,01 2,06+0,15 0,43+0,01 0,28+0,03
2,2740,12 1,46+0,04 nd 0,41+0,10 1,19+0,47 0,91+0,25 nd 1,95+0,24 3,99+0,19 1,39+0,72 2,35+0,58 0,80+0,18
1,88+0,78 11,37+0,41 nd 4,06+0,37 nd 2,60+0,49 nd 3,07£1,92 1,87+0,32 1,71+0,07 nd 5,37£1,12

nd 7,34+1,03 0,33+0,18 0,29+0,13 0,27+0,07 0,29+0,06 1,46+0,88 2,37+0,70 0,89+0,35 1,01+0,15 3,35+1,36 0,97+0,45

nd nd 1,52+0,86 nd 2,36+0,31 nd 0,48+0,16 nd 0,05+0,02 nd 1,05+0,54 nd
2,61+1,02 9,04+0,17 1,16+0,12 1,06+0,35 nd 3,9241,48 0,11+0,04 0,95+0,28 nd 3,98+1,40 5,53+1,95 1,50+0,08
4,87+2,65 4,68+0,85 0,42+0,31 0,30+0,17 nd 0,36+0,03 nd 1,15+0,35 2,16+1,02 0,65+0,36 1,05+0,04 0,36+0,03
6,20+1,24 5,36+1,45 2,2340,71 5,27+0,18 1,85+0,69 2,87+0,69 2,80+0,33 5,38+1,67 1,99+0,33 9,02+0,91 2,12+0,88 5,25+2,06
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-continuacdo da tabela

Acidos
graxos

C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C22:0
C24:0
C16:1
C18:1n9
C20:1n9
C22:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6
C18:3n6
C20:0
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C21:5n3
C22:4n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

17°C-dia 1l 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

1,75+0,15 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
20,25+0,76 15,96+2,06 35,61+4,06 9,32+122 33,60+9,89 15,68+1,88 34,03+9,02 27,17+7,26 35,67+4,84 17,17+£2,45
13,9945,10 7,41+0,27 6,30+1,55 2,96+0,79 1,79+0,72 3,21+0,95 2,99+0,05 1,62+0,54 8,83£1,77 2,75%1,06
12,83+7,11 13,74+0,76 25,94+0,58 3,66+0,52 16,3245,32 5,06£1,23 19,47+6,54 15,69+2,68 25,18+1,29 6,71+0,78
3,28+1,23 nd 1,97+0,56 nd 0,66+0,10 nd 0,73+0,34 nd 3,73+1,27 nd
1,92+0,85 nd 1,29+0,78 nd 0,98+0,14 nd 1,03+0,22 nd 0,92+0,72 nd
1,86+0,99 4,33+0,85 1,48+0,36 1,72+0,47 6,28+2,65 3,32+0,02 3,35+1,12 3,08+0,85 1,76+0,69 3,13+0,55
12,17+£1,59 21,2145,66 7,54+2,04 21,72+3,36 19,26+8,47 33,85+3,21 19,5148,10 30,29+11,08 5,80+0,67 37,04+1,29
1,10+0,22 0,92+0,15 2,21+0,40 1,41+0,19 6,29+2,36 0,68+0,19 0,70+0,28 0,45+0,14 1,88+0,14 1,97+1,03

nd nd nd nd nd nd 0,50+0,14 nd nd nd
4,03+1,67 1,86+0,53 3,04+0,67 0,30+0,06 0,97+0,03 0,48+0,25 1,27+0,32 0,28+0,17 1,75+0,43 0,30+0,19

nd 2,58+1,40 nd 8,14+2,46 1,90+0,23 3,06+1,74 nd 0,62+0,22 nd 2,91+1,06
16,8048,73 5,41+1,38 2,36+0,74 21,03+£3,37 2,92+0,58 17,84+1,74 1,88+0,55 3,85+0,89 2,70+0,70 11,14+251
3,39+0,58 4,06+0,42 1,19+0,39 0,75+,0,22 1,22+0,11 1,05+0,01 2,23+1,02 0,82+0,10 0,98+0,07 0,79+0,28
1,78+0,45 1,75+0,05 2,88+0,34 1,09+0,18 0,97+0,48 0,75+0,29 0,52+0,10 0,38+0,01 2,93+0,79 0,95+0,10
3,29+1,95 4,84+2,74 2,05+0,61 5,15+1,32 3,37+1,35 2,08+0,70 1,92+1,00 3,75+0,17 1,85+0,60 3,73+2,05

nd 1,11+0,27 1,19+0,11 1,91+0,35 nd 1,31+0,22 nd 0,47+0,20 nd 1,22+0,27

nd 4,56+1,73 nd 11,25+2,52 nd 5,569+0,21 nd 2,69+0,61 nd 2,87+0,78

nd 3,50+1,72 1,73+0,64 0,45+0,24 4,41+0,56 1,74+0,34 nd 0,63+0,24 1,46x0,76 2,58+0,63

nd nd nd nd 1,40+0,17 nd nd nd nd nd

nd nd 2,90+0,23 nd 0,30+0,10 nd 0,06+0,01 nd 1,41+0,57 nd

nd 0,42+0,05 0,68+0,11 2,72+0,83 1,57+0,23 0,29+0,10 nd 1,09+0,33 nd 1,01+0,24
0,57+0,12 0,58+0,14 1,27+0,85 0,22+0,04 0,62+0,34 0,92+0,40 0,64+0,33 0,81+0,06 3,69+1,07 0,71+0,20
2,67+0,64 5,75+0,70 1,62+0,71 6,20+1,18 2,59+1,25 3,09+1,06 5,11+2,47 6,31+2,11 1,17+0,70 3,01+0,50
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Anexo 7. Perfil de &cidos graxos (%) da fracéo fosfatidiletanolamina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico (M+ EP)

é:;gg: 30°C-dial 30°C-dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1l 24°C-dia 15 24°C- dia 30 17°C-dia 1l 17°C- dia 15 17°C- dia 30 12°C-dia 1l 12°C- dia 15
C16:0 9,41+035 7,67+0,65 8,51+0,83 10,11+3,53 9,25+0,73 9,15+0,97 10,17+1,01 12,02+3,63 10,02+1,09 11,01+1,75 11,31+1,23
C18:0 15,44+0,57 21,23+2,09 28,64+2,26 13,28+2,72 23,59+1,39 23,95+2,60 21,25+1,99 19,93+1,12 25,90+1,98 17,32+0,83 21,65+2,00
C24:0 0,68+0,10 0,60+0,12 0,94+0,22 0,63+0,10 0,30+0,10 0,77+0,17 0,33+0,05 0,44+0,19 1,16+0,14 0,31+0,07 0,62+0,22
C16:1 1,02+0,11 0,80+0,05 0,75+0,05 1,12+0,26 1,04+0,05 0,94+0,09 0,98+0,11 1,17+0,24 1,18+0,11 1,25+0,28 1,28+0,16
C18:1c 15,28+1,49 16,43+1,39 17,95+1,44 15,08+3,73 18,89+0,94 17,22+0,79 14,14+1,01 18,56+2,06 20,02+0,40 12,67+4,14 18,82+1,69
C18:1n11 1,61+0,14 1,43+0,10 1,59+0,12 1,32+0,19 1,86+0,11 1,65+0,06 1,76+0,08 1,63+0,11 2,01+0,15 1,64+0,22 2,15+0,26
C24:1 2,24+0,33 1,86+0,48 3,20+0,85 2,38+0,33 1,26+0,67 3,20+0,74 0,76+0,06 1,61+0,63 4,81+0,45 1,12+0,34 2,19+0,85
C18:2n6¢ 1,58+0,18 1,00+0,07 0,94+0,06 1,29+0,17 1,12+0,04 1,19+0,05 1,64+0,14 1,32+0,18 1,25+0,08 1,94+0,88 1,55+0,08
C18:3n6 0,26+0,05 0,20+0,02 0,20+0,02 0,39+0,11 0,21+0,02 0,22+0,03 0,62+0,22 0,14+0,02 0,19+0,02 0,31+0.12 0,27+0,02
C20:2n6 0,60+0,10 0,53+0,03 0,51+0,06 0,50+0,03 0,53+0,01 0,59+0,03 0,53+0,09 0,51+0,05 0,58+0,04 0,61+0,06 0,50+0,12
C20:3n6 2,61+0,09 2,17+0,08 1,87+0,17 2,31+0,25 2,19+0,13 2,18+0,24 2,23+0,30 2,09+0,21 1,86+0,12 2,25+0,35 2,30+0,17
C20:4n6 5,78+0,11 5,27+0,15 3,86+0,46 5,30+0,71 5,06+0,39 4,66+0,52 5,79+0,57 4,46+0,72 3,63+0,45 5,52+0,93 4,94+0,43
C20:5n3 0,75+0,10 0,63+0,22 0,62+0,04 1,67+0,72 1,33+0,35 1,12+0,12 0,77+0,15 4,21+1,10 1,82+0,54 1,82+0,95 1,63+0,62
C22:4n6 2,83+0,25 2,94+0,28 2,02+0,23 2,36+0,26 2,44+0,25 2,52+0,27 2,22+0,30 2,50+0,43 1,97+0,30 2,41+0,35 2,37+0,34
C22:5n3 1,11+0,04 1,43+0,14 0,84+0,14 0,92+0,12 1,16+0,21 1,02+0,19 0,90+0,19 0,91+0,21 0,88+0,17 1,09+0,10 1,59+0,59

C22:6n3 27,05+2,49 30,46+3,16 21,80+3,36 20,97+3,19 23,68+3,03 21,34+2,47 25,75+3,16 19,50+3,92 15,16+3,21 25,08+5,16 19,16+2,48
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Anexo 8. Acidos graxos (%) das posicdes 1 (Sn-1) e 2 (Sn-2) da fosfatidiletanolamina encefélica de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento cronico (M+ EP)

Acidos
graxos

C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
Ci6:1
C18:1n9
C20:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6c
C18:2n6t
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

30°C-dial 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1l 24°C-dia 15 24°C-dia 30
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2
22,25+2,63 17,05+1,09 18,35+0,87 33,23+6,46 21,07+0,84 19,60+2,20 21,65+0,73 14,44+0,23 15,40+2,98 17,05+2,89 17,64+3,59 16,62+2,73
6,61+3,43 12,04+2,39 4,67+0,76 3,21+0,27 2,62+0,74 11,48+3,87 3,67+1,22 8,09+0,80 5,97+0,09 1,95+0,46 2,22+0,54 5,23+2,30
38,97+7,39 23,78+8,82 8,47+2,89 25,87+1,14 32,54+6,78 21,01+7,54 48,07+0,81 16,10+2,49 13,89+1,64 16,16+4,47 25,97+6,61 25,27+8,42
1,94+0,61 3,98+0,51 1,36+0,43 3,62+1,33 3,09+1,16 2,38+0,07 0,82+0,16 3,42+0,27 1,41+0,21 3,77+1,24 2,43+1,06 0,55+0,17
2,05+1,04 2,19+0,70 2,74+0,98 0,94+0,14 2,42+0,51 0,88+0,47 1,22+0,33 2,29+0,42 1,47+0,80 1,55+0,49 1,41+0,63 2,06+0,85
8,01+0,91 9,82+1,00 35,80+6,48 9,35+0,05 15,00+1,57 21,05+8,40 11,30+1,20 11,07+1,15 17,98+0,69 20,06+6,23 17,91+3,44 23,95+4,27
3,07£2,12 2,13+0,43 0,38+0,08 2,25+1,18 1,56+0,59 0,38+0,01 1,11+0,18 3,52+1,74 3,71+1,82 3,57+0,42 0,86+0,15 2,96+0,36
0,56+0,38 1,31+0,17 0,95+0,32 2,35+0,25 0,48+0,05 0,65+0,35 0,49+0,08 10,59+1,45 1,09+0,34 1,32+0,35 0,81+0,61 0,82+0,01
2,30+1,40 1,78+0,31 1,29+0,36 0,70+0,07 1,16+0,09 1,15+0,02 1,15+0,07 2,00+0,87 1,35+0,52 1,59+0,58 1,77+0,58 1,60+0,08
2,45+1,12 3,79+1,50 3,71+0,37 2,50+1,32 1,82+0,60 2,53+1,17 1,85+0,16 4,27+0,60 3,72+0,60 3,82+0,56 2,71+0,36 0,36+0,20
0,73+0,23 1,53+0,38 7,54+1,94 1,88+0,06 3,21+0,89 1,95+0,69 1,54+0,11 5,28+2,55 9,99+2,72 2,48+0,41 4,88+1,40 2,26+0,39
0,74+0,09 1,01+0,36 1,48+0,93 0,31+0,02 3,96+1,14 3,43+0,04 1,10+0,61 1,55+0,37 2,35+1,07 0,55+0,12 1,01+0,44 1,88+0,12
0,76+0,31 2,36+0,92 1,22+0,69 2,68+1,15 2,99+1,07 1,78+0,83 0,40+0,21 2,91+0,24 1,42+0,41 6,03+0,78 2,74+0,50 1,69+0,40
0,62+0,07 3,04+1,31 1,64+0,68 3,00+1,72 1,16+0,42 0,66+0,12 0,55+0,29 2,32+0,62 4,89+0,84 3,12+1,64 1,07+0,67 2,54+0,29
1,22+0,40 2,88+1,27 3,60+1,19 1,90+1,09 1,47+0,17 1,66+0,30 1,05+0,50 3,47+1,46 4,40+1,32 2,72+0,62 1,64+0,12 6,39+1,99
1,66+0,76 0,92+0,44 0,66+0,16 2,27+0,64 1,26+0,32 2,65+1,07 1,13+0,20 0,78+0,35 0,74+0,06 2,92+0,27 1,98+0,72 0,63+0,16
1,28+0,20 0,83+0,26 0,58+0,17 0,46+0,05 1,22+0,29 2,26+0,63 0,33+0,15 0,84+0,31 1,15+0,53 0,96+0,33 1,49+0,51 0,83+0,36
1,15+0,75 2,54+0,94 1,27+0,43 1,84+0,41 1,23+0,42 1,22+0,38 0,19+0,06 3,59+0,07 1,71+0,37 2,05+0,29 2,06+0,46 0,09+0,01
3,47+1,09 7,02+3,04 4,28+1,21 1,64+0,39 1,51+0,52 3,29+1,02 2,38+0,41 3,48+0,96 7,35+1,59 8,32+4,25 11,90+10,17 4,27+1,65




-continuacdo da tabela

Acidos
graxos
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
Ci16:1
C18:1n9
C20:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6c
C18:2n6t
C18:3n6
C20:4n6
C20:3n3
C20:5n3
C22:2n6
C22:5n6
C22:5n3
C22:6n3

17°C-dia 1 17°C-dia 15 17°C-dia 30 12°C-dia 1 12°C-dia 15
Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2

20,73+1,23 15,16+1,20 9,93+0,41 17,73+3,28 24,81+1,03 19,20+1,65 25,80+1,3,9 14,85+2,51 21,90+1,09 20,06+8,96
11,31+3,40 7,57+3,96 7,12+¢1,21 2,97+1,04 1,14+0,24 7,14+2,80 7,67+2,27 9,46+3,43 12,14+3,07 3,68+1,43
33,39+5,99 16,16+1,03 9,86+0,51 21,24+7,41 29,20+0,99 28,05+6,60 26,70+2,29 10,72+2,77 21,16+2,69 11,75+5,08
2,50+0,56 2,95+0,59 0,98+0,01 2,07+0,25 0,83+0,16 3,25+0,52 1,06+0,20 3,00+1,34 1,66+0,58 1,03+0,60
2,67+0,11 1,62+0,78 2,48+0,35 1,23+0,67 1,21+0,10 1,51+0,41 1,45+0,48 2,16+0,02 2,73+0,98 2,26+0,5
10,82+0,77 20,7245,15 41,18+5,66 18,68+7,03 14,35+1,14 16,90+5,93 10,69+1,34 22,96+8,09 14,99+4,80 26,46+5,99
0,65+0,15 2,93+0,02 2,16+1,01 1,62+0,71 1,49+0,70 1,05+0,36 1,89+1,50 1,18+0,59 2,96+1,30 1,57+0,39
0,15+0,05 1,32+0,54 2,01+0,89 0,99+0,16 0,49+0,18 4,1242,23 0,86+0,34 1,87+0,79 0,54+0,42 0,63+0,58
2,64+0,47 4,19+1,40 1,39+0,68 1,86+0,43 1,88+0,84 0,84+0,48 1,71+0,38 1,65+0,38 0,84+0,21 2,07+0,70
2,72+0,35 2,13+0,96 3,76+0,18 3,70+0,49 3,20+0,26 3,30+0,48 3,48+0,85 1,73+0,31 1,49+0,76 1,96+0,65
0,90+0,50 1,51+0,34 5,35+0,75 1,97+0,70 5,65+0,52 2,43+0,32 2,70+1,04 1,22+0,31 3,60+0,74 2,44+0,55
1,44+0,17 1,59+0,34 0,59+0,09 2,12+0,79 2,43+0,96 1,04+0,39 2,03+0,47 2,15+0,36 1,76+0,43 1,07+0,11
2,75+0,32 3,02+0,19 2,03+0,59 5,30+1,21 1,12+0,12 1,33+0,37 3,21+0,93 2,08+0,51 2,61+0,21 1,69+0,54
1,95+0,97 4,62+1,12 2,12+0,79 0,36+0,05 2,83+0,05 1,42+0,65 2,65+0,58 2,46+1,23 2,32+0,44 2,27+0,72
1,04+0,11 4,19+0,28 1,18+0,26 1,91+0,15 1,65+0,44 1,71+0,91 3,17+0,37 1,99+1,14 1,36+0,94 0,78+0,10
0,86+0,01 1,85+1,31 1,93+0,11 3,47+0,59 1,01+0,49 1,46+0,46 0,99+0,47 3,20+0,32 1,26+0,53 2,08+0,35
1,47+0,02 2,84+0,55 0,88+0,04 2,44+0,52 1,90+0,89 0,78+0,33 0,64+0,09 0,98+0,50 0,42+0,26 0,61+0,09
0,49+0,11 1,93+0,34 0,80+0,46 1,71+0,09 1,16+0,11 0,97+0,66 0,82+0,66 1,16+0,60 0,97+0,32 0,79+0,21
2,69+0,73 3,71+1,41 4,29+0,68 8,61+4,09 3,63+1,72 3,50+1,03 2,65+0,29 15,01+8,25 5,28+0,90 16,82+7,19
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REGULACAO DA Na'/K*-ATPase, HISTOMORFOLOGIA E COMPOSICAO
FOSFOLIPIDICA BRANQUIAL EM Steindachneridion parahybae (Siluriformes:
Pimelodidae) ACLIMATADOS A DIFERENTES TEMPERATURAS

Ribeiro, C.S.}, Gomes, A.D.}, Cortez, L.L.* e Moreira, R.G.*

! Universidade de S&o Paulo, Instituto de Biociéncias- Departamento de Fisiologia, S&o
Paulo, SP, Brasil.

Resumo

A manutencdo da homeostase branquial muitas vezes é atingida por mudancas
estruturais do orgao sob influéncia de mudancas ambientais, que pode ocorrer de forma
direta, em aspectos macroscépicos (morfologia externa) e microscéopicos (fluidez de
membrana e atividade de bombas) deste tecido. Nesse contexto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a influéncia da temperatura em ensaio agudo e cronico sobre o
perfil de &cidos graxos dos fosfolipideos, atividade da enzima Na'/K'-ATPase e
histomorfologia branquial em Steindachneridion parahybae. Os resultados da fracdo
fosfatidilcolina (FC) nos dois ensaios realizados mostraram-se menos afetados pela
temperatura, diferente do observado para a fracdo fosfatidiletanolamina (FE), classe que
mostrou, no tratamento agudo, um curioso padrdo de aumento de SAT para 0s animais
mantidos nas menores temperaturas testadas, enquanto que o tratamento crénico
mostrou grande variacdo dos acidos graxos durante o periodo experimental, ressaltando-
se a diminuicdo de PUFA nos grupos mantidos nas menores temperaturas. A atividade
da Na'/K*-ATPase no tratamento agudo apresentou uma diminui¢do progressiva em 30
e 24°C, com concomitante aumento da atividade em 17°C e 12°C. Ja para 0 ensaio
crénico os grupos mantidos a 24°C e 17°C tiveram seus valores aumentados no 15° dia
experimental e diminuidos no 30°dia, as temperaturas extremas mantiveram o padrédo
descrito para o ensaio agudo. A histomorfologia branquial mostrou mudancas drasticas
na estrutura branguial principalmente nos animais mantidos nas menores temperaturas
durante o ensaio crbnico, com presenga de aneurismas lamelares em 17°C e total

auséncia de lamelas secundarias no grupo mantido a 12°C no 15° dia de experimento.
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Os dois tratamentos aos quais 0s animais foram expostos no presente trabalho

induziram mudancas na morfologia e estrutura de membranas.

Abstract

The maintenance of branchial homeostasis is often achieved by structural changes in the
organ under the influence of environmental changes, which can be macroscopic
(external morphology) and microscopic (membrane fluidity and activity of pumps) in
this tissue. In this context, the present study aimed to evaluate the influence of
temperature in acute and chronic trials on the phospholipid fatty acid profile, the activity
of the enzyme Na'/K*-ATPase and histomorphology of Steindachneridion parahybae
gills. The results showed the fatty acid composition of the phosphatidylcholine (PC)
was less affected by temperature than the one in phosphatidylethanolamine (PE) class,
that showed, in acute trial, a curious pattern of higher saturated fatty acids for animals
kept at lower temperatures tested, whereas chronic trial showed large variation in fatty
acids during the experimental period, highlighting the decreased in polyunsaturated
fatty acids in the groups kept at the lower temperatures. The activity of Na'/K*-ATPase
in the acute trial had a progressive decrease at 30 and 24°C, with concomitant increase
in activity at 17 and 12°C. In the chronic trial the same pattern for the acute trial was
observed in the extreme temperatures, the groups 24 and 17°C, on the other hand,
presented an increase in the values at the 15° day and a decrease at the 30° day. The
branchial histomorphology showed drastic changes in the chronic test, the presence of
lamellar aneurysms in 17°C and total absence of secondary lamellae in the group
maintained at 12°C at the 15° day of the experiment. Both treatments, to which the
animals were exposed in this study, induced changes in the morphology and structure of

membranes.
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1. Introducéao

Estudos do IPCC (Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas) avaliam
que no ultimo século a temperatura média global aumentou 0,6 °C. Nesse mesmo ano a
Assembléia Geral da ONU, em sua 70* Sessdo Plenaria, realizada em 06/12/1988,
aprovou uma resolucao visando a “prote¢do do clima mundial para as geragdes
presentes e futuras” (Houghton et al., 2001).

Aceitando-se que o clima da Terra estd mudando rapidamente em um processo
acelerado pela atividade humana e tal processo pode ter consequéncias drasticas para a
distribuicdo da fauna, justifica-se a importancia de se estudar como estas mudancas
podem afetar os organismos em diferentes niveis de organizacdo, desde a redistribuicéo
das areas ocupadas pelos biomas representativos de uma regido até os efeitos das
mudangas de temperatura sobre a fisiologia (Helmut et al., 2005).

Uma consequéncia importante decorrente do aumento da temperatura
atmosférica esta ligada a mudancas de solubilidade dos gases na agua, principalmente o
oxigénio, que apresenta naturalmente uma reducdo na sua capacidade de solubilizacéo
com a elevacdo da temperatura (Schmidt-Nielsen, 2002). Segundo este autor o valor de
solubilidade do oxigénio na agua a 20°C € 6,57 (mL O, / litro de H,0) e torna-se
significativamente menor a 30°C, chegando a 3,57 (mL O, / litro de H,0). Para a
maioria das espécies de peixes tropicais 0s valores ideais do oxigénio dissolvido na
agua estdo em torno de 4-6 (mL O,/ litro de H,0) (Pezzato et al., 2004). O aumento da
temperatura ainda reduz a afinidade da hemoglobina ao oxigénio, que em parte é
compensada, pois 0s peixes, em face a queda na solubilidade do oxigénio na agua,
aumentam a demanda deste gas em resposta a hipoxia (Whiters, 1992).

As branquias dos peixes sdo um 6rgdo multifuncional, envolvido em uma ampla
variedade de funcdes basicas, incluindo, captacdo de oxigénio, liberacdo de didxido de
carbono, osmorregulacdo, regulacdo acido-base, excrecdo de nitrogénio, metabolismo
hormonal e sensorial, sendo, portanto, o primeiro 6rgdo a sofrer as consequéncias da
diminuicdo da concentracdo de oxigénio aquatico. Tais tarefas sdo refletidas em uma
complexa estrutura e anatomia vascular onde supde-se que muitos destes sistemas séo
responsaveis por manter a homeostase durante diferentes niveis de atividade ou

alteracéo das condi¢Oes ambientais (Olson, 2002; Sollid et al., 2003).
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A manutencdo da homeostase pelas branquias muitas vezes é atingida por
mudancas estruturais do 6rgdo sob influéncia de mudancas ambientais que ndo sdo
suportadas por simples aumento e/ou diminuicdo da atividade respiratdria ou mudancas
comportamentais (Sollid et al., 2005), esta reestruturacdo atua de forma direta na
estrutura macroscopica (morfologia externa) e microscopica (membranas celulares e
atividade de bombas) do tecido branquial.

O Surubim do Paraiba (S. parahybae) € um peixe endémico da bacia
hidrografica do rio Paraiba do sul e, atualmente, se encontra nas listas de espécies de
peixes ameacados de extingdo. Grande preocupacdo sobre a conservacdo da
biodiversidade genética e de programas de repovoamento com esta espécie tem sido
levantadas. Esta é uma espécie reofilica, isto é, migra rio acima para se reproduzir
(Burgess, 1989), tal comportamento combinado aos impactos sofridos na Bacia do
Paraiba do Sul (principalmente as barragens) levou esta espécie a Lista Nacional das
Espécies de Peixes Ameacadas de Extin¢do — criticamente em perigo (Brasil, 2004 e
Honji et al., 2009).

Desta forma, contextualizando a grande amplitude térmica encontrada na
extensdo da bacia do Rio Paraiba do Sul, o comportamento migratorio que submete esta
espécie a uma grande magnitude de temperaturas, a grande influéncia deste fator
abiotico sobre as branquias e considerando a situacdo de endemismo da espécie- alvo da
presente proposta, o Surubim do Paraiba, o objetivo deste trabalho é verificar o papel da
variacdo da temperatura (de forma aguda e crbnica) sobre a histomorfologia branquial,
atividade da Na'/K*-ATPase e perfil de acidos graxos dos fosfolipideos das branquias

na espécie escolhida.

2. Materiais e Métodos

2.1. Procedimentos experimentais
Maiores detalhes sobre o delineamento experimental foram apresentados nos

capitulos 2 (tratamento agudo) e 3 (tratamento crénico).

2.2. Coleta de tecidos
No momento das coletas foram realizadas a biometria e dessensibilizacdo dos

animais com o uso de gelo que, em seguida, foram eutanasiados por sec¢do da medula
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espinhal na altura do opérculo e retiradas amostras de branquias, sendo que parte do
tecido foi mantida em criotubos armazenados posteriormente a -80°C para anélises de
acidos graxos e atividade da Na* K* ATPase e os dois primeiros arcos branquiais foram

acondicionados em formol tamponado para andlises histomorfologicas.

2.3. Separacao de classes fosfolipidicas e perfil de &cidos graxos

Os lipideos branquiais foram extraidos de acordo com o método de Folch et al.,
(1957) adaptado por Parrish, (1998), utilizando-se uma mistura de cloroférmio, metanol
e agua (2: 1: 0,5). Apbs a extracdo as amostras foram evaporadas em atmosfera de
nitrogénio e armazenadas em freezer (-20°C) para posterior analise.

As classes fosfolipidicas predominantes (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina)
foram separadas pela aplicacdo de aproximadamente 20mg de lipideos em placas de
cromatografia de camada delgada (TLC) mantidas em fase mdvel contendo cloroférmio,
metanol e agua na proporc¢ao de 65:35:4 (por volume). Apds a corrida das amostras na
fase movel descrita as placas foram secas, reveladas com diclorofluorosceina (2%)
(Fluka, Buchs, Switzerland) e identificadas sob luz ultravioleta (UV). As bandas
reveladas foram raspadas e eluidas em metanol. Apds a evaporacdo das amostras em
nitrogénio as mesmas foram metiladas com cloreto de acetila e metanol pelo método
acido proposto por Kitson et al., (1996).

O perfil dos acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa, utilizando
um cromatografo a gas acoplado a um ionizador de chama (FID) e a um autoinjetor
(Varian GC 3900). A identificacdo dessas moléculas foi feita com base nos tempos de
retencdo, utilizando-se um padrdo composto de metil ésteres (FAME) (SUPELCO, 37
components, Larodan Chemical Company - Mixture Me93 e Qualmix PUFA fish M -

Menhaden Oil), com resultados expressos em %.

2.4. Bomba de sodio e potassio (Na* K™ ATPase)
A atividade maxima da Na® K* ATPase foi determinada em amostras do tecido
branquial, com base na diferenca entre a taxa de liberagdo de fosfato a partir de ATP na
presenca e na auséncia de ouabaina e K* 10° mol .I"*, segundo Else et al., (1999). Os

resultados foram expressos por uM Pi/h.mg de proteina.
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2.5. Andlises histomorfologicas branquiais
Apos a etapa de fixagdo das branquias as mesmas foram processadas conforme
protocolo rotineiro de histologia, com cortes histoldgicos realizados em micrétomo
Leica RM2255. Em seguida os cortes foram corados com Hematoxilia/Eosina e
analisados em microscopio optico DM 1000 utilizando-se o programa LAS (Leica

Application Suite) para a captura de imagens.

2.6. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento casualizado, com 4 tratamentos
(30, 24, 17 e 12°C) e trés repeticOes (triplicatas dos tratamentos). Todos os valores
foram expressos em média + erro padrdo (EPM). Os valores de cada parametro e grupo
avaliados foram comparados usando o teste de andlise de variancia (ANOVA- Two
Way), utilizando o programa estatistico Sigma Stat for Windows (Version 3.10

Copyright®). O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

3. Resultados

* Acidos graxos

Foram analisados e estdo aqui apresentados os dados das classes fosfolipidicas,
fosfatidilcolina (FC) e fosfatidiletanolamina (FE) branquiais que foram selecionadas por
serem as mais representativas durante a separagdo em cromatografia de camada delgada
nas amostras analisadas. Os resultados serdo apresentados como somatoéria dos
principais grupamentos observados: SAT (saturados), MUFA (monoinsaturados) e
PUFA (polinsaturados), com as seguintes subdivisdes: n6 de cadeia longa (C22n6) e
curta (C18n6) e n3 de cadeia longa (C22n3) e curta (C18n3).

1. Fosfatidilcolina
- Tratamento Agudo
Este tratamento mostrou-se bastante estavel para esta fragdo, com mudancas
significativas para o grupo mantido a 30°C que apresentou uma queda de SAT no 3° dia
experimental em relagéo ao 1° dia (p=0,02), com restabelecimento dos valores no 4° dia
( com diferencga estatistica na comparacdo com o 3° dia, p=0,01). Esta queda parece ter

sido compensada no 3° dia pelo aumento de MUFA no mesmo periodo, valores que se
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mantiveram altos até o final do experimento, ocasionando diferencas em relacéo ao 1°
dia experimental na comparacdo com o 3° (p<0,05) e 5° dias (p=0,03) (Tabela 1 e
Anexo 1).

O grupo mantido a 24°C durante o tratamento agudo mostrou uma diminuigédo
progressiva de SAT no periodo experimental, culminando em diferenca estatistica na
comparacédo entre 0 4° e 1° dia de experimento (p=0,04), padréo oposto ao apresentado
por MUFA, que aumento no periodo, com diferenca significativa na comparacao entre o
2° e 4° dia de experimento (p=0,02). Para o grupo 17°C observou-se um aumento de
PUFA, com valores elevados no 3° dia de experimento em relagdo ao 1°, valores
corroborando PUFAN3 de cadeia longa (p<0,05 para as trés comparacdes).

Na comparagdo entre temperaturas no mesmo dia experimental verificou-se o
menore valor de SAT no 1° dia de experimento para 0 grupo mantido na menor
temperatura testada na comparacdo com 30 e 24°C (p<0,05). No 4° dia de experimento
0 grupo mantido a 30°C apresentou valores altos de SAT na comparacdo com 24°C
(p=0,02). Para MUFA evidencia-se diferenca estatistica significativa na comparagéo
entre os grupos 30 e 17°C no 3° dia experimental, com maiores valores para 30°C
(p=0,02). Na comparacdo de PUFA observou-se as maiores porcentagens no grupo
12°C em relagdo a 17°C no 1° dia de experimento, reflexo dos acidos graxos émega 6
(p<0,05) (Tabela 1 e Anexo 1).

-Tratamento Cronico

Para 30, 24 e 17°C observou-se um padrdo de diminuicdo de SAT durante o
experimento, culminando em diferengas estatisticas significativas para 30°C na
comparacao entre o 15 e 30° dia (p=0,01); para 17°C na comparacédo entre o 1° e 15° dia
(p=0,02) e no grupo 24°C esta diminuicdo foi evidenciada no 15° dia de experimento e
houve um aumento, com volta ao valor inicial no 30° dia experimental (p<0,05 para
todas as comparacOes) (Tabela 2 e Anexo 2). Na comparacdo entre 0S grupos
experimentais observou-se, como ja evidenciado para o tratamento agudo, 0s menores
valores de SAT para os animais do grupo mantido a 12°C no 1° dia experimental na
comparagdo com 30 e 24°C (p<0,05), o 15° dia experimental mostrou os maiores
valores amostrados de SAT para 0s grupos mantidos nas temperaturas extremas em
relacdo a 17 e 24°C (p<0,05 para todas as comparacgoes).

Para MUFA observou-se um aumento das porcentagens na comparagdo entre o

15 e 30° dia experimental para 30°C (p=0,02), ja para o grupo mantido a 12°C notou-se
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uma diminuicdo das porcentagens na comparagdo entre o 1° e 15° dias de experimento
(p=0,02). Na comparagéo entre temperaturas 0s baixos valores amostrados para o 15°
dia experimental no grupo mantido a 30°C culminou em diferenga estatistica
significativa deste dia em relacéo aos grupos 24°C (p=0,02) e 17°C (p<0,05).

Na analise de PUFA evidencia-se 0 aumento expressivo das porcentagens no
grupo 24°C, com diferenca estatistica na comparacéo entre o 1° dia de experimento € 0s
demais dias (p<0,05 para todas as comparacgdes). Na observacdo de PUFA n3 (C20-22
n3) foi possivel notar um sdbito aumento das porcentagens no 15° dia para o grupo
mantido a 17°C na comparagdo com os valores observados no 1° dia (Tabela 2 e Anexo
2). Os baixos valores para este grupo no 1° dia experimental mostraram-se diferentes
estatisticamente na comparagdo com o0 grupo mantido a 12°C (p=0,02), diferenca

corroborada por PUFANG de cadeia longa (p<0,05).



Tabela 1. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo fosfatidilcolina branquial de Surubins do Paraiba (S. parahybae) durante o tratamento agudo (M+ EPM)
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Acidos
Graxos

SAT

MUFA

PUFA

PUFA n3

PUFA n6

C20-22n3

C18n6

C20-22n6

30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
51,1346,07""  50,63%6,10  42,60£3,79* 51,33+223""  46,88+1,32 50,48+2,47*"  49,63%2,70 46,62+3,64  44,79+1,67™  49,4243,79 43,36+1,51  48,40+424  43,84+2,96°  46,58+2,86
20,43+4,15°  21,63+4,71 28,94%2 67" 2555246 27,68+1,94*  20,29+2,96 17,13+1,25° 22,23+1,15  27,83%594° 25344521 23,40+1,34  17,89+1,19°  24,47+1,91 19,75+4,60
28,44+5,28 27,74+5,33 28,46+1,13 23,12+2,51 25,44+0,61 29,22+4,45 29,425,224 31,15+3,39  27,39+4,85 24,97+7,61%  32,27#2,57  33,72#5,09" 31,70+4,47" 33,286,380
7,63+1,66 5,81+0,63 7,37+0,37 6,38+1,13 5,78+0,55 4,60+2,52 7,83+3,20 9,18+1,66 7,02+0,97 7,30+4,97% 9,56+1,23 13,5244,21° 8,50+2,62 11,36+2,01
19,13+3,73 19,51+4,41 17,44+0,40 13,49+3,11 18,24+0,07 14,41+5,52 17,17+1,15 19,37+2,60 15,52+5,01  16,14+2,71"  19,67+1,29 17,43+4,00  22,04+1,34"  17,1845,29
7,37£1,91 5,81+0,63 7,37+0,37 6,38+1,13 5,78+0,55 4,60£2,52 7,83+3,20 9,18+1,66 7,02+0,97 7,30+4,97 9,56+1,23 9,89+2,10 8,50+2,62 9,84+2,56
5,27+2,23 4,81+2,79 5,65+0,28 4,80+1,60 8,08+1,12 3,99+1,29 3,33+1,38 5,16+0,60 3,64+0,70 4,27+1,98° 5,46+0,40 1,22+0,65" 6,16+0,39 4,41+0,68
13,85+3,66 14,69+4,64 11,79+0,11 8,69+1,75 10,16+1,06 10,42+4,82 13,84+2,46 14,21+3,03 11,87+4,67 11,87+2,11 14,21+1,43 16,21+3,54 15,88+1,40 12,77+4,67

®letras representam diferencas entre grupos em um mesmo dia experimental; “simbolos representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatu
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Acidos 30°C-dia 1 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C- dia 1 24°C- dia 15 24°C- dia 30 17°C-dia 1 17°C- dia 15 17°C- dia 30 12°C-dial 12°C- dia 15
Graxos
SAT 51,13+6,07" 54,97+5,83"" 43,80+4,51° 50,4842 47%" 39,064,71" 48,22+4,06° 49,42+3,79° 39,034,61°" 40,80+3,94 43,84+2,96" 50,94+4,05™
MUFA 20,43+4,15 15,66+2,67* 20,60%3,18" 20,29+2,96 24,914,417 23,97+3,23 25,34%5,21 26,33+4,40™ 25,93+2,87 24,47+1,91° 16,86+2,99"
PUFA 28,44+5,28 29,37+3,28 35,13+2,76 29,22+4,45 35,0042,33 27,8145,13 24,97+7,61" 34,540,93° 32,1946,95 31,704,447 31,80%3,70
PUFA n3 7,631,66 9,87+4,18 9,85+3,17 4,60+2,52° 11,65+1,14° 8,17+2,49 7,304,97 10,59+0,69 10,25+1,92 8,50+2,62 10,53+1,88
PUFA né 19,13+3,73 16,52+2,00 18,29+4,80 14,4145,25 19,00£1,25 18,15+4,41 16,14+2,71" 16,81+1,39 18,3145,58 22,04+1,34™ 16,08+2,46
C20-22n3 7,371,091 9,87+4,18 9,85+3,17 4,60+2,52° 11,65+1,14° 8,17+2,49 7,30+4,97 10,59+0,69 10,25+1,92 8,50+2,62 10,53+1,88
C18n6 527+2,23 4,81+0,56 4,44+0,38 3,99+1,29 5,24+0,92 6,62+1,25 4,27+1,98 5,50+1,01 3,89+2,12 6,16+0,39 5,31+0,48
C20-22n6 13,85+3,66 11,71+2,14 13,85+4,82 10,42+4,82 13,7621,68 11,53+3,46 11,87+2,11 11,31+0,39 14,4245,06 15,88+1,40" 10,77+2,53

®letras representam diferencas entre grupos em um mesmo dia experimental; “simbolos representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura
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2. Fosfatidiletanolamina

-Tratamento Agudo

A analise dos acidos graxos saturados (SAT) mostrou um aumento significativo
para 0s grupos 17 e 12°C no ultimo dia experimental, com diferenca detectada na
comparacédo entre 0 2 e 3° dias em relacdo ao 1° dia experimental para 17°C (p<0,05) e
entre 0 1° e 2° dias de experimento para o grupo mantido a 12°C (p=0,02). A
comparagdo entre 0s grupos experimentais para SAT mostrou os menores valores
encontrados para o grupo mantido a 24°C, com diferencas detectadas na comparagédo
com 30°C e 12°C no 2° dia de experimento (p=0,03 e p=0,02, respectivamente) e 17°C
no 3° dia experimental (p=0,02) (Tabela 3 e Anexo 3).

Os grupos 24 e 30°C mostraram o mesmo padrdo para MUFA, uma brusca
diminuicdo dos valores, diminuicdo esta da ordem de 3 vezes o valor inicial para o
grupo 30°C, que mostrou diferenca estatistica significativa para o 5° dia experimental
em relacdo aos demais (p<0,001 para todas as comparagdes), para 0 grupo mantido a
24°C a queda pode ser evidenciada no 3° dia experimental, com porcentagens que
mantiveram-se baixas no 4° dia de experimento, com as seguintes diferencas
estatisticas: entre o0 1° e 3° dias (p=0,02), entre 0 1° e 4° dias (p=0,02), entre 0 2° e 3°
dias (p<0,05) e finalmente, entre 0 2 e 4° dias (p=0,02). Diferente do apresentado
anteriormente, o grupo mantido a 17°C mostrou um aumento dos valores no 2° dia de
experimento e queda no 3° dia, com retorno aos valores iniciais, com diferencas do 2°
dia experimental em relacdo ao 1° (p=0,03) e 3° dias (p=0,02), mesmo padrédo
observado para os animais mantidos a 12°C, que também apresentaram um aumento da
porcentagem na comparacdo entre 0 1° e 2° dias de experimento (p<0,05).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais para MUFA observou-se 0s
maiores valores amostrados no 1° dia experimental para os grupos mantidos nas
maiores temperaturas testadas em relacdo aos mantidos nas menores temperaturas
(p<0,05 para todas as comparacdes), ja para 0 2° dia de experimento o grupo 24°C
mostrou a maior porcentagem na compara¢do com os grupos 30°C (p=0,01) e 12°C
(p=0,02).

As diferencas evidenciadas para MUFA parecem ter sido diretamente
compensadas por padrdes inversamente proporcionais de PUFA, em que houve um
aumento substancial dos valores no 5° dia de experimento em 30°C, com diferenca

estatistica significativa em relagdo ao 2° dia de experimento, diferenca esta corroborada
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por C20-22n3 (p<0,05) e por C20-22n6 que mostrou diferenca estatistica na
comparacéo entre o 3 e 5° dias (p=0,02). No grupo mantido a 24°C houve um aumento
das porcentagens de PUFA no 3° dia experimental (com diferengas na comparagdo com
0 1° e 2° dias- p<0,05). A analise de PUFAN3 nesta temperatura mostrou uma
diminuicdo dos valores no 4° dia de experimento em relacdo ao 1° e 2° dias (p<0,05)
corroborado por C20-22n3, diminuicdo que foi compensada pelo aumento de n6 no
mesmo periodo, corroborado por C20-22n6. Na analise de PUFA nas menores
temperaturas testadas notou-se um padrdo de diminuicdo dos valores no 2° dia
experimental para os dois grupos (p<0,05 para as duas temperaturas), queda esta
corroborada por PUFANG de cadeia longa C20-22n6.

Na comparagdo entre as temperaturas no mesmo dia experimental observou-se
as maiores porcentagens de PUFA amostradas para o grupo mantido a 12°C no 1° dia
experimental, com diferenca significativa na comparacdo com 30°C (p=0,02), com
correspondéncia direta com PUFA n6 de cadeia longa, no 3° dia de experimento o
grupo 24°C mostrou valores estatisticamente maiores em relacdo ao grupo 17°C
(p<0,05). Para PUFAN3 o grupo mantido a 12°C mostrou a menor porcentagem
amostrada no 2° dia experimental em relacdo as demais temperaturas, com diferenca
estatistica na comparacdo com 17°C (p=0,02), ja para PUFA n6 os grupos mantidos nas
menores temperaturas no 1° dia experimental mostraram valores estatisticamente
maiores na comparagdo com o grupo 24°C (p<0,05) (Tabela 3 e Anexo 3).

-Tratamento Cronico

Na andlise de SAT observou-se 0 mesmo padrdo para as duas temperaturas
extremas, um aumento das porcentagens no 15° dia de experimento em relacéo ao 1° dia
(p=0,02 para 30°C e p=0,01 para 12°C), sendo que 0s animais do grupo mantido a 30°C
mostraram no 15° dia de experimento os mais altos valores amostrados, o que culminou
com diferenca estatistica significativa na comparacdo com todas as outras temperaturas
testadas (p<0,05 em todas as comparacdes) (Tabela 4 e Anexo 4).

Para MUFA foi observado uma queda brusca das porcentagens na comparagao
entre 0 1° e 15° dia de experimento para 30 e 24°C (p=0,01 e p=0,02 respectivamente),
com volta aos valores iniciais no grupo 24°C no 30° dia, com diferenga estatistica em
relacdo ao 15° dia (p<0,05), ja para o grupo mantido a 17°C o oposto foi observado,
houve um aumento das porcentagens no 15° dia experimental (p=0,02 na comparacao
com o 1° dia). Como ja descrito no tratamento agudo os valores de MUFA no primeiro

dia experimental mostraram um padrdo de porcentagens elevadas para 0S grupos
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mantidos nas maiores temperaturas em comparacdo com 0S grupos mantidos nas
menores temperaturas experimentais (p<0,05 para todas as comparagdes), para 0 15° dia
de experimento observou-se as menores porcentagens amostradas no grupo mantido a
12°C, com diferenca estatistica em relacdo ao grupo 17°C (p=0,02).

Os é&cidos graxos polinsaturados apresentaram um aumento significativo dos
valores no grupo mantido a 24°C, com diferenga na comparacao entre o 1° e 30° dia
(p=0,02), enquanto que para 17 e 12°C notou-se uma diminui¢do das porcentagens no
decorrer do experimento (diferencas entre 0 1° e 30° dias para 17°C (p=0,01) e entre 0
1° e 15° dias para 12°C (p<0,05)), sendo que para 17°C houve correspondéncia para
PUFAN3 de cadeia longa e para C20-22n6, enquanto que para 12°C para PUFANG de
cadeia longa. A analise de PUFAN6 no grupo mantido a 24°C mostrou um aumento
expressivo no 30° dia experimental em relacdo aos demais dias, com correspondéncia
com os acidos graxos de cadeia longa C20-22n6 (p<0,05).

Como ja descrito anteriormente muitas diferencas foram observadas entre os
grupos experimentais para PUFA no 1° dia de experimento, com valores aumentados no
grupo 12°C em relacdo ao grupo 30°C (p=0,02),com correspondéncia direta com PUFA
n6 de cadeia longa e para PUFA n6 os grupos mantidos nas menores temperaturas no 1°
dia experimental mostraram valores estatisticamente maiores na compara¢do com o
grupo 24°C (p<0,05) (Tabela 4 e Anexo 4). No 15° dia experimental evidencia-se
valores aumentados de PUFA no grupo 24°C na comparacdo com 30°C, com
correspondéncia direta com PUFANn3 de cadeia longa (p<0,05 para todas as
comparagdes). No 30° dia de experimento os altos valores de PUFA amostrados para
24°C se mantem, com diferenca estatistica na comparacdo com 30°C, com
correspondéncia agora com PUFANG de cadeia curta e longa (p<0,05), sendo estes dois
grupamentos também diferentes estatisticamente na compara¢do com o grupo mantido a

17°C (p<0,05 para todas as comparacdes) (Tabela 4 e Anexo 4).
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Acidos
Graxos

SAT
MUFA
PUFA

PUFA n3
PUFA n6
C18n3
C20-22n3
C18n6

C20-22n6

30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
43,32+4,07  48,00#6,56"  37,47+6,96  42,99+661  37,62+9,71  37,55#3,48  34,99+3,01"  34,74+x147° 37,70£2,08 37,96+4,98"  38,76x512° 51,47£3,31" 3303+1,46*  49,8+9,45""
23,40£3,70°"  20,67+1,20°  21,83+10,62° 24,88+3,27°  8,28+0,59°  27,31#4,77°" 31584241  14,66+1,76° 16,67+2,55° 11,25+3,88" 2556x6,33" 11,72+3,35"  10,76+1,65"  16,4+3,99"
33,03x1,46"  31,33537°  38,38%7,61  32,133502 50,60£11,59° 35,14%7,79*°  33,43£0,60° 48,13£129"" 42,6022,50  45,01597°  34,53+4,67° 36,30£3,32" 51,38+3,13*" 33,6+12,25"
17,86+4,09  13,874530  20,51#091  1957#556  22,89+2,01  2574+954°  2193#3,76"  24,82+#8,73  14,92+153° 2291%205 24,59+3,66" 20,59+177 15844555  10,27+4,12"
14,37+3,81°  17,46£3,43  10,31%3,79  11,26+2,56  21,27+8,85  6,85+0,54" 9,42+2,68° 17,96£6,09  22,15%2,77° 23,59+2,21*" 14,664513"  17,27+1,26  26,10£3,24*"  16,04%6,30"
5,05+2,43 3,21+1,09 7,11+0,65  591+1,88  554+0,83 7,32+1,72 5,15+0,82 4,84+2,01 3,36+0,96 2,40+1,39 3,18+1,72 6,42+1,73 4,35+1,74 2,54+1,63
12,724#2,15  10,66+4,35°  13,40£026  13,45#3,76  17,35+2,84° 18,42+821°  16,79+2,94*  19,98+6,75  11,55+1,62° 11,19#1,30  1527+392  7,001,02 7,01+2,24 6,45+1,12
4,46+0,56 6,03+1,61 2,75+1,41  474+136  1,60+0,88 2,57+0,44 3,60+0,45 3,82+1,00 3,98+0,37 3,35+0,97 5,94+4,04 4,46+0,66 2,73+0,86 2,76+0,82
9,91£325"  11,4441,97  756%£3,00°  652£168  19,66+7,96°  4,28+0,46 5,82£2,22°  14,14#509° 18,17£2,92° 20,17#3,22°  8,6246,04"  12,76+1,02  23,37x2,87*" 13,285,53"

®letras representam diferencas entre grupos em um mesmo dia experimental;

“simbolos representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura
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Acidos 30°C-dia 1 30°C- dia 15 30°C- dia 30 24°C-dia 1 24°C- dia 15 24°C- dia 30 17°C-dia 1 17°C- dia 15 17°C- dia 30 12°C-dial 12°C- dia 15
Graxos
SAT 43,324,07° 56,64+2,40"" 51,409,12 37,553,48 41,90+4,85" 35,48+1,95 37,964,98 43,64+4,77" 48,61%5,53 33,03x1,46° 40,91%5,15"

MUFA 23,403,70*" 16,7942,69" 21,04+4,84 27,31+4,77% 14,07+1,40° 16,28+5,74° 11,25+3,88" 17,79£1,72" 15,80+0,36 10,76+1,65" 8,47+0,97"

PUFA 33,03+1,46" 26,58+4,01" 27,03+4,62" 35,14+7,79% 43,00+3,52™ 48,24+3,78"" 45,01+5,97% 38,57+3,97 32,52+4,79" 51,38+3,13*" 39,2416,16°
PUFA n3 17,8624,09° 7,77£1,33" 13,7241,39° 25,749,54 19,40+7,68" 17,63%0,73 22,91+2,05° 15,72+2,21 9,42+1,68" 15,84+5,55 15,89+0,79
PUFA n6 14,37+3,81 15,13+2,02 10,57+2,74" 6,85+0,54"" 18,95+4,78" 30,61+4,51°" 23,59+2,21™ 20,30+3,79 22,58+5,09 26,10+3,24*" 20,8115,95"

C18n3 5,05£2,43 4,66x1,47 2,81£1,08 7,32£1,72 7,62£1,71 3,81£0,27 2,40£1,39° 6,35+1,30" 3,61+2,08 4,35+1,74 4,58+1,63
C20-22n3 12,7242,15 3,91+0,52" 13,65+4,10 18,42+8,21 11,78+7,24™ 13,82+0,99 11,19+1,30° 9,36%1,69 5,81£1,73™ 7,012,24 11,31+1,65

C18n6 4,46+0,56 3,78+0,82 4,29+0,94" 2,57+0,44* 3,07+0,60° 13,2643,45™" 3,35+0,97 5,28+0,57 5,54+1,40" 2,730,86 2,54+0,70
C20-22n6 9,91+3,25" 11,35+1,80 6,28+2,40" 4,28+0,46™ 15,88+4,61" 17,3621,06™" 20,17+3,22° 9,36+1,69 5,81£1,73™ 23,37+2,87%" 20,8125,95"

®letras representam diferencas entre grupos; “simbolos representam diferencas entre os dias de experimento em uma mesma temperatura
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Na® K" ATPase

Para o tratamento agudo foi possivel observar um padrdo de diminuicdo da
atividade da Na" K" ATPase nos animais dos grupos mantidos nas maiores temperaturas e
aumento nos grupos mantidos nas menores temperaturas testadas, com diferencas
observadas para o grupo 30°C na comparacdo entre o0 1°, 3°, 4° e 5° dias (p<0,05 em todas
as comparaces) e entre 0 2° e 5° dia (p=0,01); para os animais mantidos em 24°C houve
diminuicdo entre o 2° e 3° dia (p=0,02); para os animais mantidos em 17°C na
comparacdo entre 0 3° dia em relacdo ao 1° (p=0,03) e 2° dia (p=0,02); e, finalmente para
0s animais mantidos em 12°C, houve um aumento entre 0 1° e 2° dias (p<0,05), sendo este
grupo o que apresentou os maiores valores amostrados. Na comparagdo entre 0s grupos
experimentais foi possivel observar os maiores valores para os animais do grupo 30°C no
1° dia experimental em comparacdo com 17°C (p=0,02) e 12°C (p=0,01), enquanto que
para o 2° dia houve um grande aumento dos valores nos animais do grupo 12°C, com
diferencas comparando-se com 17°C, grupo em que os valores mostraram-se aumentados
no 3° dia experimental, com diferencas em relacdo aos grupos 30°C e 24°C (p<0,05 para as

duas comparacdes) (Tabela 5 e Figura 1).

Tabela 5. Atividade da Na'/K*-ATPase branquial (uM Pi/h.mg de proteina) de Surubins do Paraiba
(S. parahybae) durante o tratamento agudo (M+ EPM)

Tratamento Agudo- Atividade (uM Pi/h.mg de proteina)

30°C 24°C 17°C 12°C
1 13.56+1.28" 1 11.17+0.48%® 1 7.16+1.25™ 1 8.94+0.57™
2 11.25+1.09% 2 12.02+0.99° 2 7.66+1.41" 2 17.15+1.60°"
3 6.36+0.80™ 3 8.63+1.42"" 3 13.05+3.20™
4 7.69+1.19 4 8.98+0.55%
5 6.53+1.49°

® letras representam diferencas entre grupos, ~ simbolos representam diferencas entre temperaturas em

um mesmo dia de experimento
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Fig. 1. Atividade da Na'/K*-ATPase branquial (uM Pi/h.mg de proteina) de Surubins do

Paraiba (S. parahybae) durante o tratamento agudo

A andlise da atividade da Na'/K*-ATPase no tratamento cronico, assim como
observado para o tratamento agudo houve uma diminuicdo dos valores para o grupo
30°C, o que culminou em diferenca estatistica na comparacao entre o 30° em relacdo ao
1° e 15° dias (p<0,05). Para os grupos mantidos a 17 e 24°C um padrdo diferente da
temperatura mais elevada foi observado, com um padrdo comum nesta duas
temperaturas, que é um aumento dos valores no 15° dia experimental, com diferenca na
comparagdo com o 1° dia (p<0,05 para as duas temperaturas) e uma volta dos valores
iniciais no 30° dia, com diferenca estatistica na comparagdo com o 15° dia (p=0,01 para
24°C e p=0,01 para 17°C). Ja nos animais do grupo mantido a 12°C, como ja apontado
para o tratamento agudo houve um aumento brusco dos valores no 15° dia de
experimento em relacdo ao 1° dia (p<0,001) (Figura 2).

Na comparacdo entre as temperaturas no 1° dia experimental é possivel ressaltar
0s maiores valores para 0s animais amostrados no grupo 30°C na comparagéo com 17°C
(p=0,01) e 12°C (p=0,02). O mesmo padrdo observado para 24°C em comparagao com
17°C (p<0,05). No 15° dia experimental observou-se o menor valor amostrado nos

animais mantidos em 17°C em relagéo aos grupos 24°C e 12°C (p<0,05). Ja no 30° dia
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experimental observou-se o maior valor amostrado nos animais do grupo 24°C na

comparacdo com 30 e 17°C (p<0,05 para todas as comparagoes) (Tabela 6).

Tabela 6. Atividade da Na'/K*-ATPase branquial (uM Pi/h.mg de proteina) de Surubins do

Paraiba (S. parahybae) durante o tratamento crénico (M+ EPM)

Tratamento Cronico- Atividade (uM Pi/h.mg de proteina)

30°C 24°C 17°C 12°C
1 13.56+1.28" 1 11.17+0.48™ 1 7161257 1 8.94+0.57 "
15 14.29+1.19° 15 15.18+1.50™ 15 11.91+0.48® 15 15.47+1.75™
30 7.39+0.37° 30 10.83+0.55"* 30 7.26+0.93™

® letras representam diferencas entre grupos, ~ simbolos representam diferencas entre

temperaturas em um mesmo dia de experimento
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Fig. 2. Atividade da Na'/K'-ATPase branquial (uM Pi/h.mg de proteina) de Surubins do

Paraiba (S. parahybae) durante o tratamento crénico
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Histomorfologia das Branquias

Manifestacdes de agressdo ao epitélio celular foram registradas nos dois ensaios
realizados, e, embora ndo tenha sido realizada nenhuma analise quantitativa, foi possivel
verificar uma gama de ajustes estruturais relacionados a demanda de oxigénio e de
carater bioquimico dependentes da temperatura as quais os animais foram submetidos.

A figura 3 mostra a morfologia branquial nos animais coletados nos ensaios
agudo e cronico. As fotos A, B e C mostram as branquias dos animais mantidos nas
maiores temperaturas testadas no tratamento agudo (30, 24 e 17°C, respectivamente),
foi possivel verificar nos trés casos o grande desenvolvimento das lamelas secundarias,
fato que ndo é observado nos corte D e G, que correspondem aos animais mantidos nas
menores temperaturas testadas nos tratamentos agudo e cronico, em que é possivel notar
a diminuicdo das lamelas secundarias e aumento marcante da massa celular
intralamelar, que chegou a impedir o contato das lamelas secundarias com o meio
externo no caso de G. Em H, que representa 0s animais mantidos a 12°C ao final do
periodo cronico, foi possivel notar alteracbes morfoldgicas ainda mais exacerbadas, com
completa auséncia de lamelas secundarias e um aumento da vascularizacdo na lamela
primaria.

O corte E mostra as branquias dos animais mantidos a 17°C no tratamento
crbnico, o corte demonstra a auséncia de massa celular intralamelar e a presenca de
aneurisma lamelar localizado em toda a extensdo do tecido, estrutura mostrada em
detalhe no corte F, estrutura esta que corresponde a dilatacdo da vasculatura periférica

do epitélio branquial.
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Figura 3: Cortes histologicos branquiais de S. Parahybae durante os tratamentos agudo e
crénico. A e B: Grupos 30 e 24°C-Agudo (4° dia), LP: Lamela Priméria, LS: Lamela
Secundéria, disposicdo lamelar isenta de fusdo e/ou colapso entre si com grande
desenvolvimento das lamelas secundarias; C: Tratamento Agudo, 17°C (2°dia). Em destaque
(circulo) disposicao lamelar isenta de fusdo; D: Grupo Agudo exposto a temperatura de 12°C
(2°dia), pequeno desenvolvimento das lamelas secundarias e aumento da massa celular
intralamelar (MCI); E: Tratamento Cronico, grupo exposto a 17°C (15°dia), lamelas secundarias
bem desenvolvidas e presenga de aneurisma lamelar, em destaque (F) Aneurisma lamelar (AL)
G: Grupo Crénico exposto a 12°C aumento de vascularizacdo na lamela primaria e diminuicdo
das lamelas secundarias e grande desenvolvimento de massa celular intralamelar e H: Grupo
Cronico exposto a 12°C (15°dia), ndo formacao das lamelas secundarias, ocorréncia de colapso

no epitélio, alta vascularizacdo nas lamelas primarias (apontado com seta).
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4. Discussao

Os tecidos, células e moléculas dos animais sdo afetados diretamente pelas
variagdes nas temperaturas ambientais promovendo dois grandes efeitos, o primeiro diz
respeito as taxas de funcionamento dos processos bioldgicos, mais especificamente a
energia de ativacdo enzimatica que é altamente dependente da temperatura, e 0 segundo
diz respeito aos limites de tolerdncia extremas que causam disturbios ou efeitos letais
(Randall et al., 2008), como é o caso, no presente trabalho, dos animais mantidos a
12°C que tiveram alta taxa de mortalidade aos 15 dias de experimento, ndo completando
0 periodo experimental do ensaio crénico, demostrando que esta temperatura € letal para
S. parahybae.

A relacdo entre oxigénio e temperatura também se mostra muito importante no
metabolismo do animais aquaticos, dentre eles 0s peixes, ja que em altas temperaturas a
taxa de dissolucdo de gases na agua € diminuida, concomitantemente com um aumento
na taxa metabolica dos animais, 0 que causa um aumento de demanda de oxigénio
(Baldisserotto, 2002). O compromisso entre a captacdo de oxigénio e a temperatura, no
que diz respeito ao ambiente aquatico parece ser determinante nas modificacbes na
morfologia branquial observadas neste estudo, em gque 0s animais mantidos em altas
temperaturas mostraram um grande desenvolvimento das lamelas secundarias, o que
corrobora o trabalho de Sollid et al., (2003) que observaram o aumento da superficie
respiratoria, ligada ao desenvolvimento de lamelas secundarias, na ordem de 7,5 vezes
em carpas aclimatadas a altas temperaturas.

Os animais mantidos na menor temperatura testada por sua vez mostraram a
presenca de uma massa de celulas localizada entre as lamelas branquiais (MCI), sendo
que este aspecto, segundo Nilsson, (2007) mostra-se como um ajuste fisioldgico
utilizado por animais que vivem em normoxia a baixas temperaturas que auxiliaria a
diminuicdo do influxo de &gua e consequentemente a perda de ions nestes animais.
Sollid et al., (2003) mostraram o aumento de aproximadamente 50% de IMC em carpas
(Carassius carassius) mantidas a 8°C na comparagdo com 12°C. No presente estudo,
aos 15 dias de experimento crbnico, observou-se a total extingdo das lamelas
secundaria, fato que pode ter causado a morte dos animais neste tratamento, ja que esta
estrutura € a principal responsavel pela captacdo de oxigénio. A presenca de aneurisma

lamelar, histopatologia considerada grave, no grupo mantido a 17°C é uma
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caracteristica muito observada em estudos ecotoxicoldgicos (Correia, 2008), porém
nenhuma ligagdo com aclimatagéo a temperatura foi encontrada na literatura.

Como ja discutido anteriormente alguns fendmenos fisiol6gicos em peixes sdo
altamente dependentes da temperatura e do consumo de oxigénio (Becker et al., 1992),
dentre eles fatores imunitarios, de crescimento e ligados ao metabolismo energético
(Metz et al., 2003). Também fazem parte desta gama de processos a osmorregulacéo,
envolvendo bombas idnicas branquiais, que sdo extremamente sensiveis a temperatura.
A principal e mais estudada bomba em animais de agua doce é a Na'/K'-ATPase,
localizada nas células de cloreto do epitélio branquial (Evans, 2002).

No presente estudo observamos, para 0Ss animais mantidos nas menores
temperaturas, 0 aumento da atividade desta enzima nos animais expostos ao tratamento
agudo, quando comparados com 0s animais mantidos nas maiores temperaturas,
resultados corroborados pelo trabalho de Metz et al., (2003) que mostraram 2 vezes
mais atividade da Na'/K'-ATPase em branquias de carpa comum (Cyprinus carpio)
mantidas em 15°C na comparag¢do com 0s grupos 22 e 29°C. Este aumento da atividade
da Na'/K'-ATPase pode estar ligado ao aumento do nimero de células de cloreto
tecidual, e consequentemente no nimero de enzimas ligadas as membranas destas
células, o que ja foi demonstrado em espécies aclimatadas em baixas temperaturas,
como € o caso de Micropterus salmoides (Leino e McCormick, 1993), Cyprinus carpio
(Metz et al., 2003), Anguilla anguilla (Dunel-Erb et al., 1996) e Alosa sapidissima
(Zydlewski e McCormick, 2001).

As anélises dos animais mantidos a 12°C no tratamento crdnico no 15° dia
experimental mostraram um aumento de 58% na atividade de Na'/K*-ATPase em
relacdo ao 1° dia de experimento, resultado que pode estar diretamente ligado ao
aumento de expressdo Qénica desta enzima, 0 que compensaria a inativacdo
temperatura- dependente que ocorre naturalmente em ectotermos mantidos a baixas
temperaturas (Hochachka e Somero, 2002),

O método de medicdo da atividade da Na'/K'-ATPase neste trabalho foi todo
realizado a 37°C, conforme descrito na metodologia empregada (Else et al., 1999), o
que pode dificultar a andlise fisioldgica, ja que o0 aumento de expressdo que pode ser
deduzido pelo aumento da atividade de 12°C ndo necessariamente pode significar um
aumento real em atividade, o que somente seria verificado com o emprego deste método

nas temperaturas reais de aclimatacao.
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Tem sido largamente demonstrado na literatura a intima ligacdo entre a atividade
de enzimas ligadas a membrana, como é o caso da Na'/K*-ATPase, e 0 grau de fluidez
das mesmas, mediado pelo tipo e quantidade de acidos graxos insaturados; pela mistura
de espécies moleculares compreendidas numa determinada classe de fosfolipideo; pelo
tamanho, hidrofobicidade e carga das cabecas polares dos fosfolipideos; pelo balango
entre a estabilidade bilateral e a desestabilizacdo dos lipideos; além da proporcdo de
plasmalogénios e a razdo da quantidade de moléculas de colesterol inseridas na
membrana (Hazel, 1984), sendo que todas estas mudancas estruturais podem afetar
diretamente a os fluxos de osmolitos nos tecidos osmorregulatdrios (Evans e Claiborne,
2006).

Neste trabalho foi possivel verificar que para o tecido branquial, na fracdo
fosfatidilcolina, os animais do grupo mantido a 17°C nos dois tratamentos empregados
mostrou um aumento na porcentagem de &cidos graxos insaturados nas membranas
celulares e reducdo na porcentagem de &cidos graxos saturados. Este fendmeno é
conhecido como aclimatagdo homeoviscosa e descreve a manutengdo da fluidez de
membrana quando o animal é imposto a desafios ambientais (Buda et al., 1994;
Lemieux et al., 2008).

Porém, quando analisamos o padrdo de distribuicdo dos acidos graxos
polinsaturados na fracdo fosfatidiletanolamina, para os animais mantidos nas menores
temperaturas testadas foi possivel verificar a diminuicdo das porcentagens com o
decorrer do experimento, fato que pode ter causado um diminuicdo da fluidez das
membranas nos dois casos, mas que pode ter sido contornado pelo aumento de PUFA na
fragéo fosfatidilcolina em 17°C e ndo pelo grupo mantido a 12°C, que entéo foi exposto
a condi¢des ndo sustentaveis do ponto de vista fisiologico, ocasionando estresse, que
segundo Schreck, (2010) apresenta-se como um evento de cascatas fisioldgicas que
ocorrem gquando o organismo esta tentando resistir a morte ou restabelecer a homeostase
frente a uma injdria. Sob estresse constante intenso, a resposta fisiologica pode perder
seu valor adaptativo e tornar-se disfuncional, acarretando danos permanentes a saude e
bem estar (Carmichael, 1984), o que pode ser observado nos grupos mantidos a 12°C
que tiveram sua estrutura branquial alterada de modo tdo drastico a ponto de causar a
morte dos animais.

Deste modo é possivel compilar os principais resultados descritos e discutidos

em alguns itens principais:
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1- A manutencdo dos animais a 17°C desencadeou 0 aumento de PUFA nos
dois tratamentos em FC;

2- Curiosamente FE apresentou em 17 e 12°C aumento de SAT no tratamento
agudo, e diminui¢do de PUFA no tratamento crénico;

3- Injurias observadas nas andlises histomorfologicas advém dos grupos
mantidos em 17 e 12°C em tratamento cronico;
A atividade da Na'K'ATPase mostrou-se aumentada para as menores
temperaturas e diminuida para 30 e 24°C no tratamento agudo.

Em conjunto os resultados mostram que os dois tratamentos ocasionaram respostas
reativas no tecido branquial, tanto nos padrdes morfolégicos quanto na reestruturacdo
das membranas e consequente modulagdo da atividade da Na'/K'-ATPase,
possivelmente devido as alteragdes no perfil de acidos graxos dos fosfolipideos

analisados.
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Anexo 1. Perfil de 4cidos graxos (%) da fracdo fosfatidilcolina branquial de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M+ EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos

Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
C14:0 1,41+0,54 3,44+1,03 1,90+0,01 2,81+0,35 1,81+0,06 2,03+0,43 4,85+1,33 2,34+1,17 2,19+1,00 3,02+0,35 1,98+0,32 2,27+0,39 1,66+0,96 2,36x0,75
C15:0 2,78+0,93 3,94+2,23 0,46+0,15 0,68+0,31 0,64+0,05 0,58+0,03 5,71+2,16 1,21+0,33 0,63+0,31 1,93+0,75 0,67+0,03 0,58+0,19 1,40+0,04 1,21+0,44
C16:0 23,19+0,85 17,30+1,12 21,70+2,37 25,15+0,69 20,37+2,89 23,04+5,07 16,00+2,17 21,22+105 15,66+2,62 26,68+2,48 20,84+1,79 16,28+1,03 21,71+0,84 17,44+1,04
C18:0ant. 0,41+0,10  056+0,27  1,00+0,02 0,42+0,19  054+0,09 091+0,22  1,39+0,32  2,62+1,14  1,79+0,79  1,32+043  0,61+0,27 1,02+0,10  1,12+0,36  0,14+0,09
C18:0 16,43+3,27 13,44+2,00 11,49+0,64 16,28+2,06 11,07+0,21 15,69+0,86 13,89+1,66 11,20+1,21 16,44+1,11 10,78+1,13 14,03+0,59 17,88+1,25 13,31+0,94 19,78+1,28
C20:0 2,15+0,44 5744267  3,10£0,05 2,73+0,85 6,64+1,99 3,03+0,84  2,14+0,81  3,06£0,50 2,58+0,69  1,49+0,89  2,08+0,29  554+134  2,44+0,33  3,33+1,67
C21:0 0,67+0,10  1,92+1,31  1,64+0,01  059+0,09  1,01+0,32 1,06+0,14  1,34+0,18  1,49+0,31  3,19+0,56  1,31+0,02 043+0,05 157+0,05 1,25+0,69  2,06+0,50
C22:0 nd 2,72+0,32 nd 2,25+0,12 0,27+0,01 3,41+0,23 1,44+0,84 1,42+0,12 nd 2,96+0,12 3,74+0,12 3,35+0,24 nd nd
C23:0 0,36+0,10  0,71+0,13 nd 1,18+0,02 nd 2,194¢0,12  0,07+0,01  0,15+0,04  1,29+0,02  1,86+0,12  0,02+0,01  4,20+0,23 nd nd
C24:0 0,89+0,07 0,86+0,36  1,87+0,06  0,32+0,05 1,19+0,23  3,87+0,23  0,77+0,38  0,84+0,01  1,22#0,03  1,01+0,03 1,29+0,57  0,08+0,01 nd 0,68+0,21
C16:1 3,29#1,21  3,37+0,68  3,56+0,12  351+0,73  3,65+0,08 2,66+0,86  2,76%0,98  4,07+0,49  7,18+2,72  527+0,97 3,18+0,82  2,63+056  4,29+0,94  3,34+0,16
C18:1n9 14,51+322 13,22+2,58 18,20+0,02 17,93+3)99 18,17+0,04 13,94+254 10,77+2,44 1571+182 13,32+3,14 17,77+3,47 16,45%¥1,86 7,30+1,11 17,66+£1,96 9,16+1,22
C20:1n11  2,63+0,21  6,03+2,49  7,18+281  3,85+2,38  570+096  3,47+168  3,60+0,51 245+051 6,46+2,40 1,85+0,84  353+2,42  7,84+0,52  2,07x0,85  10,60+2,42
C22:1 2,49+1,72  1,06+0,18 nd 1,90+0,19  1,06+0,01  0,72#0,01  1,13+0,03  1,89+0,34 nd 1,86+0,14  0,40+0,04  2,67+1,46  2,05+0,02  0,10+0,02
C24:1 0,79£0,12  0,34+0,01 nd 0,80+0,10  0,34+0,02  0,36+0,17 nd nd 2,59+0,12  1,34+0,12  0,26x0,01  0,38+0,08  1,33+0,10  0,54+0,02
C18:2n6t  527+2,23  4,81+2,76  565+0,28  4,80+1,60 8,08+1,12 399+102  3,33+1,38 516+0,60 3,64+0,70  427+198 546+0,40 1,83+0,32  6,16+0,39  4,41+0,68
C18:3n6 1,68+1,12 2,42+0,68 3,65+1,15 3,25+1,81 1,42+0,10 9,07+0,53 4,42+1,20 2,60£0,50 4,85+1,72 1,54+0,63 3,04+1,26 4,14+1 45 1,15+0,66 7,11+0,96
C20:3n3 1,170,563  0,55+0,09  1,50+0,56  1,37#0,53  1,49+0,23  1,80+1,23  1,09+0,14 2,77#1,12 1,06+0,84 2,01+0,35  0,95+0,20  4,17+242  0,78+0,19  1,34+0,57
C20:5n3 151+1,09  0,62+0,03  2,04+0,17  1,15+0,37 1,50+0,12 045+0,36  529+0,23  1,32+0,77  2,54+0,50  0,79+0,31  1,39+0,43  431+236  2,19+0,82  1,12+0,45
C22:5n3 2,14+0,83 0,76x0,42 nd 0,44+0,22 0,48+0,01 0,20+0,13 1,11+0,28 1,80+0,39 2,80£0,12 3,24+2,18 1,22+0,11 0,27+0,10 0,84+0,64 0,49+0,01
C22:6n3 3,00£1,00 3,05+0,29  3,46+0,89  3,31+1,03  2,42+0,29 2,37+1,56  2,95%1,03 2974107 1,91+0,82 2,301,553  6,32+0,69  4,14+0,12  497+£176  6,18+2,67
C21:5n3 3,47£0,10  1,56+1,06  0,74+0,02  0,76+0,04  0,26+0,02 nd 137+0,81  2,76x0,23  1,38+0,82  2,09+0,12 nd nd nd 1,55+0,69
C20:2n6 5,57+1,67 5,24+2,44 2,90+0,23 2,08+0,23 1,87+0,12 5,06+2,73 5,29+1,63 4,94+1,16 4,20+1,81 3,03+0,63 4,23+2,35 4,75x2,01 2,64+0,45 7,99+1,14
C20:3n6 1,86+0,23  0,74+0,53  1,44+0,67  2,37#0,27 nd 1,38+0,49  2,32+0,52  0,80+0,17  1,24+0,73  3,00+0,36  1,83+0,33  1,83+0,15 1,92+0,31  1,40+0,23
C20:4n6 197+1,04  3,07+0,32 541+0,25  3,84+1,02 3,71+0,32  2,85+1,21  2,31%055 2,26+0,21  5,68+1,87  4,22+1,44  569+037  492+2,70  7,28+0,24  3,12+0,36
C22:2n6 153+0,33  2,94+2,13  1,40£0,02 0,39£0,20 1,71+0,01  5,89+0,23  3,62+0,36  2,98+1,26  nd 247+0,23  0,99+0,12  8,11+0,12  153+0,90  7,88+0,12
C22:4n6 6,14+0,12  0,96x0,16 nd 0,08+0,01  0,76x0,02 1,37+0,10  0,58+0,44 nd 0,78+0,45  1,32+0,01  2,73%0,03  1,18+0,61 nd
C22:5n6 2,63+0,25  347+152  1,34+0,13  0,91+0,42 1,36+0,14 1,97+052 1,81+0,69  2,65+1,04 3,48+0,02 1,28+0,58  1,26x0,62 257+0,69  2,24+0,12  1,16+0,08




Anexo 2. Perfil de 4cidos graxos (%) da fragdo fosfatidilcolina branquial de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico (M+ EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C

Graxos Dial Dia 15 Dia 30 Dial Dia 15 Dia 30 Dial Dia 15 Dia 30 Dia 1l Dia 15
C14:0 1,41+0,54 2,29+0,53 1,91+0,20 2,03+0,43 2,00+0,39 1,60+0,61 3,02+0,35 1,99+0,54 2,04+0,53 1,66+0,96 1,92+0,34
C15:0iso0 2,78+0,93 0,66+0,15 0,82+0,04 0,58+0,34 1,74+0,66 1,55+0,85 1,93+0,75 0,75+0,28 0,69+0,22 1,40+0,04 0,94+0,22
C16:0 23,19+0,85 18,06+2,10 16,38+1,60 23,04+5,07 13,57+1,81 19,73+4,52 26,68+2,48 13,68+2,09 17,20+2,24 21,71+0,84 17,29+1,74
C17:0 2,89+0,31 1,43+0,53 1,33+0,24 1,94+1,33 1,46+0,44 0,43+0,15 1,21+0,51 1,04+0,43 0,73+0,19 1,15+0,32 1,93+0,70
C18:0anteiso  0,41+0,10 2,47+0,36 0,91+0,28 0,91+0,55 0,91+0,47 2,47+1,83 1,32+0,43 0,86+0,46 1,12+0,06 1,12+0,36 0,5340,20
C18:0 16,43+3,27 22,96+2,10 18,26+3,88 15,69+0,86 15,53+1,81 18,75+1,55 10,78+1,13 16,76+1,85 15,71+2,34 13,31+0,94 21,73+0,26
C20:0 2,15+0,44 5,68+1,03 4,13+1,45 3,03+0,84 3,59+0,71 2,31+1,00 1,49+0,89 3,37+0,48 2,82+0,,38 2,4440,33 4,12+1,28
C21:0 0,67+0,01 2,11+0,23 nd 1,06+0,14 1,64+0,23 0,98+0,28 1,31+0,25 0,81+0,08 1,10+0,23 1,25+0,69 0,91+0,17
c22:1 2,4940,72 1,81+0,67 nd 0,72+0,01 1,19+0,18 nd 1,860,41 nd nd 2,05+0,05 0,62+0,16
C23:0 0,36+0,02 nd 0,21+0,03 2,19+0,12 nd 0,92+0,05 1,8610,15 1,11+0,01 nd nd 1,08+0,02
C24:0 0,89+0,07 0,41+0,10 nd 3,87+0,25 0,85+0,08 1,03+0,37 1,01+0,08 1,64+0,10 nd nd 1,14+0,51
C24:1 0,79+0,01 nd nd 0,36+0,17 0,84+0,02 0,52+0,09 1,34+0,25 1,30+0,18 1,38+0,05 1,33+0,12 1,99+0,77
C16:1 3,29+1.21 2,38+0,67 1,61+0,35 2,66+0,89 3,55+0,38 4,22+0,46 5,27+0,97 3,04+0,48 3,88+0,40 4,29+0,94 2,75+0,87
C18:1n9 14,51+3,22 10,55+1,26 10,91+2,55 13,94+2,54 14,38+3,48 11,36+4,88 17,77+3,47 11,60+3,98 17,34+2,49 17,66+1,96 7,511,777
C20:1n11 2,63+0,21 2,53+1,10 8,08+3,76 3,47+1,68 6,76+3,80 8,14+1,04 1,85+0,84 11,25+4,51 4,25+0,71 2,07+0,85 5,94+1,63
C18:2n6t 5,27+0,23 4,81+0,56 4,44+0,38 3,99+1,29 5,24+0,92 6,62+1,25 4,27+1,98 5,50+1,01 5,83+1,20 6,16+0,39 5,31+0,48
C18:2n9 1,68+1,12 3,96+0,72 7,00+0,35 9,07+5,34 4,35+2,20 2,98+1,05 1,54+0,63 7,14+2,46 3,63+0,96 1,15+0,66 6,23+1,03
C20:3n3 1,17+0,53 2,73+0,62 1,89+0,23 1,80+1,05 2,22+0,40 0,99+0,17 2,01+0,,35 2,43+0,25 1,85+0,67 0,78+0,19 2,07+0,55
C20:5n3 1,51+1,09 1,21+0,15 2,69+1,88 0,45+0,36 1,46+0,58 3,00+1,40 0,79+0,31 2,07+0,89 4,72+0,70 2,19+0,82 2,74+0,75
C22:5n3 2,14+0,83 1,22+0,49 0,67+0,27 0,20+0,13 0,77+0,29 0,62+0,22 3,24+2,18 1,08+0,62 1,18+0,15 0,84+0,62 0,74+0,02
C22:6n3 3,00+1,00 5,93+£2,77 4,41+2,11 2,37+0,15 6,43+1,39 4,04+1,49 2,30+£1,53 4,37+1,75 2,23+0,43 4,97+1,76 6,96+1,97
C21:5n3 3,47+0,03 nd 1,24+0,03 nd 1,54+0,21 0,90+0,46 2,09+0,06 0,97+0,23 1,00£0,70 nd 0,23+0,09
C20:2n6 5,57+1,67 2,08+0,42 3,31+0,32 5,06+2,73 2,59+0,87 2,85+1,71 3,03+0,63 1,77+0,53 5,28+1,38 2,64+0,45 5,57+2,08
C20:3n6 1,86+0,01 3,22+1,27 2,41+0,67 1,38+0,49 2,42+1,24 3,41+1,73 3,00+0,36 4,25+1,53 1,25+0,52 1,92+0,31 2,56+0,47
C20:4n6 1,97+1,04 3,44+1,31 2,46+1,45 2,85+1,21 3,36+0,88 3,36+1,04 4,22+1,44 3,69+1,68 3,60+0,40 7,28+0,72 1,81+0,25
C22:2n6 1,53+0,33 1,32+0,42 5,88+0,25 5,89+0,26 2,49+0,89 3,33+1,79 2,47+0,05 1,72+0,20 6,28+0,08 1,53+0,90 5,13+0,06
C22:4n6 6,14+0,25 3,03+0,40 2,76+0,03 3,41+0,58 1,80+0,58 0,96+0,02 0,78+0,45 0,09+0,07 0,18+0,07 1,18+0,61 0,41+0,01
C22:5n6 2,63+0,25 1,86+0,03 2,79+1,03 1,97+0,52 2,17+0,33 nd 1,28+0,58 2,74+1,02 3,75+2,83 2,24+0,12 0,82+0,04
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Anexo 3. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo fosfatidiletanolamina branquial de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento agudo (M+ EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C
Graxos

Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 01 Dia 02
C14:0 2,31+0,76  2,32+0,43  1,91+0,44  2,91+0,67 1,49+0,36  3,10+0,40  2,61+0,64  2,24+0,30  1,09+0,18  2,09+0,37  2,18+1,10  3,71+0,54  0,98+0,29  3,13+1,52
C15:0 1,98+1,563  1,58+0,38  0,70£0,57  1,37+0,58  0,92+0,01 0,39+0,28  0,33+0,12  0,96+0,85  1,39+0,74  1,63+0,94  1,38+0,64  0,18+0,14  2,07+0,60  0,78+0,59
C16:0 18,92+1,60 18,0945,43 15,60+2,28 22,61+1,95 11,79+2,78 23,50+1,24 19,03+0,80 14,73+4,43 11,72#150 12,53+4,03 18,88+1,75 19,19+1,32 12,35+1,01 19,40+4,86
C18:0 13,60+2,76 16,28+0,36 12,47+3,07 11,24+2,61 12,55+2,43 8,48+1,61 10,71+3,58 12,39+3,29 14,44+0,73 13,16x2,18 13,71+4,60 18,22+0,73 12,83+1,22 21,05+6,73
C20:0 1,44+1,18 3,27+0,41 1,49+1,42 0,90+0,65 2,17+1,53 0,15+0,08 0,27+0,07 0,07+0,07 1,10+0,41 0,14+0,08 1,19+1,03 0,19+0,07 0,17+0,17 0,38+0,22
Ci16:1 3,72+1,84 3,02+0,61 4,14+2,97 6,69+1,87 0,68+0,28 6,54+0,80 8,14+2,81 5,51+0,24 3,85+0,25 0,25+0,14 10,16+2,22  1,02+0,79 1,91+0,22 2,26x1,70
C18:1n9 16,28+1,82 14,68+1,75 14,79+6,28 14,18+0,93 5,09+0,18 15,23+2,62 19,04+1,23 7,68+1,30 8,74+0,39 8,59+2,35 13,36+2,65 7,10+2,83 6,74+0,77 12,94+2,91
C18:1n7 2,72#¢0,90  1,13+0,25  159+1,22  2,76x0,67 056+0,05 354+0,78  3,34+0,73  0,99+0,60 0,47+259  0,81+0,47 153+0,26  0,74+0,47 056+0,21  1,09+0,28
C18:3n3 3,56x2,12 nd 2,90£1,89  3,32#1,81  1,14+0,27  3,53+1,83  259+150 147+0,25 0,23+0,02 0,48+0,28  1,73%0,58  0,32+0,32  0,32+0,32 nd
C18:4n3 2,68£0,87  3,21+1,09  4,21+125  259+0,60  4,40+0,56  3,80+0,30  2,56+0,68  3,37+0,76  3,14+056  1,92+1,11  145+0,28 6,09+1,90 nd nd
C18:2n6c  nd 2,53+2,48 nd nd nd 2,43+0,40  3,44+0,55  3,77+1,04 3,98+0,68 589+3,16  1,77+0,37 nd nd 0,64+0,33
C18:2n6t  4,31+0,63  3,49+130 2,66+1,41 4,63+140 1,60+0,88 nd nd nd nd 3,35¢0,97  4,17+228  4,46+0,66 2,73+0,86  2,12+1,03
C18:3n6 0,39£0,02 nd 3,29#1,74  041+0,32  4,70+0,90  1,80+1,35  1,09+0,63  2,64+1,14  3,63+055 nd nd nd 3,58+1,18  11,15+6,89
C20:3n3 1,00+0,36  1,27+0,29  2,65+0,80  1,65+0,33  2,92+0,94 127022  2,09+0,43  2,15+0,76  2,17+0,76  0,52+0,30  1,62+0,18  191+0,56  2,71+0,82  0,60+0,36
C20:4n3 2,45+0,35 1,57+0,83 1,87+0,81 1,24+0,51 2,37+0,76 2,45£1,26 2,42+0,01 3,06+1,54 1,82+0,90 7,78+3,26 0,82+0,79 3,16+0,51 2,10+1,22 3,72+2,05
C20:5n3 152+0,39  0,95¢0,53  0,38+0,38  1,11+0,46  4,46+0,25 2,98+0,79  1,19+0,18 2,57+#1,34  2,90+148 0,37#0,21  151+0,31  0,25+0,14  0,40+0,34  2,00+1,41
C22:5n3 2,52+0,67  0,40+0,17  1,80+0,80  2,71+1,27  0,75%0,27  3,44+190 3,77+#1,72  2,18+2,18 0,35+0,23  0,73%0,42  3,75%1,77  0,49+0,37  1,78+0,34  0,19+0,08
C22:6n3 5,24+0,84  6,48+3,30 6,69+1,46  6,74+155 6,85+1,64 8,09+4,67  7,15+1,38  9,87#359  3,01+1,11  1,78+1,03  7,46+1,74  1,19+0,36  8,84+3,83  3,82+0,39
C20:2n6 1,48+1,14 2,50+089 2,74+1,34 1,87+0,72 9,24+3,00 1,78+1,22 0,80+0,35 3,04+1,16 3,81+0,61 7,64+4,25 2,12+1,93 3,48+1,62 5,53+1,55 1,99+1,52
C20:4n6 3,59+1,64  1,83+0,61 2,86+1,32  1,79+0,60 2,11+0,17 0,84+0,22  2,19+0,89  5093+2,84  510+1,60 3,36+x1,94  342+264 2,79+199  6,69+2,16  1,93+0,72
C22:2n6 1,13+1,02  344+125 0,22+0,02 0,84+0,34  2,56+0,28 0,37+0,11  0,75+0,43  1,01+0,74  3,37+1,08 538+3,10  0,50+0,28 2,37+1,26  3,93+1,69  552+0,58
C22:4n6 2,26+1,48  155+1,34  091+0,14  0,43+0,26  1,26+0,14  0,39+0,22  0,99+0,33  2,45+0,91  2,23+0,84  2,59+149  197+143  173+0,25 3,93+0,33  1,30+0,26
C22:5n6 0,92#0,25  2,11+042  0,74+0,27  1,31+0,58  4,10+2,16  0,70+0,23  0,46x0,13  1,66+0,59  3,26+1,02  0,64+0,37  044+0,13  2,01+0,37  3,06+0,43  2,52+0,25
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Anexo 4. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo fosfatidiletanolamina branquial de Surubins do Paraiba (Steindachneridion parahybae) durante o tratamento crénico (M+

EPM)

Acidos 30°C 30°C 30°C 24°C 24°C 24°C 17°C 17°C 17°C 12°C 12°C

Graxos Dial Dia 15 Dia 30 Dial Dia 15 Dia 30 Dial Dia 15 Dia 30 Dial Dia 15
C14:0 2,31+0,76 2,61+0,85 1,17+0,13 3,10+0,40 2,27+0,35 2,55+0,10 2,09+0,37 1,44+0,43 2,40+0,70 0,98+0,29 1,16+0,29
C15:0 1,98+1,53 1,37+0,81 2,21+0,28 0,39+0,28 0,06+0,08 5,78+0,89 1,63+0,94 0,84+0,40 1,32+0,95 2,07+0,60 nd
C16:0 18,92+1,60 22,78+2,67 21,16+1,81 23,50+1,24 15,71+3,25 3,24+0,69 12,53+4,03 17,18+2,52 16,79+7,28 12,35+1,01 10,65+1,43
C18:0 13,60+2,76 17,76+0,87 26,34+9,94 8,48+1,61 13,52+2,67 7,44+0,63 13,16+2,18 17,88+2,23 21,45%3,35 12,83+1,22 16,07£3,95
C20:0 1,44+1,18 1,05+0,81 0,53+0,35 0,15+0,08 0,05+0,01 3,24+1,85 0,14+0,08 0,36+0,05 3,00+1,64 0,17+0,17 0,78+0,57
Cl6:1 3,72+1,84 nd 0,60+0,26 nd 0,40+0,08 nd 0,25+0,14 4,53+1,97 4,12+1,20 1,91+0,22 1,40+0,21
C18:1n9 16,28+1,82 1,42+0,77 nd 6,54+0,80 2,31+1,08 1,06+0,60 8,59+2,35 11,96+1,79 8,71+0,04 6,74+0,77 4,62+0,66
C20:1n11 0,93+0,30 nd nd 15,23+2,62 5,86+1,79 7,70+£3,99 0,10+0,01 nd 0,09+0,01 nd 0,84+0,36
C16:2n4 0,54+0,16 1,61+0,95 nd 0,84+0,69 0,03+0,03 nd 1,93+0,69 1,58+0,86 nd 1,19+0,52 2,54+0,70
C18:3n3 3,56+2,12 nd nd 0,56+0,16 0,87+0,72 nd 0,48+0,28 nd nd nd nd
C18:4n3 2,68+0,87 4,66+1,47 2,81+1,08 0,28+0,04 1,16+1,16 nd 1,92+1,11 6,35+1,30 3,61+0,28 4,35+1,74 nd
C18:2n6c nd 3,78+0,82 1,51+0,34 3,80+0,30 5,49+0,85 3,81+0,27 nd 2,74+1,52 1,70+2,05 0,00+ 3,11+1,52
C20:3n3 1,00+0,36 0,80+0,32 2,74+1,91 1,27+0,22 2,14+123 2,40+0,62 0,52+0,30 1,97+0,76 1,23+0,30 2,71+0,82 9,56+1,96
C20:4n3 2,45+0,35 0,87+0,59 1,41+0,59 2,45+1,26 2,51+0,95 4,49+0,95 7,78+3,26 2,90+1,37 0,60+0,18 2,10+1,22 nd
C20:5n3 1,52+0,39 nd 1,85+0,42 2,98+0,79 1,16+1,12 0,90+0,02 0,37+0,21 0,16+0,08 1,19+0,72 0,40+0,34 0,18+0,02
C22:5n3 2,52+0,67 0,27+0,12 0,80+0,26 3,44+1,90 1,64+1,23 1,87+0,54 0,73+0,42 0,17+0,02 1,67+0,56 1,78+0,34 0,62+0,46
C22:6n3 5,24+0,84 1,98+0,72 7,12+1,77 8,09+4,67 4,25+0,42 4,16+1,09 1,78+1,03 4,16+2,64 1,13+0,01 8,84+3,83 nd
C20:2n6 1,48+1,14 4,18+0,50 1,56+0,36 1,78+1,22 4,26+1,53 5,16+1,13 7,64%4,25 3,08+1,47 4,56+0,59 5,63£1,55 9,65£2,12
C20:4n6 3,59+1,64 1,52+0,37 1,36+0,62 0,84+0,22 0,52+0,30 4,93+0,47 3,36+1,94 1,81+1,16 5,76+0,75 6,69+2,16 1,16+0,46
C22:2n6 1,13+1,02 2,75+0,70 1,30+0,57 0,37+0,11 8,09+4,03 1,84+0,96 5,38+3,10 7,55+1,81 3,39+0,27 3,93+1,69 5,13+2,87
C22:4n6 2,26+1,48 nd 1,25+0,61 0,39+0,22 0,19+0,19 3,08+0,74 2,59+1,49 0,69+0,60 0,82+1,60 3,93+0,33 nd
C22:5n6 0,92+0,25 2,90+1,40 1,23+0,44 0,70+0,23 2,78+1,40 2,35+0,18 0,64+0,34 1,89+1,05 1,92+0,35 3,06+0,43 nd
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1. Discussao Geral

Virtualmente todos os organismos vivos experimentam uma variavel ambiental que,
ao extremo, pode debilitar o desempenho fisiologico (Cossins et al., 2002). Todavia 0s
organismos sdo geralmente ndo passivos a estas mudancas, exibindo uma gama de
ajustes mitigadores a este novo estado (McEwen e Wingfield, 2003). AlteracGes na
fluidez de membrana em resposta a mudancas de fatores abidticos, principalmente
flutuacbes de temperatura, sdo vistas como resposta priméaria em animais ectotérmicos
impostos a desafios climaticos (Farkas et al.,2001, Hochachka e Somero, 2002).

No presente trabalho foi possivel observar que os animais responderam
reativamente a mudancas de temperatura de forma aguda e a manutengdo em diferentes
temperaturas em regime cronico, com alteragcOes significativas em 24 horas de
experimento. Como ja ressaltado por diversos autores o equilibrio entre o meio interno e
0 ambiente € mantido nos seres vivos através de varios “sinais” que sdo recebidos por
canais eferentes especificos, traduzidos e respondidos de forma a sincronizar eventos,
buscando a manutencdo da espécie. Esta acdo responsiva pode se dar de duas maneiras
genéricas: a primeira seria a reacdo a eventos inesperados, resposta esta, reativa e de
curto periodo, enquanto que o segundo tipo ja estaria previamente embutido no aparato
genético dos grupos, sendo considerada uma resposta programada, constante, que
aconteceria de forma preditiva durante toda a vida do animal e elaborada
evolutivamente durante a selecdo de espécies mais aptas (Mrosovsky, 1990).

Os tecidos utilizados neste trabalho foram escolhidos criteriosamente, o figado
por sua importancia na sintese e mobilizacdo de substratos, (Sheridan, 1994), o encéfalo
por ndo apresentar mudancas nos acidos graxos decorrentes da dieta e por ser um tecido
com estrutura de membrana bastante preservado nos vertebrados (Farkas et al., 2001,
Mitchell et al., 2007) e as branquias por serem um oOrgdo multifuncional, que
responderia de forma eficaz ao desafio imposto pelo desenho experimental, com
reestruturacdo das membranas e, de forma direta, na modulacdo da atividade da
Na'K*/ATPase, importante bomba responsiva a mudangas estruturais (Wu et al.,2001),
e finalmente, este tecido evidenciaria mudangas morfologicas em sua estrutura,
demostrando a capacidade reativa destes animais ao regime de resfriamento (Sollid e
Nilsson, 2006).
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Duas classes fosfolipidicas foram selecionadas como representantes da estrutura
de membrana nos tecidos escolhidos, a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, por
serem as mais representativas, a primeira perfazendo mais de 50% da estrutura de
membrana de todos os tecidos animais e a segunda classe que representa
aproximadamente 45% do total de fosfolipideos no tecido cerebral, ambas as classes
apresentam diferencas quimicas e no que tange as propriedades fisicas, a
fosfatidiletanolamina tem a cabeca polar menor, o que da aos &cidos graxos adjacentes
maior poder de rotacdo, favorecendo a fluidez, enquanto que a fosfatidilcolina apresenta
uma cabeca polar maior, o que diminui sua capacidade fluidica (Christie e Han, 2010).
Foi possivel observar nos resultados dos dois tecidos, maior flutuacdo de dados na
fracdo fosfatidiletanolamina, o0 que sucinta a interpretacdo de favorecimento de
mudancas na classe fosfolipidica que mais favorece a fluidez. Porém, esta intepretacao
somente poderia ser provada com a medi¢do quantitativa das razées PC:PE, que podem
se alterar consideravelmente em animais aclimatados a diferentes temperaturas (Hazel,
1995, Farkas et al., 2001).

A composicado posicional dos acidos graxos nas classes fosfolipidicas também
pode mostrar de forma eficaz a natureza fluidica da membrana, levando a formacéo de
estruturas com diferentes graus de condensagdo, juntamente com a reestruturagdo da
composicdo da cabeca polar das classes dos fosfolipideos assegurando que o0s
componentes presentes nas células tenham uma conformacao ideal dentro das limitacdes
de mudancas climaticas (Dey et al.,1993).

Nas analises realizadas foi possivel observar um padrdo curioso de
posicionamento de acidos graxos no tecido hepatico, com fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina muito similares, com altas porcentagens de acidos graxos
saturados, diferente do tecido encefalico, que corroborando trabalhos da literatura
mostraram um posicionamento preferencial de &cidos graxos saturados em sn-1 e acidos
graxos monoinsaturados e polinsaturados em sn-2 (Roy et al., 1999). Uma comparagéo
geral entre os tratamentos mostra que o teste agudo aparentemente afetou
consideravelmente C20-22n3 (FC hepaética e sn-1 ; FE encefélica e hepética), enquanto
que no teste crénico, C20-22n6 foi o grupamento mais afetado (FC e FE hepéatico em
sn-2 e sn-1), mostrando que o periodo de exposicdo em diferentes temperaturas pode
desencadear diferentes respostas de remodelamento das membranas celulares. Estes
resultados mostram que os animais de ambiente tropical, pouco estudados no ambito de

estruturacdo de membranas podem apresentar diferentes padrbes de distribuicdo de
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acidos graxos do que j& observado exaustivamente para animais de ambiente marinho e
clima temperado.

Corroborando a ideia de mobiliza¢do do tecido hepético dois resultados podem
ser destacados no tratamento agudo; na fracdo fosfatidilcolina, uma diminuicdo de
acidos graxos polinsaturados de cadeia longa em todas as temperaturas com
compensacdo direta pelo aumento dos acidos graxos saturados, e na fragdo
fosfatidiletanolamina, o comportamento ja discutido anteriormente de diminuicdo de
C20-22n3, acido graxo muito importante na manutencdo de fluidez de membranas e
aumento destas classes para o tecido encefalico no mesmo periodo para os grupos 30,
24 e 17°C.

O tecido encefalico mostrou, como ja discutido anteriormente altas porcentagens
de &cidos graxos polinsaturados na posicdo sn-2 nas duas classes analisadas, 0 que
segundo Farkas et al., (2000) seria indispensavel no desenvolvimento de funcdes
cognitivas e capacidade de estimulo elétricos em todos os vertebrados. Além disso, foi
verificado para este tecido um aumento dos acidos graxos monoinsaturados nos animais
mantidos a 12°C na posicao sn-1 da fosfatidiletanolamina durante o tratamento cronico,
com diminuicdo direta dos acidos graxos saturados, o que reflete-se diretamente na
troca de C18:0 por C18:1n9 nesta posicdo, comportamento que pode ser explicado pela
atividade da estearoil-CoA A9 dessaturase, que age acrescentando uma insaturag¢ao entre
os carbonos 9 e 10 da cadeia de acidos graxos saturados, convertendo-os em acidos
graxos monoinsaturados, sendo esta uma enzima chave de mudancas nas propriedades
fisicas da membrana e como resultado final aumentando a fluidez da mesma (Trueman
et al., 2000, Pereiraetal., 2003, Polley et al., 2003).

A teoria proposta por Hulbert e Else, (2000) a respeito da membrana como
marcapasso do metabolismo postula que a composicdo lipidica das membranas
determina a intensidade metabolica caracteristica das espécies através de sua influéncia
na atividade das proteinas inseridas na membrana. A importancia das membranas para a
funcdo das células é realcada pelo fato de que 20 a 30% do genoma de varios
organismos codificam proteinas de membrana e que processos relacionados a estas
estruturas representam mais da metade da taxa metabdlica basal de mamiferos (Rolfe e
Brown, 1997).

Os dados de atividade da Na'/K* ATPase branquial, importante proteina de
membrana, mostraram para 0S grupos mantidos nas menores temperaturas, no

tratamento crénico, e em 12°C no tratamento agudo, um padrdo de aumento da
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atividade com diminuicdo da temperatura, 0 que evidenciaria uma reestruturacdo das
membranas, com vistas ao aumento da atividade de proteinas inseridas e,
adicionalmente a maior expressdo destas proteinas como forma de aumentar o nimero e
consequentemente a atividade das mesmas nestas temperaturas. Uma explicacédo
plausivel para este aumento de atividade € apresentado na revisdo de Gibbs, (1995) que
mostra diversos trabalhos em que foi observado que as baixas temperaturas levariam ao
estado cristal das membranas e consequentemente as bombas necessitariam de uma
energia de ativacao superior que em estados normais (fase transitdria), o que levaria a
uma hidrélise maior de ATP para a mesma ativacdo e consequentemente a maior
atividade das bombas.

Outros componentes podem estar envolvidos na mudanca de atividade da
Na'/K" ATPase com a diminuicdo da temperatura, dentre eles o aumento da sintese de
isoenzimas mais ativas, ou a 0 aumento de volume de moléculas, associados as
respostas pods-translacionais e por modificagdo das enzimas (fosforilagdo ou
modificacbes de residuos de carboidratos), além de ligagdes com outras proteinas,
mudancas alostéricas, mudancas na concentracdo de solutos e nos lipideos associados
(Kaplan, 2002).

A natureza homeostatica das fun¢Bes do organismo se expressa na habilidade de
exibir mudancas em resposta a variagdes externas. O tamanho da maioria dos 6rgaos,
por exemplo, ndo é fixo e pode mudar em resposta a demanda (Hulbert e Else, 2005).
Respostas macroscopicas na estrutura dos 6rgdos foram observadas durante o
experimento, com aumento da massa hepatica e modificacdes significativas na estrutura
branquial nas menores temperaturas testadas, ressaltando que a espécie utilizada no
trabalho apresentou mudancas macroscépicas em algumas estruturas em resposta a
demanda imposta pelo gradiente de temperatura.

A grande mortalidade dos animais no grupo mantido a 12°C no tratamento
crénico sucinta a discussdo sobre os limites termais para esta espécie, que
provavelmente se encontram entre 17°C e 12°C, porém outros trabalhos, com vistas
exclusivas para esta proposta precisam ser realizados para estas analises, porém 0s
resultados obtidos mostram que esta temperatura desencadeou mudangas significativas
nos tecidos analisados, com mudangas muitas vezes ineficazes, como ja explorado no
capitulo 3.

Embora sejam importantes outras abordagens, como a quantificagdo de classes

fosfolipidicas, andlises fisicas da membrana, como a anisotropia e analises moleculares
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com vistas @ medicdo de mudancas na expressdo génica de enzimas ligadas ao aumento
da fluidez, podemos supor que Steindachneridion parahybae, por ser um animal
reofilico, que se confronta com mudancas importantes na temperatura da 4gua durante a
migracdo reprodutiva e por apresentar respostas de reestruturacdo de membranas
importantes durante os dois tratamentos aos quais 0s animais foram expostos, € um
modelo importante de estudo de respostas reativas a mudangas de temperatura em
ambiente tropical.
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