UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA DE ECOSSISTEMAS

ECOFISIOLOGIA DE GEOPHAGUS BRASILIENSIS EM FUNCAO DA
TEMPERATURA E OXIGENIO DISSOLVIDO

JESSICA ALVES PEREIRA

VILA VELHA
FEVEREIRO / 2015



UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA DE ECOSSISTEMAS

ECOFISIOLOGIA DE GEOPHAGUS BRASILIENSIS EM FUNCAO DA
TEMPERATURA E OXIGENIO DISSOLVIDO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do
Programa de Pdés-graduacdo em Ecologia
de Ecossistemas, para a obtencéo do grau
de Mestre em Ecologia.

JESSICA ALVES PEREIRA

VILA VELHA
FEVEREIRO / 2015



Catalogagio na publicago elaborada pela Biblicteca Central / UVV-ES

P436a  Peraira, Jéssica Alves.
Ecofisivlogia de Geophagus brasiensis em fungao da
temparatura e oxigénio dissolvido / Jéssica Alves Pareira. — 2015.
621f:il
Crrientador: Levy de Carvalho Gomes.
Dissortacho (mestrado em Ecologia de Ecossistemas) —
Universidade Vila Velha, 2015.
Inclui bibliografias.
1. Ecologia agquatica. 2. Matabolismo anergético. 3. Oxigénio. 1.
Gomes, Lavy de Carvalho. Il Universidade Vila Valha. lll. Titulo.

CDD 577.6




JESSICA ALVES PEREIRA

ECOFISIOLOGIA DE GEOPHAGUS BRASILIENSIS EM FUNCAO
DA TEMPERATURA E OXIGENIO DISSOLVIDO

Dissertagéo apresentada a
Universidade Vila Velha, como pré-
requisito do Programa de Pés-
graduacdo em  Ecologia de
Ecossistemas, para a obtengdo do
grau de Mestre em Ecologia.

Aprovada em 27 de fevereiro de 2015,

Banca Examinadora:
~

// |
( @

\ |
,wb}@vg& _

Vera Maria Fonséca de Almeida Val - INPA
Charles GIaHsto/rZSoares -Uw

Levy de Cdrvalho Gomes - UVV
Orientado




AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador Dr. Levy de Carvalho Gomes por ter me
presenteado com um trabalho tdo bonito, que despertou em mim uma grande
vontade em aprender e dar o meu melhor. A minha co-orientadora Dra. Adriana
Regina Chippari-Gomes por toda ajuda e tranquilidade transmitida gracas ao seu
jeito maternal. Vocés serdo para sempre lembrados.

Aos professores Dra. Vera Maria Fonseca de Almeida e Val e Dr. Charles
Gladstone que foram exemplos de profissionais, 0s quais procurei me espelhar
durante essa etapa académica.

Aos meus amigos de laboratério Vinicius Baroni, Alexandra Veronez,
Priscylla Pavione e Vinicius Davel por toda ajuda e disposicdo oferecida a mim
durante a execucdo do trabalho. A Daniela Pitol e Cinthia Cassotti pela amizade e
momentos de descontracdo. Vocés tornaram essa caminhada mais alegre!

Agradeco aos meus pais Jesse e Sandra por terem sempre priorizado os
meus estudos. Vocés sdao minha maior inspiragdo. Espero estar retribuindo de
alguma forma todo o esfor¢co dedicado a mim.

Ao meu marido Otavio pelo amor incondicional e pela seguranca que
sempre me transmitiu quando o medo e ansiedade tentavam aparecer. Vocé nem
imagina o quanto sua forca me ajudou a chegar até aqui!

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do Espirito
Santo (FAPES) por ter financiado os meus estudos e tornado possivel o meu
ingresso na vida académica.

A Universidade Vila Velha pela estrutura e pelos 6timos profissionais que
me ofereceram tanto conhecimento.

E principalmente, agradeco a Deus por ter colocado todas essas pessoas
e oportunidades no meu caminho, e por ter providenciado essa felicidade imensa
que estou sentindo hoje.

Deixo a todos 0s meus mais sinceros agradecimentos!



SUMARIO

1. APRESENTAGAOD ..ottt ettt et eaestesaeeee e 1
2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA .....coiitiieiiiecee e 2
Ry o= To [T =3 (Yo =T - P 2

(@ ) qTo =] a1 o B =7=T 0] AV Vo Lo TP 3
Adaptacéo e tolerancia da Ictiofauna a hipoxia.......c.ccccoeeviiieiiiiiiiiiicie e, 5
LT 0] 1= = LU = S PP 6
Metabolismo Aerdbico € ANAerObiCO ..., 8
2.1 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooiiiiiieeceeeee e 11
2.20BUIETIVOS ... 19
ODJELIVO GEIal ..ccoiiiiiiiiiiiiiiii e 19
ODbjetivos ESPECITICOS ..uuuiiiii e 19
Ecofisiologia de Geophagus brasiliensis em funcdo da temperatura e oxigénio
AISSOIVIAO ..o 20
S U1V 20
F = S Y 2 ¥ 2 LR PP 21
2. INTRODUGAO ..o 22
3. MATERIAL E METODOS ....coiiiiiieceecteete et ee e ete ettt ettt 23
3.1Aquisic8o e Aclimatagao dOS PEIXES .......ccevviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 23
3.2Desenhos EXPErimMENtaiS .....cooovuuuiiiiie e 23
EXPEIMENTO | ..ot ee e 23
Andlises Laboratoriais (maiores detalhes dos procedimentos em Anexo ) ....... 24
=1 ] 0 41T o o T 1RO 25
3.3ANAlISES EStatiStiCAS ..iivvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
6. RESULTADOS ... ..o 27
L0 g o 1= 1 = 1 o T 27
Parametros HemMatOIOQIiCOS ......coceeiiiieiiiie e 27
GlICOGENIO L.ttt 27
ANAlISES ENZIMALICAS ....cooee oo, 28
6.2EXPErimeENTO Il ..cooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 32
T.DISCUSSAQD ...ttt sttt sttt b e b 36
T LEXPErIMENTO |eiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36
Parametros HemMatOIOQIiCOS ......coceeiiiieiiiie e 36

€11 Tod 0o =] 0] [0 1N 38
ANAlISES ENZIMALICAS ...ccoe oo, 39
T.2EXPErimento Il ..o 40
8. CONCIUSDES ...ttt e e e e e ettt r e e e e e e e e eetann s 43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......covoiitiieteieeieeee et 44

ANEXO e 48



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Pardmetros hematologicos de Geophagus brasiliensis expostos as
condicbes de normoxia (~100mmHg) e hipoxia (~30mmHg) por 8 horas nas
temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Letras minasculas diferentes indicam
diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma temperatura, p <
0,05. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa para o mesmo
tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05. Os valores estdo
apresentados em suas respectivas médias + desvio padrao. ...........ccccccevvnnnnnns 27

Tabela 2. Valores do tempo de duracdo dos experimentos e da concentracéo de O
em que houve a perda de equilibrio (PDE) de exemplares G. brasiliensis
expostos as temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa do mesmo tratamento entre as temperaturas
estudadas, p < 0,05. Os valores estdo apresentados em suas respectivas
LYo F= S o (=TS T T o T- Vo [ = Lo T 32



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Exemplar de Geophagus brasiliensis. ... 2
Figura 2. Concentracdo de glicogénio hepatico em G. brasiliensis expostos as
condicbes de normoxia (~100mmHg) e hipoxia (~30mmHg) por 8 horas nas
temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Letras minusculas diferentes indicam
diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma temperatura, p <
0,05. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa para o mesmo
tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05.........oooeiiiii 28
Figura 3. Atividade da enzima Malato Desidrogenase (MDH) nos tecidos do figado
(A), musculo branco (B) e coragdo (C de exemplares de G. brasiliensis expostos
expostos as condi¢cdes de normoxia (~100mmHg) e hipoxia (~30mmHg) por 8
horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C). Letras minusculas diferentes
indicam diferenga significativa entre o0s tratamentos de uma mesma
temperatura, p < 0,05. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa para o mesmo tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05. ....

Figura 4. Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) nos tecidos figado (A),
coracdo (B) e musculo branco (C) de exemplares de G. brasiliensis expostos
expostos as condi¢cdes de normoxia (~100mmHg) e hipoxia (~30mmHg) por 8
horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Letras minusculas diferentes
indicam diferenga significativa entre os tratamentos de uma mesma
temperatura, p < 0,05. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa para o mesmo tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05......

Figura 5. Atividade da enzima Citrato Sintase (CS) nos tecidos do musculo branco
(A), coracdo (B) e figado (C) de exemplares de G. brasiliensis expostos
expostos as condi¢cdes de normoéxia (~100mmHg) e hipoxia (~30mmHg) por 8
horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre o0s tratamentos de uma mesma
temperatura, p < 0,05. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa para 0 mesmo tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05. ....

Figura 6. Consumo de oxigénio de G. brasiliensis nas condicdes de normodxia
(~100mmHg) e hipdxia (~30mmHg) expostos as temperaturas de 20°C, 24°C e
28°C. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos de uma mesma temperatura, p < 0,05. Letras mailsculas diferentes
indicam diferenca significativa para o mesmo tratamento nas temperaturas

estudadas, P < 0,05, ... e 33
Figura 7. Batimentos operculares/min de G. brasiliensis em funcao da pressao de O2
nas temperaturas de 20°C (A), 24°C (B) € 28°C (C). vvevvvviiiieiiiiiiieeeeeiieeeeeeinan, 34

Figura 8. Valores da pressdao de Oz ao longo do tempo de duracdo dos
experimentos com G. brasiliensis nas temperaturas de 20°C (A), 24°C (B) e
72 < e O () TR 35



RESUMO

PEREIRA, Jéssica Alves, Universidade Vila Velha - ES, Fevereiro 2015.
Ecofisiologia de Geophagus brasiliensis em funcdo da temperatura e oxigénio

dissolvido. Orientador: Levy de Carvalho Gomes.

Oxigénio e temperatura sdo os fatores mais limitantes dos ambientes aquaticos.
Diversas espécies sdo expostas a variacbes desses fatores na agua como
consequéncia dos processos fisico-quimicos e biolégicos, e também pela
eutrofizacdo do ambiente que, juntos, interferem diretamente na distribuicdo da
ictiofauna. Como resultado, esses organismos desenvolveram adaptacOes
fisiolégicas, bioquimicas e comportamentais como estratégia alternativa para se
ajustarem a essas variacdes. Os ciclideos amazodnicos e africanos sdo conhecidos
por sua tolerAncia em ambientes hipdxicos, que foi atribuida pela plasticidade
adaptativa apresentada pelo grupo. Entre os mecanismos adaptativos desenvolvidos
estdo, a utilizacdo do metabolismo anaerdbico, aumento na eficiéncia de captacéo
do oxigénio e a realizacdo de supressdo metabdlica. O presente estudo buscou
avaliar o perfil metabdlico e comportamental da espécie Geophagus brasiliensis
através de andlises dos parametros hematoldgicos lactato, hemoglobina e glicose,
do glicogénio hepéatico e muscular, das atividades das enzimas Lactato
Desidrogenase (LDH; E.C. 1.1.1.27), Malato Desidrogenase (MDH; E.C. 1.1.1.37) e
Citrato Sintase (CS; E.C. 4.1.3.7), ap0s expor os individuos a concentracdes de
oxigénio de 1,5 mg/L (-30mmHg) e 6,0 mg/L (~100mmHg) combinadas com
temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Foram quantificados também o consumo de
oxigénio, a contagem de batimentos operculares e a concentracdo de perda de
equilibrio (PDE) dos individuos expostos as temperaturas citadas. Em condicao de
hipoxia a concentracdo de glicose plasmatica apresentou um aumento significativo
nas temperaturas de 20°C e 24°C. Os valores de hemoglobina aumentaram
significativamente em hipéxia a 24°C. O glicogénio hepatico foi significativamente
reduzido em hipoxia & 24°C e 28°C. A 24°C e 28°C, em condi¢des normais de
oxigénio, os individuos apresentaram um maior consumo em uma menor escala de
tempo e, em todas as temperaturas, houve uma reducédo significativa de consumo
guando expostos a hipoxia. A perda de equilibrio dos animais ocorreu a uma maior
concentracdo de oxigénio em 24°C e 28°C. Um importante estratégia apresentada

pela espécie foi a supressdo metabolica que pode ser observada pela reducdo na



atividade da enzima MDH no figado e da CS no coracdo em condi¢édo de hipoxia. A
utilizacdo do metabolismo anaerdbico também foi uma estratégia adotada por essa
espécie vista através do aumento na atividade da enzima LDH no musculo. Os
resultados apontam a grande contribuicdo do efeito sinérgico de temperatura e

hipéxia no mecanismo de respostas de Geophagus brasiliensis.

Palavras-chave: Hipdxia, metabolismo energético, comportamento, vias aerdbicas

e anaerobicas.



ABSTRACT

PEREIRA, Jéssica Alves, Universidade Vila Velha - ES, Fevereiro 2015.
Ecophysiology of Geophagus brasiliensis as function of temperature and

dissolved oxygen. Advisor: Levy de Carvalho Gomes.

Oxygen and temperature are the most limiting factors in aquatic environments.
Several species are exposed to variations of these factors in the water as a result of
physical, chemical, biological processes, and also by eutrophication, and together,
they can directly interfere in the distribution of fish. As a result, these organisms
develop physiological, biochemical and behavioural adjustments as an alternative
strategy to adapting in the environment. Amazonian and African cichlids are known
for their tolerance in hypoxic environments, which was awarded by the great adaptive
plasticity presented by the group. Among the adaptive mechanisms developed by the
group are, the use of anaerobic metabolism, increase in oxygen uptake efficiency
and the performance of metabolic suppression. The aim of this study was to evaluate
the metabolic and behavioural responses of Geophagus brasiliensis through analysis
of haematological lactate, haemoglobin and glucose, liver and muscle glycogen, and
the activities of the enzymes MDH, LDH and CS after exposing individuals to hypoxia
(1,5 mg/L) and normoxic (6,0 mg/L) with combined temperatures 20°C, 24°C and
28°C. We also measured oxygen consumption and ventilation rates of individuals
exposed to the temperatures descripted above, until they reached a loss of
equilibrium. In hypoxic condition plasma glucose concentration showed a very sharp
increase in temperatures of 20°C and 24°C, but in other hand, substantially less at
28°C. The haemoglobin values were few greater at 28°C at normal oxygen condition,
but there was no difference between the temperatures in hypoxia. Liver glycogen
was significantly reduced by hypoxia at 28°C. At 24°C and 28°C, individuals showed
higher oxygen consumption in a smaller time scale when in normoxic, therefore, in all
the temperatures, the individuals consumption was significantly reduced in hypoxia.
The loss of equilibrium of the animals occurred at a higher concentration of oxygen at
24°C and 28°C. One important strategy showed by G. brasiliensis was the metabolic
suppression that could be observed by the reduction of MDH enzyme activity in the
liver and the CS enzyme activity in the heart when in hypoxic condition. The use of
anaerobic metabolism was also a strategy adopted by these specie with was seen

through the increase in LDH enzyme activity in muscle. The results show the great



contribution of the synergistic effect of temperature and hypoxia in the mechanism
showed by Geophagus brasiliensis.

Key-words: hypoxia, energy metabolism, behaviour, aerobic and anaerobic
pathways.



1. APRESENTAGAO

A mudanca climatica afeta diretamente a biota através de alteracbes em
seus processos fisioldégicos e comportamentais, influenciando em sua sobrevivéncia,
crescimento e reproducdo (Kordas et al., 2011). O aumento de zonas hipoxicas
através da estratificacdo do corpo d"agua adicionado ao aumento da demanda de
oxigénio dos organismos em decorréncia da elevacdo da taxa metabdlica, séo
algumas das consequéncias da elevacéao térmica (Stramma et al., 2008).

Organismos que persistem em ambientes com baixa tenséo de oxigénio,
apresentam mecanismos que oferecem tolerancia a hipoxia como, ajustes
morfologicos, bioquimicos, fisiolégicos, e comportamentais (Martinez et al., 2006;
Timmerman & Chapman, 2004). Quando as mudancas ambientais excedem a
capacidade de resposta dos organismos através desses mecanismos, a selecao
atua permitindo adaptacoes evolutivas (Anttila, 2013).

Os ciclideos séo peixes de alto interesse cientifico por apresentarem uma
alta plasticidade em sua forma e adaptacdo aos ambientes. Além disso, € sugerido
que a distribuicdo dessa familia € condicionada pela tolerancia a hipoxia (Chippari-
Gomes et al., 2005).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo conhecer os ajustes
metabdlicos desenvolvidos pela espécie Geophagus brasiliensis sobre influéncia da
hipéxia e alta temperatura. Para tal, foram realizadas andlises dos parametros
hematoldgicos, glicogénio hepatico e do musculo branco, atividade das enzimas
MDH, LDH e CS em trés tecidos ap6s 8 horas de exposicdo a duas condi¢cfes de
oxigénio e trés temperaturas. A espécie foi também submetida a um segundo
experimento para a determinacdo de sua tolerancia a hipéxia através da avaliacao

de seu consumo de oxigénio e batimentos operculares.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

Espécie Estudada

Dentro da ordem Perciforme, a familia Cichlidea € uma das mais ricas
familias de vertebrados, com cerca de 105 géneros e 1900 espécies (Kullander
2003), e sao representados por espécies versateis, territorialistas e bastante
resistentes. Os ciclideos possuem ampla distribuicdo geografica nas Ameéricas,
Africa, Madagascar, litoral sul da india, Sri Lanka e Oriente Médio, e se distribuem
pelos mais diferentes habitats, como margens de rios, florestas alagadas, lagos e
corredeiras, porém a grande maioria apresenta preferéncia por ambientes lénticos
(Kullander 2003).

Geophagus brasiliensis (acara) € uma espécie bastante popular em rios e
riachos do sul e sudeste brasileiro (Perazzo et al., 2013). Apresentam grande
variedade em sua morfologia e, por sua ocorréncia abranger diferentes condices
ambientais, sdo sugeridos eventos de especiacdo em funcdo das variacbes do
ambiente (Perazzo et al., 2013). Quanto a alimentacdo, apresentam habito onivoro
podendo se alimentar de sedimentos, pequenos peixes, crustaceos e larvas de
insetos (Abilhoa e Da Silva 2003).

Os ciclideos constituem uma familia de peixes de grande interesse
cientifico por apresentarem plasticidade em sua coloragcdo, forma, reproducéo,
alimentacdo e adaptacdo aos ambientes (Chippari-Gomes 2002), o que 0s tornam
excelentes instrumentos de estudos de impactos causados por mudancas de
condicbes ambientais, e até mesmo indicadores de poluicdo ambiental (Hauser-
Davis et al., 2010).

i B b R 21

Figura 1. Exemplar de Geophagus brasiliensis.




Oxigénio Dissolvido

O oxigénio € um dos fatores mais limitantes do meio aquatico, e sua
deplecdo vem sendo associada com a grande participacdo das acdes antropicas na
eutrofizacdo dos ambientes (Diaz & Rosenberg, 2008). A disposicdo desse gas no
ambiente é primordial para organismos aquaticos podendo influenciar sua ecologia,
comportamento e fisiologia (Martinez, 2011).

A concentragdo de oxigénio na agua é derivada de fatores como vento, a
movimentacdo entre 0s substratos gerada pelo atrito da agua com rochas, da
producdo primaria, além da incidéncia solar, temperatura e decomposicdo de
material organico (Chippari-Gomes et al. 2003).

Essas varidveis nado sao constantes ao longo do dia e,
consequentemente, a concentracdo de oxigénio é alterada. Essa flutuacdo é ainda
mais expressiva em ambientes |énticos que possuem pouco fluxo e renovacdo da
agua, e por isso normalmente enfrentam periodos extremos de hipdxia.

Alguns fatores naturais podem causar a reduc¢do periédica ou sazonal de
oxigénio na agua como, por exemplo, a estratificacdo de nutrientes em ecossistemas
de &gua doce, que pode causar uma reducao dos niveis de oxigénio dissolvido nas
aguas mais profundas, resultando em um ambiente hipoxico, principalmente no
verdo (Diaz e Rosenberg 2008).

No entanto, a pratica de acdes antrOpicas vem contribuindo
substancialmente para a reducdo de oxigénio no meio aquatico, e sua frequéncia e
intensidade estdo diretamente associadas com 0 aumento da eutrofizacdo e
poluicdo dos corpos d’agua (Rabalais et al., 2010).

Dentre os efeitos da eutrofizacdo no meio aquético estdo, o acimulo de
nutrientes que estimula o aumento de fitoplanctons e, consequentemente, sua
atividade respiratoria, especialmente no periodo noturno onde ndo ha fotossintese,
além do aumento da decomposicao e respiracao bacteriana.

E considerado hipoxia, um nivel de oxigénio dissolvido na agua que causa
efeitos deletérios no comportamento e/ou fisiologia de um organismo (Pollock et al.,
2007). A concentracdo de oxigénio considerada ideal para a maioria dos peixes varia
entre 5 — 6 mg/L, a partir de 3 mg/L, cria-se um cenario estressante para 0S
organismos, e niveis iguais ou abaixo de 0,5 mg/L, geralmente considerados anoxia,

sao letais para a grande maioria desses animais (Diaz e Rosenberg 2008).



Na grande maioria das espécies, a hipéxia pode causar a morte do
organismo, entretanto, € mais comum a ocorréncia de efeitos sub-letais como,
alteracdes nos processos fisiologicos (Fitzgibbon et al., 2007), na distribuicdo
espacial (Zhang et al.,, 2009), nas interacoes tréficas (Pollock et al., 2007) e, em
maior escala, na dinamica populacional (Stierhoff et al., 2006), no fluxo de energia e
na riqgueza de espécies de uma comunidade.

Um importante determinante da tolerancia a hipoxia em peixes € a
habilidade em manter a captacao de oxigénio em baixas concentragcdes no ambiente
(PO2), o que reflete a concentragcdo ambiental em que a taxa de consumo do animal
passa de independente para dependente da quantidade de oxigénio disponivel no
meio, 0 que € denominado como concentracéo critica (Mandic et al. 2009; Speers-
Roesch et al. 2012).

Além da concentracdo critica (Pcrit), a pressao parcial de oxigénio (POz2)
na qual o organismo ndo mais consegue manter o equilibrio, pode ser uma grande
indicadora da tolerancia de um individuo (Mandic et al., 2013).

Entre os efeitos sub-letais originados pela falta de oxigénio, as mais
frequentes séo, alteracdes nos processos fisiologicos (Chapman e Mackenzie 2009),
mudancas quantitativas e qualitativas de habitat (Zhang et al. 2009), influéncia nas
interacbes de predacdo (Altieri, 2008), decaimento das taxas de sobrevivéncia,
crescimento, e reducdo do potencial reprodutivo (Thomas et al. 2007),
comportamento e conversao alimentar (Vaquer-Sunyer e Duarte 2008).

Juntos, esses efeitos podem influenciar potencialmente o desempenho
dos individuos, interferindo na dinamica populacional, nas intera¢@es tréficas e fluxo
de energia, e na riqueza de espécies a nivel de comunidade (Stierhoff et al., 2006).

Contudo, as espécies se distinguem na forma como respondem aos
efeitos causados pela escassez de oxigénio, 0 que torna importante obter
informacBes de maneira especifica para avaliar os impactos em populacées e
comunidades como um todo (Arend et al. 2011). Dessa forma, é necessario
conhecer 0s mecanismos que permitem 0s peixes sobreviverem e tolerarem essas
condicdes adversas, e utlizar os indicadores de tolerédncia para realizar

comparacoes entre as espécies e ambientes.



Adaptacéo e tolerancia da Ictiofauna a hipoxia

Eventos como radiacdes adaptativas e origem de genes adicionais,
contribuiram aos peixes a caracteristica de mais diversos entre os vertebrados, e
sdo também responsaveis pelas adaptacdes evolutivas por eles apresentadas, entre
elas, a habilidade de tolerar as alteragcbes na condicdo de oxigénio no ambiente
(Leggatt e lwama, 2003).

A radiacdo adaptativa confere a rapida diversificacdo de um grupo devido
a adaptacdo em diferentes nichos ecoldgicos (Mahler et al., 2010), e seu padréao de
diversificacao pode ser dado em escala geografica e taxonémica.

Os ciclideos sé@o constantes objetos de estudo devido a sua riqueza de
espécies e diversidade de adaptacfes fenotipicas, além de sua grande variedade de
formas e coloracdes (Chippari-Gomes et al., 2005).

As respostas de ajustes a hipOxia variam entre as espécies e também
dentro de uma mesma espécie. Essa diferenca sugere que as mudancas na
disponibilidade de oxigénio atuam como um importante agente seletivo que contribui
com a grande plasticidade fenotipica dos ciclideos (Almeida-Val et al., 1995).

A resisténcia a hipdxia e plasticidade fisiologica entre as espécies de
peixes, podem estar relacionadas com os seus habitats. Normalmente, ambientes de
corredeira contam com uma constante e elevada concentragdo de oxigénio e, em
contrapartida, ambientes de menor fluxo e renovacdo de &agua, enfrentam uma
ampla variacdo de oxigénio ao longo do dia (Fu et al., 2011). Assim, a capacidade
de resposta dos organismos sao relacionadas com a frequéncia e intensidade de
situacdes hipdxicas na qual sdo expostos (Farrel e Richards, 2009).

Certos habitos foram adotados por algumas espécies que enfrentam
situacbes de hipdoxia com mais frequéncia. Entre ele estdo a realizacdo da
respiracdo na superficie da agua (Soares et al., 2006) e manter bolhas de ar em
suas cavidades bucais para elevar a quantidade de oxigénio que passa pelas
branquias (Rosenberger e Chapman, 2000).

Alteracdes bioquimicas e fisiologicas como, aumento dos niveis de
glicose, lactato, enzima lactato desidrogenase, aumento da producdo de eritrocitos
afim de aprimorar a afinidade entre oxigénio e hemoglobina (Mandic et al., 2009;
Brauner e Val 2006), producdo anaerobica de ATP, aumento da ventilacdo

branquial, reducdo da frequéncia do batimento cardiaco e aumento da forca de



contracdo do coracdo (McNeil e Closs, 2007), podem ser realizadas apdés uma
situacao de hipdxia intensa.

Mudancas nos parametros bioquimicos e hematoldgicos sao
potencialmente Uteis por permitirem detectar danos agudos e crdnicos causados por
algum tipo de estresse (Adham et al., 2002). Estudos hematoldgicos de diferentes
espécies de peixes sdo de grande interesse ecologico e fisioldégico por auxiliarem na
compreensao das particularidades sanguineas, filogenia, habitat e capacidade
adaptativa dos individuos no ambiente.

A supressdo metabdlica, realizada através da redugcédo da demanda de Oz
e da utilizacdo do metabolismo anaerobico, € uma das mais eficazes estratégias de
tolerancia a hipoxia realizada por algumas espécies (Bickler e Buck, 2007). Seu
beneficio é atribuido pela reducdo da producdo e consumo de ATP, maiores no
metabolismo aerdbico, que contribui com um maior aproveitamento energético
(Chippari-Gomes et al., 2005).

Com a reducdo da demanda metabdlica (Oz) ha também uma mudanca
nas atividades das enzimas metabdlicas. Esse ajuste enzimatico varia de acordo
com a duragéo e intensidade da hipdxia e também com o tecido e espécie (Martinez
et al., 2009).

Quando a variagdo ambiental excede a capacidade do animal em
responder através desses mecanismos de ajuste, a sele¢cdo pode atuar permitindo
as populacdes a responderem através de uma adaptacdo evolutiva (Anttila et al.
2013).

Temperatura

E sabido o quanto as variaveis fisico-quimicas ambientais, em especial a
temperatura, influenciam o0s ecossistemas aquaticos. Elas podem influenciar
diretamente as respostas ecofisioloégicas dos organismos em diferentes niveis do
ecossistema (Portner e Peck, 2010), principalmente os ectotérmicos, que se
caracterizam por depender do calor do seu ambiente para a regulacdo de sua
temperatura corporal.

Para os proximos 100 anos, é esperado um aumento da temperatura da
superficie terrestre de até 7°C (Ficke et al., 2007), o que ir4 acarretar em alteracdes

nos padroes de precipitacdo, au mento na ocorréncia de temperaturas extremas
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(Doney et al., 2012), elevacdo do nivel dos oceanos, e alteracdes nos padrdes de
distribuicdo e abundancia das espécies (Sunday et al., 2012).

Com o aumento da temperatura em decorréncia das mudancas
climaticas, diversos organismos aquaticos enfrentardo temperaturas proximas ou
acima de seu limite toleravel (Huey et al., 2012).

Entre os impactos causados pelo aumento da temperatura no ambiente,
destaca-se a alteracdo nas interacdes troficas (Portner e Peck 2010), diminuicdo do
sucesso reprodutivo devido a reducdo de energia destinada ao crescimento (Farrell,
2009), influéncia nas atividades padrdes sazonais e escolha de habitats (Whitaker e
Shine 2002), desempenho natatorio e, em maior escala, podem afetar a dinadmica
das populacdes (Brander, 2007).

Alteracdes nas taxas metabdlicas também podem ocorrer quando a
temperatura da agua se encontra fora do intervalo 6timo de um organismo
ectotérmico. O mesmo pode ser alterado para mais ou menos acelerado com o
objetivo de manter as fun¢des vitais do animal (Martin, 2003).

Entretanto, os efeitos da mudanca climatica alcancam outros fatores além
da temperatura. O aumento de zonas hipdxicas através da estratificacdo do corpo
d’agua adicionada ao aumento da demanda de oxigénio dos organismos em
decorréncia da elevacdo da taxa metabdlica, sdo algumas das consequéncias da
elevacao térmica (Stramma et al., 2008).

O efeito combinado do aumento de temperatura e reducdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido tem o potencial de causar sérias mudancas na
dindmica do ecossistema. Esses efeitos sdo ampliados em ambientes de agua rasa,
como zonas costeiras e lagoas, e mais ainda em ambientes caracterizados por
pouca renovacao de agua (Danovaro e Pusceddu, 2007).

Em altas temperaturas, a atividade metabdlica de microrganismos é
elevada podendo causar a hipéxia no ambiente através do aumento da demanda de
oxigénio de fitoplanctons e bactérias. Esse maior consumo dos microrganismos
reduz o oxigénio a niveis muito baixos e eleva, consequentemente, a demanda de
oxigénio dos peixes (Diaz e Rosenberg, 2008).

O aumento da temperatura pode também intensificar a estratificacdo do
corpo d’agua reduzindo o suprimento de oxigénio nas camadas mais profundas,

especialmente no verdo (Wang et al., 2011).



A tolerdncia a temperatura e a hipdxia podem ser positivamente
associadas para algumas espécies de peixes (Portner e Peck, 2010). Geralmente,
peixes que habitam aguas quentes sdo geralmente mais tolerantes a niveis mais
baixos de oxigénio do que peixes de aguas mais frias (Pientka e Parrish, 2002).
Essa relagdo € uma consequéncia da reducéo da solubilidade do oxigénio na agua
em temperaturas elevadas, 0 que causa um aumento a demanda metabdlica dos
animais ectotérmicos (Diaz e Breitburg, 2009).

Oxigénio e temperatura podem também interagir para formar a “pressao
térmica-oxigénio dissolvido”, onde o organismo através de um “trade-off’, entra em
um confronto entre alterar sua fisiologia em funcdo da temperatura ou do nivel de
oxigénio (Taylor et al., 2007).

Os limites de tolerancia e a habilidade das espécies em se adaptar a
novos regimes de temperatura, sado fatores determinantes para o sucesso de uma

populacdo que esta sujeita a alteracfes dessa variavel (Portner e Knust 2007).
Metabolismo Aerobico e Anaerdbico

A respiracdo aerdbica, também conhecida como metabolismo aerébico,
ocorre quando o oxigénio € absorvido e transferido para as células, onde é feita a
conversao de alimento por energia (White e Campo 2004).

A taxa metabdlica de repouso, conhecida como taxa metabdlica basal €,
normalmente, a taxa minima da energia consumida necessdaria para manter 0s
processos vitais. Quando um organismo € obrigado a gastar uma quantidade extra
de energia em mecanismos de ajuste em funcao de alteracdes ambientais, a energia
que seria direcionada para atividades mais complexas como crescimento e
reproducao, séo reduzidas (Claireaux e Lefrancois 2007).

A grande maioria dos animais utilizam o metabolismo aerébico para a
producado de energia devido ao alto rendimento de ATP, a vasta gama de substratos
oxidaveis, e os produtos finais mais vantajosos em comparagao ao do metabolismo
anaerobico (Rees et al. 2008).

Entretanto, em situagcbes onde a concentracdo de oxigénio disponivel
para os tecidos é insuficiente para a producdo aerobica de ATP, ocorrem mudancas
na principal via metabdlica (gliclise) e o metabolismo anaerdbico vem a ser
utilizado, o que geralmente é associado a mudangas nas atividades enzimaticas da
glicdlise (Pollock et al., 2007).



Com a concentragdo de oxigénio abaixo do critico, a sobrevivéncia do
animal se torna dependente da manutencdo do balanco de energia celular em
decorréncia da reducdo do suprimento de energia aerdbica. Para manter o balanco
energeético celular, algumas espécies de peixes tolerantes reduzem temporariamente
sua taxa metabodlica através da diminuicdo da demanda energética e elevam a
producdo de ATP (Davies et al., 2011).

Na presenca de oxigénio, o principal produto da glicélise aerdbica € o
piruvato, o qual € destinado ao ciclo de Krebs para que se torne acetil-CoA e,
posteriormente em citrato nas mitocondrias por acado da enzima citrato sintase (CS).
Em condicfes de hipdxia o produto final da glicélise, agora anaerébica, é o lactato,
convertido pela enzima LDH (Almeida-Val et al. 2011).

Parte do lactato produzido nos tecidos € transportado para a corrente
sanguinea. Quando o ambiente antes hipoxico, retorna a um equilibrio de oxigénio, o
lactato € novamente convertido em piruvato, especialmente em tecidos bem
oxigenados como figado e musculos cardiacos. Dessa forma, concentracdes de
lactato no sangue podem ser utilizadas como indicadoras do quanto o metabolismo
anaerobico esta sendo utilizado (Sampaio 2008).

Mudancas na concentracdo de glicogénio nos tecidos estdo também
associadas as alteracbes de lactato sanguineo durante hipéxia ou apdés o uso do
metabolismo anaerdbico (Mandic et al. 2008).

Além da LDH, outras enzimas também contribuem para o conhecimento
dos processos fisiolégicos utilizados por peixes expostos a hipoxia. As enzimas do
metabolismo oxidativo Citrato Sintase (CS) e Malato Desidrogenase (MDH), e a
enzima glicolitica Piruvato Kinase (PK) tem sido utilizadas como medida da
capacidade aer6bica e anaerdbica celular, e sdo indicadoras potenciais da
exposicao dos organismos a condi¢des adversas (Tripathi e Verma 2004).

Embora as respostas metabdlicas possam diferir em relacéo a espécie de
peixe, habitat e habito alimentar, a alteragdo do meio fisico-quimico pode promover
respostas metabolicas como alteracdo dos niveis de enzimas nos tecidos, as quais
podem proporcionar valiosas informacdes de relevancia ecoldgica, indicando a

condicado do ambiente e a viabilidade das espécies.
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2.2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar as os ajustes fisiolégicos e comportamentais de Geophagus
brasiliensis expostos as condi¢ées de normoxia (6,0 mg/L ~100 mmHg) e hipoxia
(1,5 mg/L ~30 mmHg) nas temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C.

Objetivos Especificos

o Avaliar o efeito da hipdxia e da temperatura sobre os paréametros
hematolégicos de G. Brasiliensis .

o Avaliar as respostas metabdlicas de G. brasiliensis através da atividade
das enzimas MDH, LDH e CS nos tecidos do figado, coracdo e musculo branco,
apos a exposicdo a duas diferentes condigcbes de oxigénio e temperatura por 8
horas.

o Mensurar a taxa metabdlica de G. Brasiliensis através do consumo de
oxigénio e da contagem dos batimentos operculares apds expor os individuos as
temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C.
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Ecofisiologia de Geophagus brasiliensis em fungao da temperatura

e oxigénio dissolvido

RESUMO

A disposicao de oxigénio e temperatura no ambiente sao fatores primordiais para
organismos aquaticos. Com a mudanca climatica, € esperado que 0s organismos se
deparem com temperaturas bem acima de seu limite toleravel e com concentracdes
de oxigénio inferiores ao ideal. O presente estudo buscou avaliar o perfil metabdlico
e comportamental da espécie Geophagus brasiliensis através de analises dos
parametros hematologicos hemoglobina e glicose, do glicogénio hepético e
muscular, das atividades das enzimas LDH, MDH e CS apdés expor os individuos a
concentracdes de oxigénio de 1,5 mg/L e 6,0 mg/L combinadas com temperaturas
20°C, 24°C e 28°C, buscando assim, conhecer a sua resisténcia frente a essas
condicbes. Foram quantificados também o consumo de oxigénio, a contagem de
batimentos operculares concentracdo de perda de equilibrio (PDE) dos individuos
expostos as temperaturas citadas. Os individuos de G. brasiliensis apresentaram em
condicao de hipéxia um aumento significativo de glicose nas temperaturas de 20°C e
24°C. Os valores de hemoglobina aumentaram significativamente em hipdxia a
24°C. O glicogénio hepatico foi significativamente reduzido em hipéxia a 24°C e
28°C. A 24°C e 28°C os individuos apresentaram um maior consumo de oxigénio em
uma menor escala de tempo e, em todas as temperaturas houve uma reducao
significativa do consumo em hipéxia. A perda de equilibrio dos animais ocorreu a
uma maior concentracdo de oxigénio nos tratamento de 24°C e 28°C. A espécie
apresentou a supressdo metabdlica como uma de suas principais estratégias de
tolerdncia a hipoxia, bem como a utilizagdo do metabolismo anaerdbico nessa
condicdo. Os resultados apontam ainda a grande influencia do efeito sinérgico da
temperatura e hipdxia nos mecanismos de respostas utilizados pelo Geophagus

brasiliensis.

Palavras-Chave: Hipdxia, metabolismo energético, comportamento, vias aerdbicas e

anaerobicas.
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ABSTRACT

The oxygen availability and temperature in the environmental are major factors for
aguatic organisms. With currently climate changes, it is expected that the animals
might encounter temperatures above its tolerable limit and oxygen concentrations
less than ideal. The aim of this study was to evaluate the metabolic and physiological
profile of G. brasiliensis through analysis of hematological parameters lactate,
hemoglobin and glucose, liver and muscle glycogen, the activities of the enzymes
LDH, MDH and CS after exposing individuals to oxygen concentrations 1,5 mg/L and
6,0 mg/L combined with temperatures 20°C, 24°C and 28°C, and then, know their
resistance front of these conditions. Individuals showed in hypoxia a significant
increase in glucose in the temperatures of 20°C and 24°C, through substantially less
at 28°C. The haemoglobin values were few greater at 28°C in normoxia, but there
was no difference between the temperatures in hypoxia. The haematological
parameters showed that this specie was not able to perform primary adjustments
when exposed to hypoxia and higher temperature. Liver glycogen was significantly
reduced by hypoxia at 28°C. At 24°C and 28°C individuals had higher oxygen
consumption in a smaller time scale and, all the temperatures showed a significantly
reduction on consumption in hypoxia. The loss of equilibrium oh the animals occurred
at a higher concentration of oxygen in the treatment of 24°C and 28°C. G. brasiliensis
showed metabolic suppression as one of its main strategies of tolerance to hypoxia,
and the use of anaerobic metabolism. The results also point to the influence of the
synergistic effect of temperature and hypoxia in the mechanisms used by these

specie.

Key-words: hypoxia, energy metabolism, behaviour, aerobic and anaerobic

pathway.
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2. INTRODUGAO

A emissdo de carbono na atmosfera tém atingido os maiores niveis ja
mensurados e, com isso, influenciado todos os componentes do sistema climético
(Ficke et al., 2007). O aumento de zonas hipdxicas através da estratificacdo do
corpo d’agua adicionada ao aumento da demanda de oxigénio dos organismos em
decorréncia da elevagcdo da taxa metabdlica, sdo algumas das consequéncias da
elevacao térmica (Stramma et al., 2008).

A combinacdo de alteracbes na temperatura e na concentracdo de
oxigénio, oferece uma situacdo substancialmente critica aos organismos aquaticos,
em especial aos peixes. Organismos que persistem nessas condi¢cdes, apresentam
mecanismos de ajustes a niveis morfologicos, bioquimicos, fisiolégicos, e/ou
comportamentais (Martinez et al., 2006; Timmerman e Chapman, 2004). Quando as
alteracbes excedem a capacidade de resposta dos organismos, a selecdo atua
permitindo adaptacgdes evolutivas (Anttila, 2013).

Sabe-se que as espécies de ciclideos amazonicas (Scott et al., 2008) e
africanas (Chapman et al., 2002) sdo expostas a situacdes de hipoxia extrema em
determinados periodos, o que os permitiram desenvolver uma grande plasticidade
como forma de adaptacdo a esses ambientes. No entanto, pouco se conhece sobre
o perfil metabdlico das espécies provenientes dos ambientes de Mata Atlantica,
onde as variagdes de oxigénio e temperatura ocorrem com uma menor frequéncia e
intensidade. O grupo € de grande interesse para esse tipo de avaliacdo por
possuirem respiracdo aquatica obrigatoria e principalmente por apresentarem
morfologias e comportamentos bastante distintos refletindo o ambiente de onde sé&o

provenientes.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo conhecer a tolerancia
da espécie G. brasiliensis a hipoxia e temperatura elevada através de suas
respostas fisiologicas e metabolicas sob influencia dessas condi¢des, partindo da
premissa de que essa € uma espécie que pertence a uma familia conhecida

principalmente pela sua resisténcia a oscilagbes ambientais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aaquisicao e Aclimatacao dos Peixes

Os exemplares de Geophagus brasiliensis (8,31g + 0,87) foram adquiridos
em uma piscicultura particular localizada em Guarapari — ES e levados para
laboratorio, onde foram mantidos em condicfes padrdes de aclimatacdo por 30 dias
(fotoperiodo natural, alimentados duas vezes ao dia, trocas de 70% da agua
semanais, parametros fisico-quimicos monitorados) a temperatura de 28°C. Apés
esse periodo, os peixes foram individualmente transferidos para aquarios de 30 L
onde foram aclimatizados por 14 dias na temperatura experimental em que seriam
submetidos, 20°C (20°C % 0,09), 24°C (24,12°C + 0,21) ou 28°C (28,04°C £ 0,11) e
concentracdo normal de oxigénio (6,0 mg/L = 0,44) monitorada através de um
Oximetro (YSI Pro 20). A reducdo da temperatura foi realizada gradativamente (dois
dias) de 28 — 24 — 20°C. A mesma era controlada através de uma resisténcia de
110W colocada dentro do aquério acoplada a um termostato digital com precisédo de
uma casa decimal.

Os individuos foram alimentados duas vezes ao dia, tiveram seus
aquarios sifonados diariamente e, uma troca de 70% do volume de agua foi feita
semanalmente. Os parametros quimicos de amoénia total (1,34mg/L + 0,21), nitrito
(0,06mg/L £ 0,03) e dureza (69,6mg/L = 6,92) foram avaliados de acordo com APHA
(1998) e, realizadas duas vezes por semana, antes e apos a troca de agua.

3.2 Desenhos Experimentais

Experimento |

Os peixes de cada grupo de temperatura foram transferidos
individualmente para o aquario experimental de 30L contendo 10L de &gua e
aeracdo constante, onde permaneceram por 24 horas antes do inicio do
experimento. Foram inseridos no aquario um termostato, para que fosse mantida a
temperatura experimental desejada, e uma camara de leitura de oxigénio que tinha
conectada em uma de suas extremidades um bomba submersa, e em outra era

inserida a probe do aparelho Multiparametro que realizava as leituras da contragéo
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de oxigénio e temperatura durante todo o experimento, formando assim, um sistema
fechado de circulacéo de agua.

Foram realizadas combinacdes das condicbes de oxigénio, normoxia
(6,06 + 0,25 mg/L) e hipoxia (1,48 + 0,18 mg/L) com as temperaturas 20°C (20,78 +
0,37°C), 24°C (23,7 £ 0,84°C), 28°C (28,5 = 0,7°C), totalizando seis tratamentos com
oito repeticOes para cada (n total= 48), e cada experimento teve duracdo de 8 horas.
Para os tratamentos com condicdo de hipOxia, a aeracdo era removida no inicio do
experimento e o aquario era totalmente fechado evitando assim qualquer troca
gasosa com o ambiente. A reducao de oxigénio foi gradativa (25% da saturacao por
hora) e realizada através da introducdo de bolhas nitrogénio gasoso na agua, de
acordo com Chippari-Gomes et al (2005). Assim que a concentracdo estipulada de
1,5mg/L (~30mmHg) era alcancada, iniciavam-se as 8 horas de experimento
(Chippari-Gomes et al., 2005).

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com
eugenol (1 mg/L) e tiveram o sangue coletado. Posteriormente, os animais foram
sacrificados para a retirada dos tecidos do musculo, figado e coracdo que foram

preservados a -80°C até que fossem feitas as analises enzimaticas.

Analises Laboratoriais (para maiores detalhes dos procedimentos, ver

Anexo 1)

Parte do figado e mdasculo foram destinados para as analises de
glicogénio (Duboie et al., 1956) e o restante desses tecidos e o0 coracdo, foram
utilizados nas analises de atividade das enzimas MDH, LDH e CS de acordo com
Driedzic e Almeida-Val (1996) com modificagBes. O calculo utilizado para determinar

a atividade das enzimas foi de acordo com a equacao:

pumoles subs. mint.mg prot* = (AOD/min x fd (cubeta) x fd (tamp&o)) / Prot
6,22

onde,

fd = fator de diluicdo, AOD/min = variacdo na densidade optica por minuto, 6,22 =
coeficiente de extingdo molar da coenzima NADH. * Para a enzima CS o coeficiente
de extingdo molar do DTNB é 13,6, Prot = proteina (mg).

A quantidade de proteina foi quantificada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
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Experimento Il

As medidas de consumo de oxigénio e batimentos operculares se deram
em um segundo experimento. Cada grupo experimental (n=8 para cada temperatura)
foi transferido individualmente para o aquario com capacidade de 1L e dotado de
aeracdo, onde permaneciam por 24 horas até o inicio do experimento na sua
respectiva temperatura de aclimatizacdo: 20°C (20,58 + 0,36°C), 24°C (24,17 =*
0,3°C) ou 28°C (28,51 + 0,29°C).

Apos as 24 horas, o aquario era fechado e isolado de trocas gasosas com
0 meio externo, e sua aeracao era removida. A condi¢do inicial de oxigénio era
considerada normoxia (5,62 + 0,34 mg/L). Os peixes foram mantidos nessa condicao
até perderem o equilibrio, o que foi considerado o ponto final do experimento. As
medidas de oxigénio e temperatura foram realizadas a cada 20 minutos e, dentro do
mesmo intervalo de tempo, foi feita a contagem dos batimentos operculares durante
1 minuto. Com os resultados obtidos foi possivel calcular o consumo de oxigénio
(Boutilier et al., 1984), os valores de batimentos operculares por minuto (Chippari-
Gomes et al., 2005) e a concentragdo de perda de equilibrio (PDE).

A formula utilizada para o calculo de consumo de oxigénio foi:

MO2 = (APO2x aO2x v)/(m X t),

onde,

APO2 (mmHg) é a diferenca entre os valores de PO:zinicial e final em cada periodo de
experimento, aO2 (umol* mmHg™) é a solubilidade constante da agua, v é o volume
(litro) de agua do aquario, m (g) € a biomassa total de peixe, t é o tempo (hora)
equivalente a duracdo de cada experimento. O consumo de oxigénio (MO2) e
batimentos operculares foram expressos em pmol-O2 gth' e numero de

batimentos/minuto respectivamente.

3.3 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade através do teste de
Shapiro-Wilk. Os dados que nao apresentaram distribuicdo normal foram
normalizados através da transformacéo de logl0 ou 1+ logl0. Para as analises de
parametros hematoldgicos e atividades enzimaticas em fungcdo da temperatura e
condicdo de oxigénio, foi aplicada uma ANOVA dois fatores e para os dados de
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consumo de oxigénio, perda de equilibrio (PDE) e tempo de duragdo dos
experimento foram analisados através de uma ANOVA simples. Posteriormente, o
teste de Tukey foi realizado (p < 0,05), através do programa estatistico SigmaStat

versao 12.5 (Systat Software, Inc.).

26



6. RESULTADOS

6.1 Experimento |

Parametros Hematologicos

Os valores dos parametros hematologicos representados na tabela 1
mostram um aumento significativo do metabdlito glicose plasmética em individuos
expostos a hipoxia (1,5mg/L ~ 30mHg) nas temperaturas de 20°C e 24°C. Esse
aumento nao foi significativo a 28°C e também nédo apresentou diferenca significativa
entre as condi¢cdes de oxigénio nessa temperatura. A concentracdo de hemoglobina
aumentou significativamente em condi¢do de hipdxia a 24°C. Os valores de lactato

plasmatico nao diferiram entre as temperaturas e condi¢cdes de oxigénio (p > 0,05).

Tabela 1. Parametros hematoldgicos de Geophagus brasiliensis expostos as condi¢cdes de
normoxia (~100mmHg) e hipéxia (~30mmHg) por 8 horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma
temperatura, p < 0,05. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa para 0 mesmo
tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05. Os valores estdo apresentados em suas
respectivas médias + erro padrao.

Parametros 20°C 24°C 28°C
Hematolégicos

Glicose Plasmatica

Normoxia 33,97 + 5,35% 26,38 + 7,962 29,95 + 3,062

Hipodxia 144,66 + 25,1182 136,34 + 29,782 36,51 + 11,46%°

Hemoglobina

Normoxia 1,96 + 0,6 1,06 + 0,298 2,57 £ 0,95

Hipoxia 2,21 +0,33% 2,06 + 0,474 2,11 £ 0,60

Lactato Plasmaético

Normoxia 0,98 + 0,76 0,62 + 0,61* 0,54 £ 0,18%

Hipoxia 0,86 + 0,89% 0,77 £ 0,65 0,73 £ 0,36%
Glicogénio

A concentracdo de glicogénio muscular ndo diferiu entre os tratamentos (p
=0,441).
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Em hipoxia, os valores de glicogénio hepético representados na figura
2 apresentaram uma reducao significativa nas temperaturas 24°C e 28°C (p < 0,05).
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= 1000 - Aa Ab Ab * Hipoxia
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2 800 -
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24 28
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Figura 2. Concentracgdo de glicogénio hepatico em G. brasiliensis expostos as condi¢cdes de normoxia
(~100mmHg) e hipoxia (~30mmHg) por 8 horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma
temperatura, p < 0,05. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa para o mesmo
tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05.

Analises Enzimaticas

Nos tecidos do musculo branco e coragdo, a atividade da enzima MDH
nao diferiu entre as condi¢bes de oxigénio e temperaturas (p > 0,05) (Figura3 Be C
respectivamente). No entanto, sua atividade no figado apresentou uma reducéo
significativa em hipdxia (p < 0,05), mas sem diferenca entre as temperaturas (Figura
3A).

200 ®Noméxia
A) Aa Aa ® Hipéxia

160 -

120

80

MDH (umol.min-1.mg prot-1)

40 -

24

Temperatura (°C)

28



120 1

B) . A ¥ Normoxia
X ] - ha " Hipéxia
o 100 p
a
g 80
<
E. 60 T
E
E 40 -

5
= 20
0
24
Temperatura (°C)
120 - ®Normoxia

Aa " Hipoxia
100 -
C) Aa

80 -

40 -

MDH (pmol.min-1.mg prot-1)
[=2]
(=]

20

24

Temperatura (°C)

Figura 3. Atividade da enzima Malato Desidrogenase (MDH) nos tecidos do figado (A), musculo
branco (B) e coracdo (C) de exemplares de G. brasiliensis expostos as condigfes de normoxia
(~100mmHg) e hipéxia (~30mmHg) por 8 horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C). Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma
temperatura, p < 0,05. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa para o mesmo
tratamento nas temperaturas estudadas, p < 0,05.

A atividade da enzima LDH nao apresentou diferenca significativa entre
as condi¢cOes de oxigénio e temperaturas nos tecidos do figado e coracéo (p > 0,05)
(Figura 4 A e C respectivamente). No mdusculo, entretanto, houve um diferenca

significativa da atividade dessa enzima a 28°C, onde a condicdo de normoxia
apresentou uma maior atividade em relacao a hipoxia (p < 0,05) (Figura 4 B).
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Figura 4. Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) nos tecidos figado (A), musculo branco
(B) e coracao (C) de exemplares de G. brasiliensis expostos as condi¢cdes de normoxia (~100mmHg)
e hipdxia (~30mmHg) por 8 horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Letras mailsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma temperatura, p < 0,05. Letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa para o mesmo tratamento nas temperaturas
estudadas, p < 0,05.
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A atividade da enzima CS néo foi diferente entre os tratamentos nos
tecidos do figado e muasculo (p > 0,05) (Figura 5 A e B respectivamente). J& no
coracao, houve um aumento significativo da atividade nas temperaturas 28°C e 24°C

em normoxia (p < 0,05) (Figura 5 C).
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Figura 5. Atividade da enzima Citrato Sintase (CS) nos tecidos do musculo branco (A), coragdo (B) e
figado (C) de exemplares de G. brasiliensis expostos as condi¢cbes de normodxia (~100mmHg) e
hipoxia (~30mmHg) por 8 horas nas temperaturas 20°C, 24°C e 28°C. Letras mailsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma temperatura, p < 0,05. Letras
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mindsculas diferentes indicam diferenca significativa para o mesmo tratamento nas temperaturas
estudadas, p < 0,05.

6.2 Experimento Il

Os valores do tempo de duracdo dos experimentos e a concentracao
para a perda de equilibrio, estdo apresentados na tabela 2. O tempo de duracéo dos
experimentos foi reduzido em funcdo do aumento da temperatura, sendo o0s
tratamentos a 24°C e 28°C significativamente menores do que a 20°C. A
concentracdo na qual houve a perda de equilibrio dos individuos, foi
significativamente menor no tratamento de 20°C, ndo apresentando diferenca
significativa entre as demais temperaturas.

Tabela 2. Valores do tempo de duracdo dos experimentos e da concentracdo de Oz em que houve a
perda de equilibrio (PDE) de exemplares G. brasiliensis expostos as temperaturas de 20°C, 24°C e
28°C. Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa do mesmo tratamento entre as

temperaturas estudadas, p < 0,05. Os valores estdo apresentados em suas respectivas medias +* erro
padréo.

Temperatura (°C) Tempo (min) PDE (mmHgQ)
20 557 + 41,302 5,23+0,172
24 426,3 + 27,30 7,41 £0,47°
28 364,5 + 27,22° 6,12 + 0,50°

O consumo de oxigénio dos individuos quando em normoxia, foi
diretamente correlacionado com o aumento da temperatura (figura 6). Em condicéo
de hipdxia, os mesmos reduziram significativamente seu consumo, entretanto nao

houve diferenca significativa entre as temperaturas nessa condig&o.
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Consumo de oxigénio de G. brasiliensis nas condigbes de norméxia (~100mmHg) e hipoxia
(~30mmHg) expostos as temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre os tratamentos de uma mesma temperatura, p < 0,05. Letras mindsculas
diferentes indicam diferenca significativa para o mesmo tratamento nas temperaturas estudadas, p <
0,05.

Os batimentos operculares aumentaram quando 0s animais foram
expostos a um cenario de critico de oxigénio (~15 mmHg), seguindo de um rapido
decaimento (figura 7). O mesmo padréo foi observado para todas as temperaturas,
no entanto, se mostrou mais expressivo a 28°C.
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Batimentos operculares/min de G. brasiliensis em fung&o da pressdo de Oz nas temperaturas de 20°C
(A), 24°C (B) e 28°C (C). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos de uma mesma temperatura, p < 0,05. Letras minUsculas diferentes indicam diferenca
significativa do mesmo tratamento entre as temperaturas estudadas, p < 0,05.
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O padrao de consumo de oxigénio dos exemplares de G. Brasiliensis
(figuras 8 A, B, C) apresentou uma deplecdo mais acelerada do oxigénio nas
temperaturas de 24°C e 28°C. Os individuos reduziram substancialmente o consumo
a medida em que o oxigénio se tornou escasso e, em temperaturas maiores,
resistiram por menos tempo a essa condi¢do (20°C = 360 min (6h), 24°C + 240 min
(4h), 28°C + 180 min (3h)).
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Figura 8. Valores da presséo de Oz ao longo do tempo de duragdo dos experimentos com G.
brasiliensis nas temperaturas de 20°C (A), 24°C (B) e 28°C (C).
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7.DISCUSSAO

A baixa disponibilidade de oxigénio na agua é um dos fatores que mais
limita a ictiofauna e, requer ajustes em todos 0s niveis da organizacao bioldgica (Val,
2000).

Os ciclideos neotropicais sdo exemplos da variacdo de tolerancia
interespecifica. O ciclideo amazdnico Astronotus ocellattus (acarad-acu) é bastante
conhecido por sua extrema habilidade em sobreviver em ambientes hipoxicos,
podendo resistir por até 50 horas em niveis de saturacdo entre 5-20%, e até 6 horas
na total auséncia de oxigénio a uma temperatura de 28°C (Muusze et al., 1998). Em
contrapartida, o ciclideo também amazb6nico Satanoperca jurupari (jurupari), € pouco
tolerante a hipoxia, resistindo menos que 20 minutos nessa condi¢do (Chippari-
Gomes et al., 2005).

7.1 Experimento |

Parametros Hematolégicos

Os parametros hematolégicos de peixes tem sido frequentemente
utilizados como indicadores de estresses causados por condicbes ambientais.
Ajustes no aumento da captacdo de oxigénio estdo entre as mais importantes
estratégias realizadas pelos peixes como forma de otimizar sua resisténcia em
ambientes que sofrem oscilacdes dessa variavel fisica (Ziskowski et al., 2008).

Os individuos quando expostos a hipoxia, apresentaram um aumento
significativo da glicose plasmatica nas temperaturas de 20°C e 24°C (tabela 1),
demonstrando a importancia desse metabdlito no suprimento energético do
organismo em situacbes de falta de oxigénio. No entanto, a 28°C, ndo houve
diferenca em sua concentracdo em funcéo da disposicdo de oxigénio. Considerando
que a reserva de glicogénio hepatico foi mobilizada na condi¢cdo de hipoxia a 28°C
(figura 2), sugere-se que, a concentracdo quase inalterada da glicose nessa
condicdo, se deve pela mobilizacdo desse estoque energético, que € uma fonte
essencial de energia capaz de produzir ATP na caréncia de oxigénio. Confirmando
essa sugestdo, Hochachka e Somero (1984), afirmam que quando as reservas de
glicogénio do figado sdo utilizadas durante um periodo de hipdxia, a reducdo da
glicose é evitada. Comparando o efeito da hipdxia entre duas espécies de
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elasmobranquios, Hemiscyllium ocellatum e Aptychotrema rostrata, Speers-Roesch
et al. (2012) ndo encontraram diferenca significativa nas concentracées de glicose
plasmatica entre as condicbfes de oxigénio em ambas as espécies, no entanto,
houve também uma deplecdo da concentracdo de glicogénio nessa condigéao,
corroborando também com os dados aqui obtidos.

No presente estudo, a concentracdo de hemoglobina aumentou
significativamente em condicdo de hipoxia somente na temperatura de 24°C (tabela
1). Alguns teledsteos resistentes a hipdxia, ndo apresentam um aumento da
concentracdo de hemoglobina e, até mesmo sua diminuicdo pode ocorrer quando
expostos a baixas tensdes de oxigénio. Essa reducao é atribuida pela supressao da
taxa metabdlica refletindo a reducdo da oferta de oxigénio no ambiente, o que
permite as espécies uma maior tolerancia nessa condicdo (Speers-Roesch et al.,
2010), principalmente em altas temperaturas onde a afinidade com Oz é reduzida. A
28°C e baixa disposicdo de oxigénio, 0S organismos se encontraram em uma
situacdo bastante critica devido a alteracdo desses dois importantes fatores fisicos.
Sabe-se que ao enfrentar situacbes ambientais desfavoraveis, a demanda
energética do organismo é elevada em funcado dos mecanismos desenvolvidos para
manter suas funcdes vitais. Devido a isso, é esperado que nessa condicdo, 0S
individuos utilizem a supressdo metabdlica como forma de economizar energia, 0
que nao ocorreu a temperatura de 24°C, indicando que esse pode ser um cenario
onde o ajuste desse parametro ainda é factivel.

A concentracao de lactato ndo diferiu entre as temperaturas e condicfes
de oxigénio. O acumulo de lactato normalmente é uma resposta a hipéxia e um
indicio da utilizacdo do metabolismo anaerdbico, ja que esse € o produto final dessa
via metabdlica. No entanto, o lactato € rapidamente produzido e utilizado pelo
organismo, e esse “turnover” é induzido pela hipoxia (Dunn e Hochachka, 1987).
Assim, a auséncia do acumulo de lactato no sangue, ndo necessariamente indica
gue esse nao foi produzido em um periodo de privacdo de oxigénio mas, pode sim,
sugerir a realizacdo de um importante ajuste metabdlico para impedir o acumulo de
lactato na circulacdo (acidose) (Omlin e Weber, 2010). Indicando o efeito negativo
da acidose metabdlica, sua associagdo com a perda de equilibrio (PDE) ja foi
evidenciada em peixes durante a hipoxia (DiAngelo e Heath, 1987; Van Raaij et al.,

1994) e, a habilidade em reduzir a acidose pela diminuicdo da demanda energética
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através da supressdo metabdlica ja foi observada em espécies mais tolerantes
(Jackson, 2004).

O conceito “oxigénio e capacidade limitada de tolerancia térmica”
(OCLTT) sugere que a diferenca entre a demanda e a disponibilidade de oxigénio é
um fator critico que reflete a habilidade do animal em lidar com mudancas na
temperatura e, propde uma relacdo entre temperatura e oxigénio como fatores
estressores que interagem em uma escala de tempo aguda e cronica (Portner e
Peck, 2010). Esse conceito pode ser aplicado aos dados aqui obtidos, onde foi
claramente notada a influéncia do efeito sinérgico de temperatura e hipoxia nos

ajustes sanguineos e metabdlicos apresentados pelos organismos.
Glicogénio

O glicogénio € a principal reserva energética dos peixes. Em condi¢6es
normais de oxigénio, quando a demanda energética € menor, o carboidrato é
estocado em forma de glicogénio principalmente no figado. Em situacdes de hipoxia
e, consequentemente, uma maior exigéncia energética, o glicogénio é rapidamente
utilizado para o abastecimento do metabolismo anaerdbico, reduzindo entdo sua
concentracdo nos tecidos (Chippari-Gomes et al., 2005).

No presente estudo, os niveis de glicogénio do musculo branco nao
diferiram entre as temperaturas e concentracbes de oxigénio. Entretanto, sua
concentracdo no figado, foi significativamente reduzida em situacdo de hipdxia a
24°C e 28°C, indicando sua utilizacdo nesse tecido como uma importante fonte
energética durante o periodo de baixa concentracdo de oxigénio e temperatura
elevada, o que corrobora com os resultados obtidos por Omlin e Weber (2010).

Uma maior reserva e uma utilizacdo mais lenta do estoque de glicogénio
€ associada com a tolerancia de peixes a hipéxia (Vornanem et al., 2009). Em
condicdo normal de oxigénio, os individuos apresentaram um grande estoque de
glicogénio nas temperaturas de 24°C e 28°C, no entanto, a 28°C, a sua deplecao foi
maior quando em hipoxia, indicando assim, influéncia do efeito combinado de
temperatura e oxigénio.

Os grandes determinantes da sobrevivéncia de peixes em hipdxia sdo a
supressado metabdlica, um grande estoque de glicogénio nos tecidos e, a habilidade
de evitar a acidose (Lutz e Nilsson, 1997).
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Analises Enzimaticas

A regulacdo metabdlica € um importante mecanismo de tolerancia em
situacdes de maior demanda energética, como a auséncia de oxigénio e o aumento
da temperatura, sendo um fator determinante na distribuicdo geogréfica de animais
ectotérmicos.

A enzima MDH apresentou uma reducéo significativa em sua atividade no
figado quando em condicdo de hipoxia em todas as temperaturas estudadas. Essa
reducdo indica a capacidade de supressao metabdlica desse 6rgdo como forma de
poupar energia com sua manutencdo e assim destind-la para 6rgdos de maior
exigéncia energética, como o coracao. Além disso, por essa ser uma enzima que
participa da producdo de glicose (gliconeogénese) e o figado ser um 0rgao
extremamente importante na realizacdo desse processo, a reducdo da MDH nesse
tecido pode estar indicando a redugcdo de armazenamento de glicogénio, o que
corrobora com a reducgéo de sua reserva sob influéncia da hipéxia observada nesse
estudo (Figura 2).

A LDH é uma das mais importantes enzimas na ativacdo do metabolismo
anaerobico. Ela converte piruvato em lactato com a fungdo de produzir ATP em
periodos de escassez de oxigénio, indicando assim, através de sua presenca nos
tecidos, a capacidade do organismo em utilizar essa via glicolitica (Chippari-Gomes
et al., 2005).

A enzima LDH apresentou um aumento significativo em sua atividade no
musculo branco a 28°C em normdxia. Em temperaturas mais elevadas, a producéo
de ATP por vias aerobicas é reduzida, ainda que em condicfes normais de oxigénio,
o que é reflexo de um maior custo energético para a sustentacdo da homeostase,
exigindo a utilizacdo do metabolismo anaerébico (Portner, 2004). Dessa forma, a
grande fonte energética do musculo branco de G. brasiliensis, observada pelo
esperado aumento da atividade da LDH ja que esse é um tecido essencialmente
anaerobico, indica uma capacidade adaptativa da espécie de sobreviver em
temperaturas mais elevadas, além de mostrar o importante papel da enzima LDH na
sustentacdo energética durante periodos em que a energia € mais exigida
(Hochachka e Somero, 2002). A atividade dessa enzima apresentou uma reducgao
nessa mesma temperatura em condi¢do de hipdxia. A capacidade desse tecido em

manter sua funcdo em condi¢cdes hipoxicas através da utilizagdo do metabolismo
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anaerobico, ainda que essa via glicolitica esteja reduzida, ja foi observada em
estudos anteriores (Almeida-Val et al., 1999).

A citrato sintase (CS) € uma enzima catalisadora da primeira etapa do
ciclo de Krebs e serve como indicadora do metabolismo aerdbico. Comumente, é
observada uma reducéo de sua atividade em tecidos de peixes expostos a hipoxia
(Cooper et al., 2002).

No coracdo, a atividade da enzima CS apresentou valores bastante
superiores em condicdes normais de oxigénio nas temperaturas de 24°C e
especialmente 28°C. O aumento da atividade dessa enzima oxidativa indica a
extrema dependéncia do metabolismo aerdbico deste tecido. Em contrapartida, sob
influéncia da hipoxia, os valores se apresentaram significativamente reduzidos, o
que sugere a realizacdo da supressao metabdlica como uma opcao mais vantajosa
em relacdo a ativagdo do metabolismo anaerébico em periodos de baixa

disponibilidade de oxigénio.
7.2 Experimento Il

O aumento da temperatura em funcdo das mudancas climaticas ira
contribuir para o0 aumento da frequéncia e severidade da hipdxia nos ambientes
aguaticos (Diaz e Breitburg, 2009). Independente da espécie ou histéria de vida,
temperaturas mais elevadas resultam em um maior consumo de oxigénio dos
peixes, como reflexo do aumento da demanda metabdlica desses animais (Clark et
al., 2011).

Os resultados obtidos no presente estudo, confirmam a influéncia da
temperatura no consumo dos animais, onde, 0 mesmo se apresentou maior e mais
acelerado em individuos expostos as temperaturas de 24°C e 28°C quando em
condicbes normais de oxigénio, indicando o aumento da taxa metabdlica dos
individuos nessas condicdes termais.

A taxa metabdlica basal tende a aumentar exponencialmente com o
aumento da temperatura e, ao atingir seu maior valor, indica a capacidade maxima
do organismo em abastecer os tecidos com oxigénio e de utilizar vias aerdbicas que
sdo mais dispendiosas (Schulte et al., 2011). Assim, a supressao metabdlica pode
vir a ocorrer, ou vias anaerébicas do metabolismo energético podem ser ativadas

afim de manter as fungdes vitais do organismo (Portner e Peck, 2010).
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A reducdo expressiva do consumo de oxigénio de G. brasliensis em
condicdo de hipoxia (figura 3), sugere a realizacdo de supressdao metabolica. A
habilidade em realizar esse ajuste ja foi observado em ciclideos amazb6nicos. O
acara-acu (Astronotus ocellatus), espécie conhecida por sua extraordinaria
resisténcia a hipoxia, é capaz de reduzir seu consumo para apenas 14% da taxa em
condicdo de normédxia, quando exposto a uma pressao de 10mmHg (Scott et al.,
2008).

A base desse padréo veio de antigas descobertas de Fry (1947) que
observou que, enquanto a taxa metabdlica aumentava exponencialmente com a
temperatura, a taxa maxima metabolica depois de um primeiro aumento
exponencial, se estabilizava e entdo comecava a declinar.

Em hipdxia, os individuos apresentaram um tempo de resisténcia
reduzido nas temperaturas mais elevadas, indicando uma diminuicdo da tolerancia
em funcado dessa variavel, o que pode ser explicado pela maior exigéncia energética
em altas temperaturas. A uma baixa pressdo de oxigénio, a sobrevivéncia do animal
depende da manutencdo do balanco energético celular em decorréncia da reducéo
da oferta de energia aerdbica. Isso pode ser possivel através do aumento da
producdo energética independente da disposicdo de O2 na agua (glicélise
anaerobica), e também com uma grande e reversivel reducdo da taxa metabdlica,
diminuindo assim, a demanda energética celular (Richards, 2009).

No entanto, ainda que o0 organismo consiga manter seu balanco
energético durante a hipoxia, o seu tempo de resisténcia nessa condi¢cdo pode ser
limitado pela disponibilidade da reserva de glicogénio e também pela acidose
metabdlica, causada pelo acumulo de lactato nos tecidos na glicélise anaerdbica
(Richards, 2009). Assim, a queda da concentracao de glicogénio em hipdxia a 28°C,
contribuiu para a reducéo do tempo de resisténcia dos individuos nessa condicao.

Um estudo anterior com Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), indicou
gue a concentracao de oxigénio considerada critica para um organismo, se mostra
menos sensivel a temperatura em relacdo ao consumo de oxigénio de rotina (MO2)
(Mamun et al., 2013). Esse padrdo pdde ser observado no presente estudo onde,
apesar de ter o seu consumo mais elevado e a deplecdo do oxigénio ter ocorrido em
um menor espaco de tempo nas temperaturas de 24°C e 28°C quando em condi¢ao
de normoxia, o consumo dos individuos quando em hipoxia, ndo diferiu entre as

temperaturas (figura 3).
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Os individuos estudados apresentaram um aumento dos batimentos
operculares quando a disposicdo do oxigénio se tornou extremamente baixa
(~15mmHg) e, por ndo conseguirem manter sua frequéncia acelerada devido a
continua depleg&o do oxigénio, essa foi sucessivamente reduzida a valores bastante
inferiores. Resultados semelhantes foram vistos por Butler et al., (2007) que,
investigaram a relacéo entre a frequéncia da ventilacdo branquial e a disponibilidade
de oxigénio com exemplares de Barramundi (Lates calcarifer) a uma temperatura de
28°C. A espécie mostrou um aumento na taxa de ventilagdo a uma tensédo de
oxigénio de aproximadamente 25mmHg seguido de uma queda acentuada a medida
em que o oxigénio continuava a diminuir. A espécie amazodnica Astronotus ocellatus
também apresenta um aumento da frequéncia ventilatéria quando exposta a tensdes
de < 40mmHg e, a 20mmHg, podendo elevar em até quatro vezes o numero de
batimentos em relacdo a normédxia. Entretanto, a 10mmHg, sua taxa passa a ter um
declinio (Scott et al., 2008). Esses resultados sugerem que o aumento da frequéncia
ventilatoria € um mecanismo bastante utilizado por peixes quando expostos a
periodos de hipdxia afim de manter a regulacdo do oxigénio.

A perda de equilibrio de um individuo (PDE) é definida como a
incapacidade do animal em manter sua orientacdo corporal (Fu et al., 2014) e, a
concentracdo de oxigénio na qual ela ocorre €, frequentemente usada como
indicadora de tolerancia a hipéxia (Mandic et al., 2013). A concentracao de oxigénio
na qual ocorreu a perda de equilibrio dos animais, foi maior nas temperaturas de
24°C e 28°C. Esse resultado corrobora com o fato de que, em temperaturas mais
elevadas, a tolerancia do organismo a hipoxia € reduzida como consequéncia do
maior gasto energético exigido pela aceleracéo da taxa metabdlica.

Respostas comportamentais como respiracdo na superficie da agua
(ASR), podem auxiliar na sobrevivéncia do animal em condicdes criticas de oxigénio,
entretanto, essa resposta pode ser inibida em fungéo do risco de predacao (Sloman
et al., 2008). Esse comportamento pbéde ser observado nos exemplares de G.
brasiliensis, onde os individuos recorreram a superficie da agua na busca por

oxigénio a medida em que a disposicado desse gas se tornava escassa.
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8. CONCLUSOES

A espécie Geophagus brasiliensis se mostrou tolerante sob influencia da
hipoxia, apresentando a realizagdo da supressdo metabdlica como principal
estratégia de otimizacdo de sua resisténcia na auséncia de oxigénio. A utilizacdo do
metabolismo anaerdbico também € um ajuste desenvolvido pela espécie como
consequéncia da mobilizacdo de suas reservas energéticas.

O efeito sinérgico dos fatores alta temperatura e baixa disponibilidade de

oxigénio influenciam os mecanismos de respostas apresentados pela espécie.
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ANEXO |

e Coleta de tecidos e érgaos

Os animais foram anestesiados com eugenol e tiveram o sangue coletado
da veia caudal através de seringas adicionadas de EDTA para a realizacdo das
analises de glicose, lactato e hemoglobina. O material era transferido para tubos
“eppendorf” e mantidos em gelo fundente. O plasma foi separado por centrifugagao
a 3.000 rpm durante 10 minutos em centrifuga (EPPENDORF - 5417R).

ApoOs a coleta sanguinea, os animais foram sacrificados por secc¢éo
cervical (Nickum et al., 2004), e tiveram retirados os tecidos do figado, coracéo e
musculo branco, também mantidos em gelo fundente. Parte do figado e musculo
foram pesados e transferidos para tubos de ensaio contendo 1mL de KOH (hidréxido
de potassio) para as analises de glicogénio. O restante desses tecidos e o coracao,
foram imediatamente transferidos para freezer -80°C onde foram conservados até a

realizacdo das analises enzimaticas.

e Glicose plasmatica

Os niveis de glicose plasmética foram determinados através do sistema
enzimatico colorimétrico Bioclin (K082-2) e expressos em mg/dL. As leituras foram

realizadas em espectrofotdmetro BioSpectro.

e Lactato plasmatico

Os niveis de lactato plasmatico foram determinados de acordo com o
procedimento técnico da Katal (K11B) e os valores expressos em mmoles/L. As

leituras foram feitas em espectrofotdmetro Molecular Device.

e Hemoglobina

A determinacdo de hemoglobina foi realizada com teste colorimétrico

Bioclin (K023) e a leitura feita em espectrofotobmetro BioSpectro.

e Glicogénio
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A determinacdo da concentracdo de glicogénio hepatico e do musculo
branco foi realizada de acordo com Duboie et al., (1956) com modificacdes. A leitura
foi feita em espectrofotdmetro BioSpectro com um comprimento de onda de 480 nm,

e sua concentracdo expressa em umol g1,

e Preparacdo dos tecidos e obtencdo dos extratos para a analise

enzimatica

Para a andlise da enzima Citrato Sintase foi utilizado o tampdo EDTA
(acido etileno diamino tetracético) 1mM, contendo 1% de Triton X-100
(Octilfenoxipolietoxietanol) e 20 mM de Hepes (acido etanosulfurico
hidroxietilpiperazina), e ajustado a um pH 7.4.

Nas andlises das enzimas Lactato Desidrogenase e Malato
Desidrogenase, foram utilizados o tampao Imidazol 150mM, contendo 1mM de
EDTA e 1% de triton X-100, e ajustado a um pH 7,4.

Foram analisados os tecidos do musculo branco, figado e coracdo. Esses
foram homogeneizados manualmente, sempre preservados em gelo fundente. A
diluicdo utilizada para o homogenado foi de 1:3 para figado e masculo, e de 1:9 para
coracao. Eles foram posteriormente centrifugados durante 15 minutos a 13.000g em
centrifuga (EPPENDORF 5417R) a 4°C para retirar qualquer material particulado. Os
ensaios enzimaticos foram feitos com o extrato (por¢éo sobrenadante) a 25°C.

e Analise Enzimatica

Os niveis de atividade enzimética foram determinados em
espectrofotdometro Molecular Device, de acordo com as técnicas revistas por Driedzic
e Almeida-Val (1996) com modificac6es. Foram seguidos 0s seguintes protocolos:

1. MDH e LDH - 0,15 mM de NADH, 1mM de KCN em 50 mM de imidazol, pH
7,4. As reacgdes da enzima LDH foram iniciadas com a adicdo de 1mM de
acido piravico, e da enzima MDH com a adicdo de 0,5 mM de acido

oxalacético.
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2. CS-0,25mM DTNB, 75 mM Tris, pH 8,0. As reac¢0es foram iniciadas com a

adicao de 0,04 mM de Acetil coa e 0,5 mM de acido oxalacético.

A determinagéo da atividade das enzimas PK, MDH e LDH foi feita com
um comprimento de onda de 340 nm, e da enzima CS com um comprimento de
onda de 490 nm.

O célculo utilizado para determinar a atividade das enzimas foi de acordo

com a equagao:

pumoles subs. min~t.mg prott = (AOD/min x fd (cubeta) x fd (tampé&o)) / Prot
6,22

onde,
fd = fator de diluicdo
AOD/min = variacdo na densidade Optica por minuto
6,22 = coeficiente de extingdo molar da coenzima NADH
e Para a enzima CS o coeficiente de extincdo molar do DTNB € 13,6

Prot = Proteina (mg)
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