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O tamanho de Crenuchus spilurus influencia na tolerancia e ajustes metabolicos

apos exposicao a hipoxia?

RESUMO

Um dos principais parametros que afeta a distribui¢do dos organismos aquaticos € o
oxigénio dissolvido. Nos sistemas aquaticos da Amazonia os peixes encontram
regularmente ambientes hipoxicos, tendo, assim, desenvolvido uma série de
adaptagdes para sobreviver nesses ambientes. Crenuchus spilurus ¢ uma espécie que
ocorre em ambientes com uma ampla faixa de variagdao de oxigénio, sendo encontrado
com maior frequéncia em locais hipéxicos quando juvenil. Deste modo, o objetivo
deste estudo foi avaliar a tolerancia e os ajustes metabolicos a hipoxia em C. spilurus
de diferentes tamanhos; adultos e juvenis. Para isso, nos avaliamos a tolerancia
fisiologica do animal, a qual foi determinada pela medida da concentragao de oxigénio
em que ocorre perda de equilibrio (LOE, do inglés Loss of Equilibrium), e também
investigamos os ajustes metabolicos, tais como a taxa metabdlica (MO3) e a atividade
das enzimas do metabolismo energético e antioxidante dos animais. Nossos resultados
de LOE mostram que C. spilurus ¢ uma espécie tolerante a hipdxia e que a exposicao
prévia a hipdxia em ambos os tamanhos aumenta sua tolerdncia a baixas concentragdes
de oxigénio. Os resultados aqui apresentados mostram uma regulagdo metabdlica dos
animais apos a exposi¢ao a hipoxia, tal como observado pela diminui¢do da taxa
metabolica. Porém, essa regulacdo nao parece estar relacionada nem as enzimas do
metabolismo energético e tampouco ao sistema antioxidante, uma vez que estes
parametros foram pouco afetados pela hipoxia, provavelmente em resposta a um ajuste
adaptativo apo6s os sete dias de exposicao. Sugerimos, a partir dos dados de tolerancia,
que a regulagdo metabodlica apds exposicdo a hipoxia em C. spilurus deve estar
associada a uma maior eficiéncia na tomada de oxigénio e entrega para as células,
refletindo em uma capacidade mais efetiva na captacdo de oxigénio pelas branquias,

bem como no transporte desse gas via sistema circulatério.

PALAVRAS CHAVE: Hipoxia, peixes de igarapé, ajustes metabodlicos, tolerancia a
hipdxia.
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1. INTRODUCAO

O ambiente aquatico esté sujeito a diversas varidveis ambientais, tais como pH,
temperatura, condutividade e velocidade da dgua. Um dos principais parametros que
afeta a distribuicao dos peixes € o oxigénio dissolvido na dgua (JUNK et al., 1983).
Em geral, os animais aquaticos que se encontram em ambientes hipoxicos,
particularmente na AmazOnia, apresentam uma série de adaptagdes fisiologicas e
bioquimicas desenvolvidas durante o processo evolutivo para conseguir sobreviver
nestes ambientes. Entre estas adaptagdes estdo, a depressdo da taxa metabolica e
compensac¢do anaerobica, sendo estes ajustes importantes na manutencao da demanda
energética em baixas concentragdes de oxigénio (JUNK et al., 1983; ALMEIDA-VAL
et al, 1995; SLOMAN et al., 2000).

Crenuchus spilurus ¢ uma espécie da familia Crenuchidae, a qual ¢
representada por exemplares de pequeno porte encontrados normalmente em riachos
de agua corrente (BUCKUP, 2003). Essa espécie pode ser encontrada tanto no canal
dos igarapés, onde a concentragio de oxigénio pode chegar a 9,42 mgO,.L"!
(MENDONCA, 2002), quanto em pogas temporarias, onde o oxigénio dissolvido pode
atingir niveis menores a 1 mg O2.L! (COUTO et al., 2015). As pogas temporarias
servem de abrigo para uma diversidade de espécies, que as usam para alimentacao,
reproducao, bercario, abrigo em relagdo ao aumento da descarga dos igarapés e para a
fuga de predadores presentes no canal do igarapé¢ (COUTO et al., 2015). Robb e
Abrahams (2003), baseando-se na hipotese de que peixes pequenos utilizam ambientes
com baixa concentracdo de oxigénio como uma estratégia de fuga para predadores,
verificaram, analisando o tempo de perda de equilibrio em Pimephales promelas
(Cyprinidae) e seu principal predador, Perca flavescens (Percidae), de diferentes
tamanhos, que os P. promelas t€m maior tolerancia a hipoxia que seu predador. Do
mesmo modo, analisando os predadores de diferentes tamanhos, os autores relataram
que os menores levam mais tempo até a perda do equilibrio, mostrando que peixes
menores sao mais tolerantes a hipdxia que peixes grandes e que, portanto, podem
habitar esses ambientes com uma concentragdo de oxigénio muito baixa. Esta espécie
teria, portanto, comportamento oposto ao ciclideo Astronotus ocellatus, conhecido
como oscar, apaiari ou carauacu, na qual seus individuos aumentam sua resisténcia a
hipoxia na medida que crescem, apresentando-se mais aptos a recrutarem estratégias
bioquimicas, fisioldgicas e metabolicas para suportar a baixa concentracao de oxigénio

(ALMEIDA-VAL et al., 2000; SLOMAN et al., 2006).
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Até o presente momento, muito se tem questionado como os peixes sobrevivem
as oscilagdes de oxigénio na dgua e podem sobreviver a baixas e altas concentragdes
de oxigénio ao longo de suas vidas. Crenuchus spilurus estd distribuido em um
ambiente com uma ampla variacdo de concentracao de oxigénio, flutuando de 0,2 a
8,08 mgO. L' (PIRES et al., 2016), e os mecanismos bioquimicos e fisioldgicos
resultantes dos ajustes dessas condi¢des ainda sdo desconhecidos. Esse aspecto ¢
interessante, pois a variagdo na concentracao de oxigénio pode gerar Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS, da sigla em inglés Reactive Oxygen Species) (COOPER et al.,
2002; LEVEELAHTI et al., 2014; JOHANNSSON et al., 2018), as quais podem
causar estresse oxidativo em diferentes tecidos, o que resulta na oxidagao de proteinas,
peroxidag¢do lipidica e danos no DNA (PELSTER et al, 2018). As ROS sdo moléculas
altamente reativas que incluem o radical superoxido (O:~), formado a partir da
dismutacao do oxigénio molecular (O2), e o perdxido de hidrogénio (H20.), que ¢ um
composto intermediario altamente deletério, participando da reacdo que produz o
radical hidroxila (OH'), considerado a molécula de ROS mais reativa ¢ danosa em
sistemas biologicos (FERREIRAe MATSUBARA, 1997). As protecdes contra as ROS
incluem enzimas antioxidantes tais como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase
(CAT), ou mecanismos ndo enzimaticos como algumas vitaminas. A hipdxia pode
induzir o estresse oxidativo, alterando o equilibrio entre a produgdo das ROS e a sua
eliminacdo por antioxidantes, produzindo ROS em excesso, o que danifica os
componentes celulares e/ou interrompe a sinalizacao redox (COSTANTINI, 2019).

Considerando que Crenuchus spilurus esta distribuido em ambientes com
ampla faixa de variacdo de oxigénio e que, geralmente, esta espécie ¢ encontrada na
fase juvenil nas pocas (Tiago H. Pires, comunicacao pessoal), onde a concentracao de
oxigénio ¢ muito menor que no canal do igarapé, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a tolerancia fisioldgica e os ajustes metabolicos a hipoxia de C.
spilurus de diferentes tamanhos. No6s hipotetizamos que: (i) peixes de tamanhos
diferentes apresentardo respostas distintas de tolerancia fisiologica a hipoxia; e (ii)
peixes de tamanhos diferentes manifestardao ajustes metabolicos diferentes a exposi¢cao
a hipoxia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e aclimatacdo dos animais
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Exemplares de Crecnuchus spilurus foram capturados nos igarapés da
Universidade Federal do Amazonas e transferidos para o Laboratério de Ecofisiologia
e Evolugdo Molecular, onde passaram por um periodo de um més de aclimatagdo na

agua do INPA, com aeragao constante e alimentagao diaria.
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Figura 1. Macho de Crenuchus spilurus (Foto: Erik N. Costa Suzuki).

2.2 Reproducgdo

Os juvenis foram obtidos a partir da reprodug¢do dos individuos adultos
coletados. Para isso, foram separados oito casais em um esquema de circulacdo, para a
manutengdo da qualidade da agua. Dentro de cada um dos aquarios foi posto um tubo
PVC de 20 mm utilizado como abrigo e postura dos ovos durante os eventos de
acasalamento (Figura 2). A temperatura da agua foi controlada e mantida em 25 °C.
Na caixa de circulagdo (Figura 2) foram adicionadas folhas, como fonte de carbono
organico dissolvido, para simular o ambiente natural do animal.

Os animais permaneceram nesse ambiente por cerca de trés meses, até ocorrer
os eventos de reproducdo. Apds a postura e eclosdo dos ovos, e a absor¢do do vitelo
pelos alevinos, os juvenis foram separados dos pais e alimentados diariamente com
artémia salina eclodida. Para a manutencdo da qualidade da agua e niveis de NaCl, a
troca de 4gua ocorreu diariamente logo apos a alimentacdo dos juvenis. Os animais
permaneceram nessas condi¢des até alcancarem tamanho adequado para realiza¢do do

experimento.
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Figura 2. Sistema de aquarios para a reproducao dos casais adultos de Crenuchus
spilurus. Oito casais foram mantidos com circulagao de dgua constante e temperatura

controlada a 25 °C.

2.3 Delineamento experimental

Grupos de 16 individuos adultos (2,02 £ 0,11 g; CP: 4,41 £0,10 cm; n=8) e 16
juvenis (0,14 = 0,01 g; CP: 1,76 £ 0,04 cm; n= 8) de Crecnuchus spilurus foram
individualmente distribuidos em potes de 750 ml perfurados em suas laterais. Estes
potes foram mantidos em banho-maria (de forma que todos os individuos
experimentassem as mesmas condigdes de oxigénio) em duas caixas maiores com
agua, sendo oito animais de cada tamanho por caixa (n= 8). Nestas condic¢des, os
animais de ambas as caixas foram aclimatados com oxigénio constante (=7 mgO,.L ")
durante as 24 h prévias ao inicio dos experimentos de exposicao. Apds esse periodo de
aclimatagdo, os animais foram submetidos a um dos dois tratamentos: hipdxia (0,57 +
0,072 mgO2.L") e normoéxia (7,38 = 0,08 mgO2.L!) por sete dias. A concentragio de
oxigénio foi mensurada através do sistema automatizado DAQ M da Loligo System.

No tratamento de hipoxia, a concentragdo de oxigénio foi reduzida por meio da
injecdo de nitrogénio gasoso e controlada de forma automatizada por uma valvula
solenoide acoplada ao oximetro OXI 4 (Figura 3). No tratamento da normoxia foi
mantida a concentracdo de oxigénio da dgua em que os peixes foram aclimatados
inicialmente. Durante sete dias, diariamente, foram mensurados os parametros:

temperatura da agua, oxigénio dissolvido e pH (Tabela 1). Para evitar o acumulo de
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residuos nitrogenados no sistema, um tanque adicional com agua aerada foi mantido
para troca diaria de 50% da dgua dos tanques experimentais.

O mesmo procedimento experimental idéntico foi repetido duas vezes para
avaliar o efeito da hipdxia sobre os animais. Na primeira série experimental, avaliamos
a tolerancia fisiologica, por meio da perda de equilibrio (LOE), e a taxa metabolica
dos animais. Na segunda série experimental, procuramos entender os ajustes
metabolicos enzimaticos dos animais. Para isso, ao final do periodo experimental, os
animais foram removidos dos aquarios, pesados, medidos e eutanasiados. O corpo
todo do peixe foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80 °C
para posterior andlises enzimaticas. O corpo todo dos individuos foi macerado e
utilizado para medir as enzimas antioxidantes e do metabolismo energético. Em todos
0s experimentos, os animais nao foram alimentados para evitar o gasto energético da

digestao.

Figura 3. Demonstracdo do sistema experimental. Os animais foram submetidos
durante 24 h a dois tratamentos: hipoxia (0,57 = 0,072 mgO>.L™!") e normoxia (7,38 +
0,08 mg0,.L"). Detalhes para os dois tanques experimentais (normoéxia e hipoxia) e
para o tanque de troca de agua didria. Assim como para o sistema automatizado DAQ

M acoplado a vélvula solenoide para a conexao automatica com o nitrogénio gasoso.

2.4 Tolerancia fisiologica
2.4.1 Taxa metabdlica

Para cada grupo experimental (normoxia e hipoxia), individuos adultos e
juvenis (n = 8; N= 32) foram transferidos individualmente para camaras de vidro de 70

ml imersas em um tanque em banho-maria com 4gua na concentragdo de oxigénio
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destinada de cada grupo experimental. As taxas de consumo de oxigénio dos
individuos foram determinadas usando respirometria de fluxo intermitente em camaras
respiratorias acopladas a um sistema automatizado de medi¢do de oxigénio (Oxy-4;
Loligo Systems, Viborg, DEN). Uma bomba em interface com um sistema de
aquisicdo de dados DAQ-M (Loligo Systems) controlava o ciclo de medigdo, com um
loop composto por 3 fases: condicdo de descarga ambiente (180 s), espera (120 s) e
medi¢do (300 s). As medigdes foram coletadas ao longo de 4 h. A taxa metabolica foi
calculada como: MO, = AO; * Vresp * B!, onde: AO, é a taxa de variacdo na
concentragio de oxigénio (mg Oz h™!), Vresp é o volume da cAmara de respirometria, e

B ¢ a massa do individuo (kg).
2.4.2 Perda de equilibrio (LOE)

Posteriormente as andlises de consumo de oxigénio, o oxigénio foi reduzido
dentro das cAmaras respirométricas até uma concentracdo de 0,5 mg O..L"! para as
analises de tempo de perda de equilibrio (LOE) e o tempo em que os animais
permaneceram nessa condicdo foi monitorado até quando observado qualquer sinal de
perda de equilibrio. Nestas condi¢cdes foram anotados o tempo e a concentracdo de
oxigénio. Sequencialmente, o peixe foi rapidamente removido do tanque experimental

e colocado em um tanque bem oxigenado para recuperagao.

2.5 Ajustes metabdlicos enzimdticos

O corpo todo dos animais armazenados no freezer -80 °C foi macerado e
homogeneizado em tampao fosfato. Com estes homogenados foram realizados ensaios
de enzimas antioxidantes, catalase, determinados pela taxa de inibi¢do de H>O»
monitorado a 240 nm (BEUTLER, 1975) e glutationa S-transferase (GST)
determinada utilizando 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, de acordo
com Keen et al. (1976), além da mensuracao dos niveis de peroxidacao lipidica (LPO)
quantificada com base na oxidacio do Fe*' para Fe** por hidroperéxidos em meio
acido na presenca de xilenol laranja de acordo com Jiang et al. (1991). Também foram
realizados ensaios de enzimas do metabolismo energético, Lactado Desidrogenase
(LDH) e Citrato Sintase (CS) (DRIEDZIC e ALMEIDA-VAL, 1996). A quantificacao
de proteina foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).
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2.6 Anadlise estatistica

Os dados estdao apresentados como médiaxSEM (n= 8). Antes dos testes
estatisticos comparativos, a distribuicdo e homogeneidade dos dados foram
verificadas. Uma ANOVA de dois fatores foi usada para determinar as diferengas,
considerando como fatores: (i) as diferentes concentracdes de oxigénio e (ii) estagio de
desenvolvimento do peixe (adulto ou juvenil). Quando os dados violaram as premissas
da ANOVA, um teste ndo-paramétrico de Friedman foi aplicado. Para todos os dados

foi adotado um nivel de significincia de 95% (p>005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Nao houve mortalidade durante o periodo experimental e as condi¢des da
qualidade da agua foram as mesmas para os dois tratamentos, exceto quanto a

concentragdo de oxigénio dissolvido na dgua (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas da 4gua durante o periodo experimental.

Oxigénio dissolvido (mg. 1'') Temperatura(°C) pH
Normoxia 7,38+0,08? 25,88+0,18 4,37+0,18
Hipoxia 0,57+0,07° 25,88+0,18 4,42+0,18

Tolerancia fisiologica e taxa metabdlica

Crenuchus spilurus adultos e juvenis expressaram respostas diferentes na taxa
de consumo de oxigénio, no tempo de perda de equilibrio (LOE) e na concentragao de
oxigénio no momento da perda do equilibrio (LOEcrit). Nossos resultados demonstram
que adultos apresentaram menor taxa metabdlica em comparagdo com 0s juvenis, € que
ambos os tamanhos diminuem a taxa de consumo de oxigénio quando exposto a
hipoxia (Figura 4). Além disso, peixes adultos e juvenis aclimatados a hipdxia
apresentaram maior tempo para o LOE quando comparado com a normoxia de ambos
os tamanhos (Figura 5A), também individuos adultos suportaram concentragdes mais
baixas de oxigénio comparado com os juvenis em ambas as concentragdes de oxigénio
(LOEcrit). Ainda, nossos resultados demonstram que os juvenis suportaram
concentracoes mais baixas apOs a exposi¢do a hipodxia (Figura 5B), sugerindo
capacidade de aclimatagdo e plasticidade fenotipica para lidar com a diminui¢do da

concentracdo de oxigénio nesta espécie em ambos os tamanhos.
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No presente trabalho, a depressdao da taxa metabolica ocorreu em ambos 0s
tamanhos apds a exposi¢do a hipdxia. A diminui¢do da taxa de consumo de oxigénio
para sustentar o metabolismo em repouso ¢ uma resposta comum para animais
aclimatados a hipoxia (BOROWIEC et al., 2015, 2018). Essa resposta geralmente
reflete o impacto combinado de diversas alteragdes fisiologicas, tais como o aumento
na captagdo de oxigénio branquial, ajustes no metabolismo anaerobico e reducdo da
demanda de ATP celular. Nossos resultados mostram que o mecanismo de redu¢do da
taxa metabolica em hipoxia ocorreu em ambos os tamanhos de Crenuchus spilurus
aqui estudados, mostrando que o mecanismo de depressao metabdlica em hipoxia € o
mesmo para ambos os tamanhos. Entretanto, o consumo de oxigénio desses animais ¢
diferente entre os tamanhos, o que ja era esperado, uma vez que animais maiores
tendem a ter taxas metabolicas especificas menores.

O LOE ¢ uma medida utilizada para inferir a tolerancia fisiologica de peixes a
estressores, como temperatura ou oxigénio, por exemplo (BOROWIEC et al, 2015;
CAMPOS et al., 2019). Como esperado, no presente trabalho, houve um aumento no
tempo de perda de equilibrio nos animais, tanto adultos quanto juvenis, previamente
aclimatados a hipoxia (Figura 5A), indicando que a aclimatagdo a baixas concentracdes
de oxigénio aumenta a tolerdncia deste animal a hipoxia. Borowiec et al. (2015)
mostraram resultados semelhantes analisando estratégias fisioldgicas de Fundulus
heteroclitus (Fundulidae), onde a concentragao de oxigénio no momento da perda do
equilibrio de animais expostos a hipoxia severa foi reduzida em animais aclimatados a
hipoxia por sete dias, indicando uma maior tolerancia a falta de oxigénio nos animais
deste tratamento. Muitos autores associam essa maior tolerancia com redugdes no
comprimento do filamento branquial, melhora na capacidade oxidativa e maior
eficiéncia na captagdo do oxigénio por esses animais (BOROWIEC et al., 2015;
BOROWIEC et al., 2018).

Além disso, animais adultos foram mais resistentes quando comparados aos
juvenis, uma vez que toleraram mais tempo em concentragdes menores até 0 momento
da perda do equilibrio (LOEcrit) para ambos os tratamentos (Figura 5B). Este resultado
pode estar relacionado a uma maior eficiéncia de Crenuchus spilurus adultos, os quais
apresentaram maiores niveis enzimaticos de LDH em comparagdo aos juvenis (Figura
6). Resultados semelhantes foram encontrados no fundulideo Fundulus heteroclitus
expostos a hipoxia, em que houve um aumento da LDH no figado nos animais

aclimatados a sete dias de hipdxia e reducao na concentragdao de oxigénio no momento
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da perda do equilibrio (BOROWIEC et al, 2015). Além disso, Almeida-Val et.al.

(2000) também avaliaram as mudangas na taxa metabolica e atividade da LDH em

peixes de diferentes tamanhos da espécie amazonica de ciclideo Astronotus ocellatus, e

concluiram que a sobrevivéncia a hipoxia aumenta devido a combinagao dos efeitos da

supressao das taxas metabolicas com o aumento do poder anaerdbico a medida que os

peixes crescem.
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Figura 4. Taxa de consumo de oxigénio de Crenuchus spilurus adultos e juvenis apds

sete dias de exposi¢do aos tratamentos de hipoxia e normodxia. Dados como

média+SEM. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os tratamentos.
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Figura 5. Tempo até a perda do equilibrio (A) e concentracdo de oxigénio no

momento da perda do equilibrio (B) de Crenuchus spilurus adultos e juvenis apos sete

dias de exposicdo aos tratamentos de hipoxia e normoéxia. Dados como média=SEM.

Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os tratamentos.
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Ao observar os resultados de taxa metabolica e do LOEcrit, é notavel uma
tendéncia de resposta entre os tratamentos testados, indicando um ajuste metabolico
desses animais ao desafio hipdxico. Geralmente, um animal com LOEcrit mais baixo ¢
capaz de sustentar uma taxa metabolica de rotina para uma menor tensdo de oxigénio
(CHAPMAN et al., 2002; BARNES et al., 2011), o que foi possivel observar na taxa
de consumo de oxigénio de Crenuchus spilurus, onde animais adultos apresentaram
uma menor LOEcrit e uma redugdo na taxa de consumo de oxigénio quando
comparado com os juvenis. As melhorias observadas na tolerdncia a hipoxia
associadas a aclimatacao a hipdxia provavelmente ajudardo essa espécie, C. Spilurus, a

colonizar ambientes hipoxicos na natureza.

Ajustes metabdlicos enzimaticos

O metabolismo energético constitui no catabolismo de substratos energéticos
(carboidratos, lipideos e proteinas) por meio de diversas reagdes enzimaticas para
geracdo de energia para os organismos vivos. Nossos resultados mostraram que nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos de hipdxia em relacdo a normoxia
para a atividade da LDH, porém houve diferenca entre os tamanhos (Figura 6). A LDH
¢ uma enzima indicadora do metabolismo anaerdbico. Dessa forma, era esperado que
sua atividade fosse aumentada a medida que o oxigénio diminuisse. De modo geral, os
organismos empregam duas estratégias metabolicas quando expostos a condigdes
hipdxicas: redugcdo na taxa metabdlica e mudanga nas contribuicdes aerdbicas e
anaerébicas para o metabolismo total (HOCHACHKA et al., 1996), o que nao foi
observado no presente estudo. Esse resultado indica que essa enzima ndo altera seu
padrao de atividade para esta espécie quando exposta aos tratamentos aqui estudados,
o que pode ocorrer em resposta a grande plasticidade dessa espécie por viver em
ambientes com uma ampla variagdo de oxigénio. Porém, foi observado que houve
diferenca entre adultos e juvenis na atividade da LDH, indicando um aumento do
potencial anaerdbico conforme o animal cresce. Almeida-Val et al (2000) analisando
as atividades de enzimas do metabolismo energético em Astronotus ocellatus,
verificou que existe uma correlagdo positiva entre a atividade das enzimas do
metabolismo energético com a massa corporal do animal, indicando uma maior
capacidade anaerdbica por grama de tecido a medida que o individuo se torna adulto, o
que reflete na biologia do animal que enquanto adultos sdo encontrados em aguas

hipdxicas e, enquanto juvenis, podem ser encontrados em camadas superficiais do
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corpo d'dgua, onde a disponibilidade de oxigénio ¢ maior, sugerindo uma capacidade
reduzida de tolerar hipdxia entre os jovens (ALMEIDA-VAL, et al, 2000). Contudo,
os juvenis de Crenuchus spilurus sdo encontrados com maior frequéncia em ambientes
de pocas, onde a concentracdo do oxigénio ¢ inferior ao canal principal. A busca por
um ambiente com menor concentragdo de oxigénio pode estar relacionada a procura de
um ambiente mais seguro, com maior disponibilidade de abrigo contra o aumento da
descarga em relacdo ao canal principal ou abrigo contra predadores (COUTO et al,
2015). Sloman (2006), ao estabelecer um gradiente de oxigénio em um aqudrio grande
e colocar plantas flutuantes disponiveis no lado mais hipoxico, verificou que
Astronotus ocellatus jovens optaram por permanecer sob o abrigo por praticamente
todo o periodo experimental, aceitando o custo fisioldgico associado a exposi¢do a

hipdxia, em troca de um ambiente mais seguro.
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Figura 6. Atividade da LDH no corpo inteiro de Crenuchus spilurus adultos e juvenis
apos sete dias de exposicdo aos tratamentos de hipoxia e normodxia. Os dados sdo
apresentados como médiatSEM. Letras diferentes indicam significancia estatistica

entre os tratamentos.

Por outro lado, uma importante enzima indicadora do metabolismo aerobico ¢ a
citrato sintase, a qual participa da primeira etapa do ciclo de Krebs, tendo maior
atividade quando o organismo necessita de mais energia. Como um indicador do
metabolismo aerobico, era esperado que a atividade da CS diminuisse a medida que a

concentracao de oxigénio diminuisse. Em Leiostomus xanthurus (Sciaenidae) expostos
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a hipoxia, houve uma reducao na atividade da CS no tecido muscular em relagao ao
controle indicando que, conforme o oxigénio ¢ limitado, hd uma redu¢do no uso das
vias aerdbicas e um aumento das vias glicoliticas (COOPER et al., 2002). No presente
estudo nao houve diferenca na atividade da CS na espécie estudada (Figura 7), o que
corrobora os dados da LDH (Figura 6), indicando que o metabolismo aerdbico
continua com seu funcionamento normal e ndo hé ativacdo das vias anaerobicas para
os tratamentos aqui analisados. Esses resultados sugerem uma medida adaptativa do
animal para manter as atividades dessas enzimas, porém alterando as respostas

fisiologicas de outros componentes celulares.
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Figura 7. Atividade da CS no corpo inteiro de Crenuchus spilurus adultos e
juvenis apds sete dias de exposicdo aos tratamentos de hipoxia e normoéxia. Dados
como média=SEM. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os

tratamentos.

Assim como no funcionamento do metabolismo energético, os resultados
demonstraram alteragdes na enzima do estresse oxidativo, quando comparados os
adultos com os juvenis. A catalase mostrou diferenca significativa, entre os individuos
adultos e juvenis, porém ndo houve diferenca entre os tratamentos de hipoxia e
normoxia (Figura 8). A GST apresentou diferenca estatistica entre os individuos
adultos e juvenis, no entanto nao houve diferenca significativa entre os tratamentos de
hipéxia em relagdo a normoxia (Figura 9). Os niveis de peroxidagdo lipidica nao

apresentaram diferenga estatistica (Figura 10).
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A catalase € uma enzima que catalisa a redu¢ao da ROS H>O, em H O e Oz e ¢
considerada uma enzima importante no sistema de defesa antioxidante (WINSTON e
DI GIULIO, 1991), atuando quando ha altas concentra¢des de H»O,. No presente
trabalho, houve diferenga significativa entre peixes adultos e juvenis, porém nao houve
diferenca entre hipoxia em relagao a normoxia (Figura 8). Dado seu papel no sistema
antioxidante, tal resultado mostra que a baixa concentracdo de oxigénio ndo induz a
geracdo de ROS nessa espécie apds a exposicao a hipdxia durante sete dias. Além
disso, ¢ possivel observar que os juvenis t€ém um sistema antioxidante muito mais
ativo que os adultos (Figura 8), o que pode ser importante para essa espécie lidar com
as condi¢des mais hipoxicas encontradas nas pogas laterais dos igarapés onde habita.
De fato, uma maior atividade dessa enzima pode refletir uma resposta adaptativa para
0s juvenis que vivem nas pogas onde a concentracao de oxigénio ¢ baixa, precisando
recrutar mecanismos antioxidantes potencializados para lidar com os efeitos deletérios

da hipdxia.
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Figura 8. Atividade da catalase no corpo inteiro de Crenuchus spilurus adultos
e juvenis apos sete dias de exposi¢cdo aos tratamentos de hipdxia e normoxia. Dados
como médiaxrSEM. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os

tratamentos.

A GST ¢ uma enzima envolvida na desintoxicagdo de muitos xenobioticos e
que desempenha um papel importante na protecdo dos tecidos contra o estresse
oxidativo (FOURNIER et al., 1992). Apesar da GST ndo atuar diretamente sobre os
radicais livres, ela metaboliza uma variedade de substratos formando compostos

soltiveis em 4gua, amenizando sua toxicidade. Lushchak et al. (2005), ao expor o
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ciprinideo Carassius auratus, o peixe-dourado, a altas concentragdes de oxigénio,
verificou uma forte correlagdo entre os produtos da peroxidagao lipidica e a atividade
de algumas enzimas, tendo uma correlagdo inversa dos niveis de TBARS (um
subproduto da peroxidagao lipidica) com as atividades da GST no figado dessa
espécie, indicando que um aumento na atividade da GST pode ser necessario para
reduzir o contetido dos produtos finais da peroxidacao lipidica. No presente trabalho, a
GST aumentou sua atividade nos adultos em comparagdo aos juvenis. No entanto, ndo
apresentou diferenca estatistica entre o tratamento de hipdxia em relagdo a normoxia
(Figura 9). Esse resultado indica que essa enzima nao altera seu padrao de atividade
para esta espécie quando exposta aos tratamentos aqui estudados, o que pode ser
devido ao ndo requerimento de um sistema de biotransformacao, tendo em vista o ndo
aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica entre os tratamentos (Figura 10). Além
disso, um maior conteido de GST nos animais maiores, assim como também
observado para a LDH, em comparacdo aos animais menores, nos fornece um bom
indicativo de plasticidade fenotipica, tendo em vista a capacidade do animal em

aumentar seus niveis enzimaticos ao longo de sua vida.
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Figura 9. Atividade da GST no corpo inteiro de Crenuchus spilurus adultos e
juvenis apods sete dias de exposi¢do aos tratamentos de hipdxia e normodxia. Dados
como médiaxrSEM. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os

tratamentos.
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Uma medida indireta para avaliarmos a ocorréncia de estresse oxidativo € o
contetido da peroxidacao lipidica (LPO). A LPO ¢ um processo que resulta em danos
oxidativos nos lipideos, incluindo as membranas celulares, os quais sdo causados pelos
radicais livres de oxigénio. Dessa forma, o aumento nos niveis de LPO sao indicadores
de estresse oxidativo, o qual pode ocorrer em resposta ao aumento de ROS. No
presente trabalho ndo houve diferenca estatistica entre adultos e juvenis, nem entre os
tratamentos de hipdxia em relagdo a normoéxia (Figura 10), o que confirma a ndo
ativacdo de um sistema antioxidante nos animais expostos a hipoxia (Figuras 8 e 9).
Esses resultados sugerem que esses animais sao altamente adaptdveis quanto ao seu
sistema antioxidante, podendo ter remodelado suas atividades enzimaticas apds sete
dias de exposicdo a hipdxia, resultado este condizente com os resultados obtidos com

as medidas de ajustes metabdlicos e na alteracao das taxas metabolicas e LOE.
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Figura 10. Niveis de LPO no corpo inteiro de Crenuchus spilurus adultos e
juvenis apds sete dias de exposi¢cdo aos tratamentos de hipoxia e normoéxia. Dados
como média=SEM. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os

tratamentos. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,005).

4. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que Crenuchus spilurus € uma espécie
altamente tolerante a hipdxia e que a exposi¢do prévia a hipoxia em ambos os
tamanhos aumenta sua tolerancia a baixos teores de oxigénio dissolvido na 4gua. Isso
indica que esta espécie possui uma maior adaptacdo a ambientes com baixa
concentracdo de oxigénio quando previamente aclimatado a eles. Além disso,

individuos adultos foram mais tolerantes a baixas concentragdes de oxigénio do que os
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juvenis, o que pode estar relacionado a maior concentracio de LDH e capacidade
antioxidante para lidar com as ROS, devido ao maior nivel da atividade da GST
observado no adulto.

Portanto, nossos resultados demonstram importantes diferengas intraespecificas
ao longo do desenvolvimento de Crenuchus sipulurus, uma vez que os adultos
apresentam maior tolerancia a hipoxia, menor LOEcrit e tempo de LOE. Essa
plasticidade fenotipica ao longo do desenvolvimento pode estar diretamente
relacionada com a capacidade de modulagao do metabolismo como uma maior taxa de
depressao metabolica, assim como niveis aumentados de LDH e GST em relagdo ao
juvenil.

Os resultados aqui apresentados mostram uma regulagdo metabdlica dos
animais ap6s a exposi¢ao a hipdxia, observada pela depressao da taxa metabdlica.
Porém, essa regulacdo ndo parece estar relacionada nem as enzimas do metabolismo
energético e nem ao sistema antioxidante, uma vez que estes parametros foram pouco
afetados, provavelmente em resposta a um ajuste adaptativo apds os sete dias de
exposi¢ao. Apos esses estudos, nos quais nossos resultados sugerem que a regulacdo a
hipoxia em Crenuchus spilurus pode estar associada a diferentes fatores fisiologicos,
os quais podem estar relacionados a uma maior eficiéncia na tomada de oxigénio pelas
branquias e uma maior capacidade de transporte desse gas pelo sangue. Mais estudos
sa0 necessarios para a compreensao das estratégias adaptativas desta espécie para
tolerar hipoxia e apresentar tal plasticidade fenotipica. Esses resultados nos motivam a
continuar investigando o efeito da hipdxia sobre as adaptacdes fisiologicas nesta
espécie a fim de entender os mecanismos que levam a um aumento da tolerancia ao

hipdxia ao longo do desenvolvimento ontogenético.
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