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RESUMO
As mudancgas climaticas se tornaram um dos assuntos mais discutidos
mundialmente. De acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climéaticas (IPCC) (IPCC, 2014), esta previsto um aumento de até 6 °C na atmosfera
para o ano de 2100. Tais mudancas afetam diretamente o ambiente aquatico
amazoOnico e seus organismos, e se pode destacar dentre elas as alteragdes no pH,
temperatura e oxigénio, além de acarretarem em danos aos organismos impondo
ajustes comportamentais, bioquimicos e morfolégicos. Entre esses organismos, esta
o tambaqui (Colossoma macropomum), uma espécie de alto valor comercial para a
regido e que possui diversas adaptacdes para enfrentar periodos de variacdes na
temperatura e sazonalidade de oxigénio. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar como o efeito dos cenarios climaticos e exposi¢cdo a hipoxia interferem no
metabolismo energético, antioxidante e neurolégico de individuos da espécie. Para
isso, os animais foram aclimatados por 30 dias nos cenarios RCP2.6 e RCP8.5 (4,5
°C e 900 ppm de CO2) (N=42) e submetidos subsequentemente a hipdxia por 6
horas (n=7); apds isso, foram realizadas coletas de sangue para analises
hematoldgicas, e tecidos como figado, cérebro, musculo e coracdo para analises
enzimaticas e danos. As variaveis do consumo de oxigénio nos mostram que a
espécie tenta manter o desempenho de consumo quando mantidos no cenario
extremo em normoxia e hipoxia. Para os parametros sanguineos, a concentracao de
hemoglobina ([Hb]), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram elevadas (p<0,001), indicando que
0s animais aumentam a hemoglobina circulante para tentar suprir melhor a demanda
de oxigénio tecidual. Foi observada a elevacdo das concentracdes de glicose
guando em hipoxia para os dois cenarios (p<0,001), que é utilizada pelas vias
alternativas. As analises enzimaticas catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST) nos mostram que a espécie ndo apresenta respostas significativas para o
cenario extremo nem para os danos em lipoperoxidacdo. Este é expresso para a
cinética da LDH para o cenario extremo, e a AChE manteve-se quase inalterada
para os dois cenarios, havendo diferengca somente no atual hipoxia (p< 0,014).
Assim, os cenarios extremos e condi¢cdes de hipoxia podem condicionar estresse

metabdlico no animal interferindo nos ajustes necessarios.

Palavras-chaves: Adaptacao térmica; tambaqui; hipoxia; estresse oxidativo.



ABSTRACT
Climate change has become one of the most discussed issues worldwide. According
to the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) (IPCC, 2014), an increase
of up to 6 ° C in the atmosphere is predicted for the year 2100. These changes
directly affect the Amazonian aquatic environment and its organisms. These include
changes in pH, temperature and oxygen, as well as causing damage to organisms by
imposing behavioral, biochemical and morphological adjustments. Among these
organisms is tambaqui (Colossoma macropomum), a species of high commercial
value for the region and that has several adaptations to face periods of variations in
temperature and seasonality of oxygen. Thus, the objective of this work was to
evaluate how the effect of climatic scenarios and exposure to hypoxia affect the
energy, antioxidant and neurological metabolism of individuals of the species. For
this, the animals were acclimated for 30 days in scenarios RCP2.6 and RCP8.5 (4.5 °
C and 900 ppm CO2) (N = 42) and subsequently subjected to hypoxia for 6 hours (n
= 7), After that, blood samples were collected for hematological analysis and tissues
such as liver, brain, muscle and heart for enzymatic analysis and damage. The
oxygen consumption variables show us that the species tries to maintain its
consumption performance when kept in the extreme scenario in normoxia and
hypoxia. For blood parameters, hemoglobin concentration ([Hb]), mean corpuscular
hemoglobin (HCM) and mean corpuscular hemoglobin (CHCM) concentration were
high (p <0.001), indicating that animals increase circulating hemoglobin to try to
better supply tissue oxygen demand. Being observed the elevation of glucose
concentrations when hypoxic for both scenarios (p <0.001) that is used by alternative
pathways. The catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST) enzymatic
analyzes show us that the species does not present significant responses to the
extreme scenario or lipoperoxidation damage. The same is expressed for LDH
kinetics for the extreme scenario, and AChE remained almost unchanged for both
scenarios, with a difference only in the current hypoxia (p <0.014). Thus, extreme
scenarios and hypoxic conditions may condition metabolic stress in the animal

interfering with the necessary adjustments.

Keywords: Thermal adaptation; tambaqui; hypoxia; oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1Mudancas climaticas e ambientes aquaticos

As recentes mudancas climaticas séo reconhecidas pelo elevado nivel de CO:2
atmosférico oriundo principalmente de atividades antropicas, além de alteragcdes na
temperatura, oxigénio e precipitagdo. Esse aumento da temperatura atmosférica
passou a ser agravado desde a Revolucdo Industrial, quando a concentracdo de
CO2 passou de 280 ppm e foi aumentando gradativamente até atingir os atuais 400
ppm (IPCC, 2014). Isso teve consequéncias graves, como a aceleragcdo do
aquecimento global e as mudancas climéaticas (NOBRE et al., 2007), visto que o
clima da Terra acompanha as mudancas da radiacéo solar de forma natural (FICKE;
MYRICK; HANSEN, 2007).

De acordo com Kuo et al. (1990), a temperatura na Terra teve uma elevagao
de 0,5 °C entre 1880 e 1980, seguidas de elevacdes no CO2. Esse processo de
elevacdo da temperatura, causado principalmente pelo aumento do diéxido de
carbono, ocorre devido a radiacdo de calor na atmosfera. O aumento dos gases do
efeito estufa proporciona uma maior absor¢do da radiagdo terrestre e,
consequentemente, contribui para o aquecimento global que ira favorecer as
mudancas climaticas (CAO; CALDEIRA, 2008). A medida que a luz chega a Terra,
ela se mostra na forma de luz visivel e radiacdo infravermelha, boa parte dessa
energia € emitida de volta para o espaco pelos gases do efeito estufa, e outra parte
se mantém (CAO; CALDEIRA, 2008). Porém, os elevados niveis de CO2 e outros
gases tornam o ar mais concentrado e interferem na liberagcdo da radiacdo da
estratosfera, elevando as temperaturas na superficie.

De acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas
(IPCC) (IPCC, 2014), esta previsto um aumento de até 6 °C na atmosfera para o ano
de 2100 em algumas regides do planeta e um aumento de 420 ppm a 940 ppm de
CO2 (PORTNER et al.,, 2014). As temperaturas globais nas ultimas décadas ja
aumentaram para os continentes em 0,85 °C e para os oceanos em 0,55 °C (IPCC,
2007), e isso se tornou umas das questdes mais discutidas mundialmente. Tais
mudancas podem interferir diretamente na vida de organismos aquaticos e na
gualidade dos ambientes em que vivem, de forma a perturbar o equilibrio, uma vez
que o ambiente aquatico participa na retencdo de calor e carbono atmosférico
(YANIK; ASLAN, 2018).
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Alguns estudos mostram que a temperatura na Amazonia pode aumentar de 3
°C a 5 °C para o proximo século (CANDIDO et al., 2007). Essas variacbes de
temperatura e, consequentemente, de CO2 podem interferir na disponibilidade de
oxigénio nos ambientes aquaticos, além de alterarem a quimica desses locais
(ESTEVES, 1998; ALMEIDA-VAL et al., 1993).

O CO2, no ambiente aquatico, € altamente reativo com a molécula de agua,
formando o acido carbodnico (H2COs), que sofre uma dissociagcdo formando ions de
hidrogénio (H+) e bicarbonato (HCO3"); ja na segunda dissociacdo, originam ions de
hidrogénio e carbonato (COs?). Assim, ocorre em trés formas principais: carbono
inorganico livre (CO2 + H2CQ3), ions de bicarbonato (HCO3") e carbonato (COs?%)
(ESTEVES, 1998; CAO; CALDEIRA, 2008). Isso determina a acidez dos
ecossistemas aquaticos, pelo aumento das concentracées de ions de H*,0s quais
modificardo o pH e, subsequentemente ao aumento de emissdes de CO2, esses
ambientes podem se tornar altamente acidificados e provocar além de alteracdes
fisicas e quimicas, modificacbes nas comunidades de peixes, como alteracbes na
absorcdo e transporte de oxigénio, além da regulacdo idnica (LENHART;
STEINBERG, 1984). De acordo com Cao e Caldeira (2008), essas modificacdes nos
ambientes aquéticos sdo mais acentuadas nos ambientes marinhos tropicais, tendo
efeitos diretos nas espécies como interferéncia no crescimento e reproducao. Pouco
se sabe sobre tais modificacbes nos ambientes amazb6nicos, mas ha a necessidade
de compreender estas mudancas para a conservacdo das espécies locais
(CAMPOS et al., 2019).

1.2 Hip6xia nos ambientes amazodnicos

A bacia amazénica compreende uma area de aproximadamente 7 milhfes de
km2 (SIOLI, 1990), dos quais 4,4 milhdes estdo em territorio brasileiro. Uma das
caracteristicas desse ecossistema s&8o as areas de varzea e igapos, regioes ricas
em alimentos para diversas espécies da ictiofauna (SIOLI, 1984; JUNK et al., 1989).
Como consequéncia dessa abundancia de espécies de peixes recorrentes por
migracOes e 0S microrganismos presentes, essas areas sofrem periodos de hipdxia
pela grande demanda de oxigénio (SIOLI, 1990; VAL et al., 2004; ALMEIDA-VAL et
al., 2006). Esse fato expbe as espécies de peixes amazbnicos a periodos
estressantes, e exigiu, durante processos evolutivos, que as espécies

desenvolvessem diferentes ajustes, tanto morfolégicos, quanto fisiologicos e
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moleculares, refletindo na dindmica de cada espécie, afetando respiracdo, habitat e
alimentagcdo (ALMEIDA-VAL; FARIAS, 1996; JUNK et al., 1983). Uma destas
adaptacdes foi a do Colossoma macropomum, que se utiliza da expansao labial para
melhor absorver o oxigénio dissolvido na camada aquatica superficial mais rica em
oxigénio, técnica também utilizada pela Brycon sp. Outras espécies desenvolveram
a respiracdo area, intestinal ou estomacal, aumento da ventilacdo branquial,
aumento de hemacias circulantes e mecanismos de supressdao metabdlica
(ESTEVES, 1998; ALMEIDA-VAL et al., 1993; VAL; ALMEIDA-VAL, 1995; BRAUN,
1983). Junk et al. (1983), em estudos no lago Camaledo, perceberam que nos
periodos de cheia ocorrem concentracdes criticas de oxigénio dissolvido, e isso
possibilitou a adaptacdo de algumas espécies para area. Tais adaptacbes ainda
estdo em processo para as espécies de peixes amazonicos, frente as mudancas
climaticas e a disponibilidade de oxigénio que se encontram nos rios, lagos e
igarapés (VAL et al., 1998).

Os eventos de hipdxia ocorrem naturalmente na Amazoénia, interferindo na
disponibilidade de oxigénio nas aguas de seus ecossistemas ao longo do dia e
exigindo que os peixes nadem até a camada superficial de agua rica em oxigénio
dissolvido (ALMEIDA-VAL et al., 1993). Isso acaba expondo os individuos a
vulnerabilidade predatéria tanto aquatica como aérea (KRAMER et al.,, 1983). De
acordo com Val et al. (1998), a camada superficial da coluna d’agua apresenta mais
de 90% da dissolugéo de O2. Essa dissolucdo do oxigénio no ambiente depende de
dois fatores, temperatura e pressado (ESTEVES, 1998) e, em consequéncia dos
aumentos nas emissdes de COz2, podem ser alteradas.

Nos mares, em virtude das mudancas climaticas, as areas hipoxias ja sao
comumente conhecidas como zonas mortas, forcando a fuga de espécies
endémicas (LEVEELAHTI, 2013). Em peixes amazonicos, esta € uma das respostas
mais recorrentes para baixos niveis de oxigénio (VAL et al., 1998; ALMEIDA-VAL et
al., 1993).

De acordo com RoOpke et al. (2017), mudangas nas precipitacdes de sub—
bacias amazobnicas tém afetado a duragéo dos ciclos de cheias e secas e interferido
na vida aquatica; esses fatores estdo relacionados as variagdes ambientais, visto
gue a disponibilidade de oxigénio no ambiente amazbnico estd em constante
mudanca (VAL et al., 1998). Mudancas que estéo relacionadas tanto a temperatura

guanto ao oxigénio e CO2 podem interferir no desenvolvimento dessas espécies, pro
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exemplo, em seu crescimento, reproducdo, alimentacdo, migracdes e as proprias
adaptacdes morfolégicas e fisiologicas de cada espécie (VAL et al.,, 1998). As
mudancas podem afetar diretamente os organismos ectotérmicos, interferindo na
energia cinética de moléculas e reacdes bioquimicas que utilizam (MADEIRA et al.,
2012; SOMERO, 2010) e, posteriormente, no desempenho desses animais, pois seu
metabolismo varia em funcéo da temperatura corporal, jA que esses organismos nao
podem regular sua temperatura e ela se iguala ao ambiente (FICKE et al., 2007).
Uma vez que as espécies de peixes amazobnicos tendem a viver perto de suas
preferéncias térmicas, tais mudancas podem ser prejudiciais a sua adaptacao
(PORTNER; FARRELL, 2008; CAMPOS et al.,, 2017), pois se prevé que as
populacdes tropicais sdo mais vulneraveis a mudancas climaticas que as
temperadas, por jA se manterem em faixas de preferéncia térmica (ROSA et al.,
2016).

1.3 Acinética da enzima LDH

A medida que as mudancas climaticas ocorrem, exige-se que 0S organismos
aquaticos mudem suas respostas adaptativas, de modo que nem todos conseguirao
suprir essas modificacdes de nivel bioquimico e fisiolégico (FIELDS et al., 1993).
Alteracdes relacionadas a temperatura e ao oxigénio afetam diretamente os
organismos ectotérmicos, alterando suas respostas energéticas além de
interferéncias ocasionadas pelo CO2z, que podem interromper o equilibrio acido-base
(ROSA et al., 2016; VINAGRE et al., 2012).

Para os peixes, as baixas concentracbes de oxigénio e os aumentos de
temperatura e CO2 induzem ao aumento da atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.37), uma enzima de controle do metabolismo
energético responsavel pela conversdo do piruvato em lactato com a utilizacdo do
NADH no final da via glicolitica (NELSON; COX, 2014; ALMEIDA-VAL; VAL, 1993).
A enzima é formada por dois peptideos diferentes, gerados a partir da transcricéo e
traducao de dois genes, Idh-a e Idh-b. A enzima é um tetramero que apresenta duas
subunidades diferentes, do tipo A e B, em que A também pode ser chamada de M
para musculo e B, de H para o coracdo; também se ressalta que podem apresentar
cinco isoformas distintas A4, AsB, A2B2, AB3 e B4 (NELSON; COX, 2014; STOREY,
2016; ALMEIDA-VAL; VAL, 1993).
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A LDH é uma enzima terminal da glicélise anaerdbica, responsavel por
realizar a reducao do piruvato em lactato e por regenerar o NAD* para seguir com a
producdo da demanda energética (NELSON; COX, 2014; MOYES; SCHULTE,
2010). A atividade da enzima é normalmente cessada quando desnatura. Essa
desnaturacao pode ocorrer por influéncia da temperatura, uma vez que as enzimas
da LDH possuem uma faixa de tolerancia, com uma atividade Otima conforme as
condi¢des do ambiente (ARGOS et al., 1979; MOYES; SCHULTE, 2010). Entretanto,
a sensibilidade das isoformas A4 e B4 € bem diferente, sendo esta ultima menos
sensivel a mudancas térmicas do que a primeira (ALMEIDA-VAL; VAL, 1993).

Tais isoenzimas da LDH apresentam diferentes constantes de Michaelis-
Menten (Km). O Km € uma propriedade cinética da enzima, assim como a Velocidade
maxima (Vmax), sendo essas duas propriedades especificas de cada enzima
(NELSON; COX 2014; MOYES; SCHULTE, 2010). A constante Ky, esta relacionada
a eficiéncia catalitica das enzimas, indicando a afinidade do seu ambiente celular
com o substrato de reacdo (HOCHACHKA; SOMERO, 1968). O valor de Km €
definido como a quantidade de substrato suficiente para ativar a enzima na metade
de sua velocidade maxima. Assim, quanto maior o Km, menor é a eficacia da enzima
ao substrato. Sendo os efeitos da temperatura na afinidade da enzima mais
importante que sua velocidade maxima (Vmax). Os valores de Km baixos indicam
gue a enzima tem uma afinidade alta pelo substrato e, consequentemente, suas
respostas as variacfes externas afetam o sistema fisiolégico dos organismos
(MOYES; SCHULTE, 2010; HOCHACHKA; SOMERO, 1968). Estudos realizados por
Somero e Dong (2009) mostram que, para Lottia austrodigitalis, os efeitos climaticos
refletem de forma diferenciada para Km, €, quando comparado com outra espécie,
possui uma melhor adaptacado a alteracfes na temperatura. Para Fields et al. (1993),
se as mudancas climéticas ndo forem extremas, podem possibilitar que as espécies
adquiriram ajustes para atuarem sobre as variacbes ambientais, incluindo alteragdes

nas concentragfes de enzimas como a propria LDH e sua cinética.

1.4 Enzimas antioxidantes e danos na lipoperoxidacéao

Mudancas de temperatura e oxigénio nos ambientes aquaticos tém sido um
dos sinais das mudancas climéticas nas ultimas décadas (NAVARRO et al., 2018).
Tais alteracbes de temperatura e oxigénio estimulam o surgimento de espécies

reativas de oxigénio (EROS), concomitantemente ao aumento de CO:2 nos
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ambientes aquéticos, o0 que resulta no aumento de ions de hidrogénio (H*) (CAO;
CALDEIRA, 2008; MADEIRA et al., 2012; ESTEVES, 1998).

As variacbes ambientais podem aumentar as EROS, e o organismo dos
animais tendem a manter o balanco redox, quantidade de antioxidantes e espécies
reativas, porém, quando este equilibrio é interrompido, acontece o estresse oxidativo
(LEVEELAHTI et al., 2014). As EROS atuam naturalmente como transportadores de
elétrons para as reacdes bioquimicas, além de participarem da producdo de ATP
(HALLIWELL, 2000). Esses radicais sdo moléculas de atomos ou ions
desemparelhados e altamente reativos (HALLIWELL, 2006). A geracgdo dos radicais
livres ocorre nas mitocondrias e no citoplasma, sendo a mitocondria a principal
geradora das EROS que, em excesso, ocasionam o estresse oxidativo (VAN DER
OOST et al.,, 2003). Quando os niveis de CO2 encontram-se elevados, podem
influenciar no aumento dos ions de H*, essa acidose produzida estimula a producéo
celular das EROS (ARBOGAST; REID, 2004) o que ocasiona danos teciduais aos
peixes, e impede as trocas gasosas como oxigénio, jA que podem sofrer obstrucéo
do epitélio branquial (ESTEVES, 1998). Baixas concentracfes de oxigénio tecidual
também podem influir no surgimento das EROS.

Além do COg, alteragdes nos niveis de O2 no ambiente aquético, ocasionados
por influéncia da temperatura, resultam na producdo excessiva das EROS, pois 0s
elétrons estdo mais aptos a escaparem da cadeia transportadora de elétrons e se
ligarem ao oxigénio molecular (LUSHCHAK, 2011). A hipoxia aumenta a producao
das EROS, sendo mais agressiva no surgimento das espécies reativas do que a
normoxia e andxia (LEVEELAHTI, 2013). Durante a reoxigenacgao dos tecidos apés
periodos de hip6xia ou andxia, ocorre uma superproducdo das EROS, a hipoxia ja
prepara o organismo para o estresse oxidativo por conta da demanda de oxigénio
(LEVEELATHI et al., 2013; HALLIWELL, 2006; HALLIWELL, 2000).

O oxigénio, quando reduzido de forma incompleta, proporciona a formacao
dos intermediarios reativos (VAN DER OOST et al., 2003). O oxigénio é reduzido
pela cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (LUSHCHAK, 2011) podendo
formar o radical superoxido (0O2°), peroxido de hidrogénio (H202) e a hidroxila
(HO2°*), apesar de o H202 ndo ser um radical livre, pois ndo apresenta elétrons
desemparelhados, mas participa na geracdo do HO2*® que € altamente reativo
(SCANDALIOS, 2005). Esses radicais podem oxidar lipidios, proteinas e o DNA. As

EROS podem reagir com diferentes moléculas, alterando a sua estrutura e
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impedindo o seu desempenho (LUSHCHAK, 2011; SCANDALIOS, 2005). Assim,
uma das lesdes ocasionadas € a lipoperoxidagdo (LPO), influenciando na fluidez e
permeabilidade das membranas, comprometendo o seu funcionamento e podendo
levar ao seu rompimento (HALLIWELL, 2006). Os radicais livres, quando produzidos
em excesso, sao controlados pelas enzimas antioxidantes, destacando a glutationa-
S - transferase (GST, E.C. 2.5.1.1.8), que catalisa a conjugagdo da glutationa
reduzida (GSH), transformando em compostos faceis de serem degradados e
liberados, além de atuar na segunda fase da biotransformacéo; e a catalase (CAT,
E.C.1.15.1.1), que atua somente nas moléculas de H202 (VAN DER OOST et al.,
2003).

1.5 A enzima acetilcolinesterase

Alguns trabalhos mostram como os efeitos das mudancas climaticas podem
afetar os organismos ectotérmicos, como a temperatura e o CO2, que agem na
interferéncia do funcionamento da acetilcolinesterase (AChE) (AChE, E.C.3.1.1.7)
(MELO; AGOSTINHO; OLIVEIRA, 2003; ADAMS, 1992; MURPHY, 1986; ROSA et
al., 2016). O excesso de CO2 nos ambientes aquéticos, junto ao estresse térmico,
contribui para o aumento de antioxidantes, os quais afetardo as fendas sinapticas
posteriormente. Isso ocasiona danos ao organismo, como ansiedade, super
estimulacdo do sistema nervoso, disturbios sensoriais e morte (GUPTA, 2006;
TOUGU, 2001; ROSA et al., 2016). Estudos mostram que altas temperaturas e CO2
condicionam desregulacdo no balanco i6nico em prétons receptores de
neurotransmissores como das células acido y-aminobutirico A (GABAA) (SAMPAIO
et al., 2016).

A acetilcolinesterase desempenha um papel fundamental na hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) do sistema nervoso autdbnomo, sendo
sintetizada a partir da colina. Desta forma, regula a transmisséo do impulso nervoso
nas fendas sinapticas (MOYES; SCHULTE, 2010; ADAMS, 1992; MURPHY, 1986).
A mitocondria é responséavel pela producéo da acetil-CoA, que se combina a colina,
formando a ACh e liberando a coenzima A (MOYES; SCHULTE, 2010). A ACh se
expande na sinapse e se liga a receptores pos-sinapticos (MOYES; SCHULTE,
2010; GUPTA, 2006). A interferéncia do funcionamento da AChE proporciona o
acumulo da acetilcolina nas sinapses, interrompendo o funcionamento neural; assim,

pode apresentar inibicdo por excesso de substrato, que interrompem a entrada do
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sitio ativo central, o que condiciona danos ao animal (GUPTA, 2006). Diante das
mudancas climaticas, essa enzima pode sofrer altera¢cdes nas suas respostas, como
ja descrito por Campos et al. (2019) para espécies de peixes amazonicos, e por
Rosa et al. (2016) para o tubardo Chiloscyllium punctatum. Assim, saber como as
espécies de peixes amazobnicos responderdo a tais variacdes se faz necessério, de

modo que é uma enzima fundamental no funcionamento normal do animal.

1.6 Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum (CUVIER, 1818), pertence a familia
Serrasalmidae da ordem Characiformes (MIRANDE, 2010), habita as bacias
Amazobnica e do Orinoco, e pode ser encontrado no Brasil e em paises fronteiricos
(ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998). Possui um corpo robusto, podendo pesar 30 kg
e medir um metro de comprimento, possui dentes molariformes e é considerado um
animal onivoro, alimenta-se de frutos e sementes e alguns zooplanctons (ARAUJO-
LIMA; GOULDING, 1998). Possui adaptacdes que permitem viver em ambientes de
aguas claras, brancas ou pretas (SANTOS et al.,, 2006), e apresenta um
comportamento migratério sazonal. Além disso, pode aumentar a taxa de ventilacao
branquial quando em condi¢ces de baixa oxigenacdo tecidual, também eleva seus
niveis de glicose e lactato para supressdo metabdlica e aumenta a atividade de
enzimas como a LDH, além de reducdo da hemoglobina circulante em condi¢des de
hipéxia (ALMEIDA-VAL; VAL, 1993; VAL 1995). Em condicbes de hipoxia
desenvolve um edema labial, para melhor captacdo da dgua mais rica em oxigénio
que ocorre na superficie, regredindo o labio em concentragbes normais de
oxigenacao (VAL et al., 1998).

Alguns estudos ja relataram o efeito das mudancas climaticas, como o
aumento de temperatura e CO:2 sobre a espécie e os danos que podem ser
ocasionados. Dragan et al. (2014), ap0s exposicdo da espécie nos cenarios
climaticos por 30 dias e CO:2 elevado, observaram que ocorrem alteragbes no
hematdcrito e estresse metabdlico. Para Oliveira e Val (2017), a espécie apresentou
aumento no consumo alimentar e ganho de peso para todos 0s cenarios juntamente
com o aumento dos parametros hematologicos. Outros trabalhos mostram que
aumentos na temperatura e CO2 aumentam as quebras no DNA de eritrocitos apés
exposicao aos cenarios, além de provocar alteracdes nos para@metros hematoldgicos
e um desbalango entre os ions plasmaticos (PRADO-LIMA; VAL, 2016).
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Por ser um animal comercialmente valorizado na regido e gerar renda para a
populacdo local, é necessario estudar possiveis situacdes que prejudiquem a
espécie e consequentemente sua producdo. Dessa forma, o presente trabalho
verificou o efeito da hipoxia e dos cenarios climaticos sobre a atividade das enzimas
do metabolismo oxidativo (CAT e GST), anaerébico (LDH) e neurologico (AChE),
uma vez que essas enzimas atuam como biomarcadores de condi¢des estressantes
no organismo. Visando uma melhor compreensdo dos ajustes fisiologicos que a
espécie apresenta frente as futuras mudancas climaticas, considerando que a
hipoxia € de ocorréncia natural e que o aumento da temperatura € um fator iminente

nos dias de hoje.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito dos cenarios climéticos e exposi¢ao a hipéxia no metabolismo
energeético, antioxidante e neuroldgico de individuos da espécie Colossoma

macropomum.

2.2 Objetivos especificos

i. Verificar o efeito dos cenarios climaticos e da hipéxia aguda sobre o
metabolismo energético;

ii. Analisar as alteracbes no metabolismo antioxidante do tambaqui apos
exposi¢do aos cenarios climaticos e hipoxia aguda;

iii.  Verificar a influéncia dos cenarios climaticos e da hipéxia aguda sobre os
parametros hematoldgicos do tambaqui;

iv.  Avaliar a influéncia dos cenarios climaticos e da hipdxia aguda sobre os
parametros cinéticos da enzima LDH;

v. Verificar se ha alteracbes na atividade neuroldégica do tambaqui apos

exposicdo aos cendrios climaticos e hipdxia aguda.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aquisi¢cOes dos animais

Juvenis de Colossoma macropomum foram obtidos na Piscicultura de Balbina
— AM (SEPROR) e transportados ao Laboratorio de Ecofisiologia e Evolucdo
Molecular (LEEM/ CBIO/ INPA). No laboratério, os animais foram aclimatados por 30
dias, com aeracdo constante, recebendo alimentacdo com 32% de proteina bruta
uma vez ao dia. A alimentacdo foi suspensa 24 horas antes do inicio dos
experimentos. O experimento esta de acordo com o CEUA do INPA, sob protocolo
n° 032/2016.

3.2 Delineamento experimental

3.2.1 Salas climéticas

Os cenarios climaticos compdem um sistema de salas integradas que
simulam as mudancas climaticas para o ano de 2100 conforme o quarto relatério do
IPCC (Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas) (IPCC, 2007). O
sistema é caracterizado por quatro salas, simulando os cenarios: atual (RCP2.6)
(temperatura, didxido de carbono e umidade, os quais seguem em tempo real 0s
valores encontrados na floresta de terra firme), funcionando como sala controle;
brando (RCP4.5), com aumento de 1,5 °C na temperatura e 200 ppm a mais de COzq,
moderado (RCP6.0), com aumento de 2,5 °C na temperatura e 400 ppm a mais de
CO2; e extremo (RCP8.5) aumento de 4,5 °C na temperatura e 900 ppm a mais de

COs2. Para o presente trabalho, foram utilizados o cenario atual e extremo.

3.2.2 Exposi¢des dos animais aos cenarios climaticos

Para a experimentagdo foram utilizados 42 tambaquis com média de peso e
comprimento conforme disposto na Tabela 1. Foram utilizados 14 tanques
experimentais, sendo sete tanques mantidos no cenario atual e sete mantidos no
cenario extremo, cada tanque recebeu trés individuos da espécie. Os tanques
estavam com aeragado constante e os animais sendo alimentados diariamente com
ragdo comercial com 32% proteina bruta. Os animais foram mantidos nessas
condicbes de aclimatacdo por 30 dias e, posteriormente, as coletas foram

realizadas.
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As coletas aconteceram em quatro tempos, com 27, 28, 29 e 30 dias de
experimentacdo. Em cada uma das coletas, um individuo de cada tanque
experimental foi retirado. Os animais coletados foram submetidos a respirometria em
normoéxia (primeira coleta, 27 e 28 dias) e hipoxia (segunda coleta, 29 e 30 dias)
conforme 0s seus respectivos cendrios de aclimatacdo para mensuragdo da taxa de
respiracdo metabdlica (MO2) (n=7). Para a submissdo a normoéxia, manteve-se a
aeracdo constante durante o tempo de leitura. Para submissédo a hipoxia, a aeracéo
foi suspensa e borbulhado nitrogénio gasoso até que o nivel de oxigénio fosse
estabilizado em 1 mg/L, tendo duracdo de duas horas para aclimatacdo e quatro
horas para mensuragao (n=7). A respirometria ocorreu utilizando sete camaras
individuais, cada uma com 1,7 L, com sensores conectados a cabos de fibra otica e
ligados ao aparelho OXY-4 (Loligo Systems). A respirometria de cada grupo teve
duracdo de seis horas, sendo duas horas para adaptacdo dos peixes as camaras e
quatro para verificacdo do MOz (mg Oz kg! h?), possuindo trés fases: circulagéo,
espera e consumo. As fases foram de circulacdo 180s, 120s de espera e 300s de
consumo, tendo uma duracdo de 10 minutos por loop. Com célculo da taxa apés as
quatro horas, para MOz (MLO2 - h-1 - kg)= -AOVresp B, onde em que -AO esta
relacionado com a taxa de variagdo na concentracdo de oxigénio, Vresp € o volume
das camaras e B! como a massa corporal do animal (kg).

Apods a respirometria, os animais foram medidos e eutanasiados com corte na
coluna cervical, conforme as normas do CONCEA, e o sangue foi coletado por
puncdo na veia caudal com seringa heparinizada; os demais tecidos, coracao,
cérebro e figado foram coletados com auxilio de instrumentos cirlrgicos
apropriados. Os tecidos foram acondicionados em tubos eppendorfs de 2 ml,
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C até o momento

das analises.

Tabela 1. Peso e comprimento dos animais expostos aos cenarios climaticos atual e
extremo submetidos a hipoxia

Peso (g) Comprimento (cm)
Norméxia  Atual 55,71 +9,22 11,52 + 0,61
Extremo 63,57 + 9,61 12,38 £ 0,60
Hipoxia Atual 55+7,15 11,74 £ 0,50

Extremo 55,71 + 9,53 12 +0,72
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Figura 1. As figuras estéo relacionadas as etapas experimentais. As figuras A) e B)
sao referentes a montagem dos experimentos nas salas climaticas e exposicéo por
30 dias em cada. C) Esta referente a etapa de respirometria, representadas nas
letras D) e E) respectivamente, exposicdo dos animais em normoéxia e hipoxia
(Img/L) e na F a formacédo da expanséo labial do animal em baixas concentragdes

de oxigénio no cenario extremo
Fonte: Autoria propria

3.3.Andlises dos parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua foram verificados diariamente usando
o medidor de oxigénio e temperatura digital YSI 85, o pH com auxilio do pHmetro
(OHAUS STARTER 3100), a ambnia com a utillizacdo do espectrofotdbmetro
SPECTRAMAX PLUS com leitura em placa (540 nm) e COz2 por titulagdo em seringa
(BOYD; TUCKER, 1992).

3.4 Andlises dos parametros sanguineos
3.4.1 Andlise da glicose

Amostras de plasma foram utilizadas para medir glicose com o kit comercial
Glucose Liquicolor InVitro (10 pL STD, 1000 pL RGT), com leitura em
espectrofotometro em 500 nm no aparelho SPECTRAMAX PLUS.

3.4.2 Analises hematolo6gicas
Para as analises hematologicas, foram realizados os seguintes parametros:

hemoglobina ([Hb]), hematdcrito (Ht), contagem de eritrécito (RBC), volume
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corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM) e verificagéo de glicose.

3.4.3 Concentracfes de Hemoglobina

O sangue coletado foi utilizado para medir a hemoglobina [Hb] (g/ dL) de
acordo com Kampen e Zijlstra (1964) com o método da ciano-hemoglobina (2 mL de
solucdo Drabkin e 10 pL de sangue, 10 minutos em repouso) com leitura de
absorbancia com a utilizacdo de cubeta de plastico, sendo a solucdo de Drabkin
utiizada como o branco, as leituras foram realizadas com a utilizacdo de
espectrofotometro em 540 nm.

Determinacéo da concentracdo de hemoglobina:

g % Hb= Abs (540 nm) x 0,146 x diluicdo da amostra

3.4.4 Hematdcrito

O hematdcrito (Ht) (%) foi realizado utilizando a técnica de micro-hematocrito,
com tubos capilares e amostras de sangue total. As amostras foram realizadas em
duplicata para cada animal, o sangue foi coletado pelo micro-hematocrito e
centrifugado na centrifuga FANEM 211N por 10 minutos a 12000 mil rpm e
posteriormente realizou-se a leitura da taxa de sedimentacdo dos eritrécitos com
cartao de leitura (BROW, 1976).

3.4.5 Contagens de eritrécitos circulantes

A contagem de hemacias foi determinada por meio da diluicdo de amostras
de sangue com a solucéo de formol citrato (2 mL Formol citrato, 10 uL sangue), as
contagens foram realizadas com o auxilio da camera de Neubauer e microscépio
optico (LEICA DM 500), realizadas nos quadrantes das extremidades e central
(KAMPER; ZIJLSTRA, 1964).

3.4.6 Constantes corpusculares
O calculo das constantes corpusculares (VCM, HCM e CHCM) estdo de

acordo com o método descrito por Brow (1976):

Volume corpuscular médio (VCM)
VCM (um?3) = Ht x 10/ RBC



28

Hemoglobina corpuscular média (HCM)
HCM (ug) = [Hb] x 10/ RBC

Concentragéo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
CHCM (%) = [Hb] / Ht x 100

3.5 Andlises enziméaticas e dos danos em LPO

3.5.1 Andlise enzimatica da catalase

A atividade da catalase (CAT) foi verifica utilizando o figado, com a taxa de
inibicdo do substrato peréxido de hidrogénio (100 puL e 100 mL de agua destilada),
acrescentando 1 mL da solucédo e 5 mL do tampao catalase (1M Tris, 5 mM EDTA).
Para a leitura, foi utilizada cubeta de quartzo com 990 pL do meio de reacéo e 10 puL
de amostra com leitura de 1 minuto em 240 nm em espectrofotdbmetro expressos em
UM (BEUTLER, 1975). Para o célculo das analises, foi utilizado o teor proteico, 1 pL
da amostra e 209 de Bradford, com leitura em placa em espectrofotdmetro em 595
nm (BRADFORD, 1976) para todas as antioxidantes.

3.5.2 Andlise enzimatica da glutationa- S- transferase

A atividade da glutationa-S — transferase (GST) no figado foi realizada com o
homogeizado e o 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A solucéo de reacao possui 50
mM de CDNB diluido em 1mL de ETANOL 100%, 25 mM de GSH dissolvidos em 0,1
M de tampéo fosfato pH7, com leitura em 340nm (KEEN et al., 1976). Para a leitura,
foram utilizados 15 pL de amostra e 235 pL da solucéo e adicionado 10 uL de GSH

em placa com leitura em espectrofotdmetro (KEEN et al., 1976).

3.5.3 Anédlises dos danos em lipoperoxidagéo

A analise dos danos da lipoperoxidacdo (LPO) foi realizada utilizando o
figado, através do sobrenadante obtido pela homogeneizacdo do tecido (20 mM de
tris — base, 1 mM de EDTA, 1 mM de dithiothreitol, 500 mM de sucrose e 150 mM de
KCL), onde foram centrifugados por 30 minutos a 9000 rpm a 4 °C (este
homogeneizado foi utilizado para todas as enzimas antioxidantes).

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela oxidacdo do Fe*? a Fe*3 na

presenca do alaranjado xilenol (Ferrous Oxidation- Xylenol Orange) (JIANG et al.,
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1991). Cerca de 100 pL do homogeneizado foram tratados com 100 pL de TCA
(12%) e centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm (JIANG et al.,, 1991). Na
sequéncia, cerca de 30 pL de amostra e 270 uL da mistura reativa (alaranjado
xilenol 100uM, FeSO4 250 pyM, acido sulfurico 25 mM, butilato de hidroxitolueno
4mM, diluidos em metanol 90%) foram acrescentados em placa, e cobertos por 30
minutos sem presenga de luz, e posteriormente realizou-se a leitura em
espectrofotometro em 560 nm (JIANG et al., 1991).

3.5.4 Analise da cinética enzimética da LDH

A atividade da cinética da LDH do coragcdo e musculo foi verificada utilizando
0 substrato piruvato com leitura em placa em espectrofotbmetro com o comprimento
de onda 340 nm (DRIEDZIC; ALMEIDA-VAL, 1996). Os tecidos foram
homogeneizados com o auxilio de pistilo com o tampdo de homogeneizagéo
(Imidazol 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X 500 pL, 50 mL H20 destilada, pH 7,4) onde
foram centrifugados durante 15 minutos a 15000 g a 4 °C. As leituras foram
realizadas em cubetas de 1000 pL, sendo utilizado 2 uL do homogeneizado para o
coracdo e 5 puL para o musculo (2 pL; tampdo + piruvato= 1000 uL) (DRIEDZIC;
ALMEIDA-VAL, 1996). Para as analises, foram utilizadas oito concentracfes de
piruvato: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 5,0 e 10,0 pL. Para 0,05 a 1,0 pL utilizacao
de 1 mM de piruvato, 5,0 e 10,0 yL foram 10 mM de piruvato.

A cinética enzimética foi calculada conforme a equacdo de Michaelis-Menten
(MOYES; SCHULTE, 2010), a partir da atividade da enzima em Vvarias
concentracfes de piruvato. A Km é definida como a concentracdo que a velocidade
de reacdo enzimatica é metade de Vmax. A inclinacdo da reta da-se por Km/Vmax
(NELSON; COX, 2008).

3.5.5 Analise da atividade da acetilcolinesterase

A atividade da AChE foi determinada de acordo com o método de Ellman et
al. (1961). O cérebro foi utilizado para medir a atividade da acetilcolinesterase, o
tecido foi diluido 5x em tampao de homogeneiza¢do (K2HPO4, KH2PO4, 50 mL de
glicerol diluido em 200 mL de agua MilliQ) e as amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas em 900 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Depois de retirado o

sobrenadante, centrifugou-se novamente a 12900 rpm a 4 °C. Para a leitura, foram
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utilizados 200 puL de DTNB e 50 pL de substrato pipetados em placa com leitura em

espectrofotometro em 415 nm.

3.5.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utiizada uma ANOVA two-way verificando
oxigénio x temperatura, tanto para hematologia, respirometria e dados enziméaticos e
dados (ZAR, 1984). O nivel de significancia admitido sera de 95% (P < 0,05). Para

as analises estatisticas sera utilizado o pacote estatistico SigmaPlot 11.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua (Tabela 2) nos cenérios expostos
mostraram diferenca significativa. O cenario climatico extremo apresentou maior
temperatura, CO2 e menor disponibilidade de oxigénio e pH, o que indica que tais
mudancas na sala refletem na qualidade do ambiente aquatico e consequentemente
no desempenho do animal. A reducédo do pH no cenério extremo pode ser explicada
pelo aumento do diéxido de carbono que, ao reagir com as moléculas de agua,
formam ions de H* e HCOS" e reduz as concentra¢cdes de COs, podendo tornar o pH
da agua dos aquarios mais acido. Além disso, valores baixos de pH influenciam na
perda de ions, sodio e cloreto do organismo dos peixes. Os aquarios expostos no
cenario RCP8.5 apresentaram maior concentracdo de ambnia na agua, o que pode
exigir um desempenho metabdlico maior; ademais, dois processos podem estar
relacionados, quais sejam, o aumento da fluidez de membrana e, portanto, maior
excrecdo de amébnia ou o aumento da atividade de catabolismo de proteinas para

manter as necessidades energéticas.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da agua para os 30 dias de exposicdo aos
cenarios climaticos

Cenario Temperatura (°C) 02 mg/L pH Amoénia (mMol/L)  CO2 (ppm)

Atual 24,06 + 0,760 7,69 + 0,482 7,07 £ 0,388 0,24 +0,01 9,2+1,034

Extremo 28,66 + 0,805 6,88 + 0,701 6,73 + 0,325 1,11+ 0,88 16,3 £ 1,246




31

4.2 Taxa de respiracdo metabdlica dos animais apés exposi¢cdo aos cenarios
climéaticos e periodos de hipdxia aguda

A taxa de consumo de oxigénio (MOz2) se manteve para 0s animais expostos
no cenario atual em norméxia, sendo possivel observar que a temperatura e o CO2
ndo interferiram no metabolismo aerdbico. Portanto, indica certa capacidade de
aclimatacdo. J& para 0s animais expostos no cenario atual em hipdxia, é possivel
observar uma reducdo na taxa metabdlica desses animais (p<0,042), sendo uma
resposta comum da espécie em ambientes naturais. Assim, ocorreu diferenca entre
os dois grupos no cenario atual de normodxia e hipdxia. Para os individuos expostos
ao cenario extremo sob condicbes de temperatura (28 °C) e CO: elevados, €
possivel verificar um aumento na taxa metabdlica em norméxia e em hipdxia
(p<0,042). Isso pode ser explicado pelo fato de o animal ndo conseguir reduzir a
taxa metabdlica quando em condicdes extremas, indicando uma perda na
capacidade de ajustes fisiolégicos para a espécie. A taxa metabdlica apresentou
diferenca entre os cenarios atual e extremo em hipoxia (p<0,042) (Figura 2),
mostrando as dificuldades do animal de manter o metabolismo.

A taxa metabdlica é utilizada para demonstrar o desempenho e as
adaptacdes dos animais sob as mudancas relacionadas ao oxigénio que podem ou
nao estarem relacionadas com a disponibilidade de CO2 e temperatura (BAKER et
al.,, 2017). De forma que o oxigénio funciona como um fator limitante para o
funcionamento dos processos metabolicos do animal, quando precisam realizar
ajustes para suprir a demanda energética. Neste caso, o tambaqui protege seu
consumo de oxigénio utilizando dos ajustes da expansdao labial, além de respostas
fisiolégicas (ALMEIDA-VAL et al., 1993), o que foi possivel observar nos animais
expostos ao cenario extremo. Em algumas concentracdes inferiores, espécies de
animais ndo conseguem fazer esses ajustes, onde ja se encontram em um estado
de saturacdo critica de oxigénio, principalmente sob condicbes elevadas de
temperatura e CO2 (REMEN et al., 2015). Experimentos com o peixe Astronotus
crassipinnis submetidos a hipoxia e anOxia, mostraram que o0 animal exposto em
normoéxia apresentou uma reducdo na taxa metabdlica apds 2 horas (CHIPPARI-
GOMES et al., 2005), o mesmo fato foi observado no trabalho de Heinrichs-Caldas
(2016) para a mesma espécie, apos 3 horas de submissao a hipoxia.

Em experimentos com Apistogramma agassizii, Pyrrhullina brevis e

Hyphessobrychon melazonatus sob influéncia dos cenéarios climéaticos, com
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aumentos de temperatura, CO2 e diminuicdo do pH, Campos et al. (2019)
observaram que as espécies apresentaram taxas diferentes de mortalidade e
aumento da taxa metabolica para todas as espécies. Isso mostra como o0s
mecanismos de adaptacdo sdo especificos para cada espécie e podem ser
essenciais frente as mudancas climéaticas, de modo que, espécies que nao
apresentam respostas a variagdes ambientais terdo maiores dificuldades de
sobrevivéncia.

Em outro estudo com peixes tropicais e subtropicais, apds 16 dias de hipoxia,
as espécies tropicais reduziram a taxa metabdlica comparado as subtropicais que
mantiveram a taxa de consumo elevadas (COLLINS; CLARK; CARTON, 2016). As
variacbes na temperatura no metabolismo desses animais resultam em uma
demanda maior de Oz enquanto a hipoxia limita essa disponibilidade acarretando em
danos como desempenho de crescimento e reproducédo (ALTIERI; GEDAN, 2015;
CADIZ et al.,, 2018). Porém, a aclimatacdo hipoxica é conservada em muitas
espécies de peixes, mostrando sua plasticidade fisiologica como estratégia de
sobrevivéncia (COLLINS; CLARK; CARTON, 2016). Nota-se que o tambaqui possui
mecanismos fisioldgicos para situacdes criticas de hipdxia e elevadas temperaturas,
até a estabilizacdo do oxigénio na agua, para o presente estudo a espécie

apresentou dificuldades no desempenho da taxa metabdlica.
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Figura 2. Taxa metabdlica do C. macropomum apo0s exposicdo de 30 dias aos
cenarios climaticos (IPCC, 2014) atual e extremo e periodos de hipdxia. Para
concentracbes de 1 mg/L de oxigénio em hipoxia. Letras diferentes significam
diferenca estatistica no mesmo cenério e entre 0s cenarios (two-way ANOVA,
p<0,05). Valores sdo média + SEM (n=7)

Fonte: Autoria propria
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4.3 Parametros hematoldgicos

Os resultados obtidos nas analises hematologicas dos animais expostos ao
cenario atual e extremo (Tabela 3) apresentaram variacdes para hematécrito (Ht),
concentracédo de hemoglobina ([Hb]), RBC (red blood cell), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os
animais submetidos ao cenério atual em hipdxia apresentaram um aumento (p<
0,001) na taxa de (Ht) em comparacdo com o cenario atual em normoxia. Para a
([Hb]), foi possivel observar um decréscimo quando os animais estavam em hipdxia
em comparagdo com normoxia no cenario atual (p< 0,001). O mesmo valor foi
expresso para HCM e CHCM (p< 0,001) quando os animais estavam sob condi¢cbes
do cenério atual em hipoxia comparado a norméxia. Porém, ocorreu elevacdo do
RBC (p< 0,001) em concentracBes de hipéxia no cenario atual. Em relacdo ao
cenario extremo, foi possivel observar um aumento para ([Hb]), RBC, HCM e CHCM
(p< 0,001) em comparacdo ao cenario extremo em normoéxia. Havendo diferenca
entre os cenarios atual e extremo em hipoxia para ([Hb]), RBC, HCM e CHCM (p<
0,001), com elevacdo dessas para o cenario extremo em hipéxia. Ndo ocorrendo
diferenca do volume corpuscular médio (VCM) em nenhum dos grupos.

As analises hematoldgicas permitem verificar a capacidade respiratoria das
espécies assim como a imunidade desses animais (SANTOS; TAVARES-DIAS
2011; TAVARES-DIAS; MORAIS 2004; FALCE, 2009). Os parametros sanguineos
irdo refletir as condicdes e alteracdes fisiologicas de cada animal, funcionando como
uma ferramenta de identificacdo de estresse proporcionada pelo ambiente e
mudancas climaticas, e identificacdo de estados anémicos que sédo perceptiveis com
a reducdo de eritrécitos e do hematdcrito, e processos infecciosos, como outros
problemas homeostaticos (OLIVEIRA, 2009; TAVARES-DIAS et al., 2009; ARAUJO
et al., 2011). Alteracdes de temperatura, CO2, concentragdo de oxigénio na agua
podem interferir diretamente no equilibrio acido-base do sangue dos peixes. Tais
alteracbes ocorrem pelas altas concentracdes de CO:2 que ir4 contribuir para a
formacdo de ions de H*. Além isso, altas temperaturas estdo relacionadas a
dissolucdo do CO2 no ambiente aquatico e, consequentemente, na diminuicdo da
diluicho de moléculas de O2 na agua. Tanto as altas temperaturas como a
hipercapinia contribuem para uma baixa afinidade do Oz pela hemoglobina (BOYD,
1996). Altas concentragbes de CO:2 debilitam o metabolismo dos peixes, reduz o

consumo do oxigénio e uso da glicose, aumentando-a no sangue. De acordo com
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Boyd (1996), ainda ha a relacdo exercida pelo CO2 e pH sobre a afinidade do
oxigénio pela hemoglobina, determinado de efeito Root.

Nos trabalhos de Dragan (2014) e de Oliveira e Val (2017) para o Colossoma
macropomum, ocorreu um aumento do hematoécrito quando os animais estavam no
cenario atual e extremo com 30 dias de experimento, sendo possivel observar no
presente estudo para os animais do cenario extremo em hipdxia. A elevagdo de
hematocrito e hemoglobina elevam a concentracdo de oxigénio nos tecidos
sanguineos, dando condi¢cdes em periodos de pouca oxigenacao (SCHULTE, 2015.
No trabalho de Ferreira (2008), foi possivel verificar no tambaqui o aumento do
hematécrito para animais condicionados a hipdéxia e fadiga para a mesma
concentracédo de 1 mg/L e 0,5 mg/L de oxigénio dissolvido. Para o peixe Astronotus
ocellatus exposto a hipoxia por 20h, um aumento do Ht e, para a exposi¢do até 4h,
uma diminuicdo para [Hb], Ht, e CHCM (RICHARDS et al., 2007). Nesse sentido,
possivel verificar a diminuicdo no presente trabalho para [Hb] e CHCM e HCM no
cenario atual para o mesmo tempo de exposicao de 4h em hipdxia em relacdo ao
cenario atual em normodxia o que é uma resposta natural do animal. Quando
comparados os dados dos dois cenarios, € possivel observar que o tambaqui
mantem os parametros elevados desde o cenario extremo em normoxia e mantem
quando esta em condicbes de hipOxia, 0 que mostra que a espécie jA mostrava
condicbes de estresse impostas pelos cenarios e precisava ter um desempenho

maior.

Tabela 3. Dados hematolégicos dos individuos de tambaqui expostos ao
microcosmos por 30dias. Dados sdo apresentados como média e erro padrdo da

médial
Tratamento Ht (%) [Hb] (g/ dL) RBC (x 10° p 3) VCM (fl) HCM (pg) CHCM (%)
Atual Normoxia 29,78 £ 0,7 8,55 + 0,08 1,49 £ 0,08 202,67 £ 8,71 58,45 3,46 28,75 0,85
Atual Hipoxia 34,57 £0,522 5,18 + 0,092 1,94 + 0,092 179,41 +£8,1 216+1%2 12,14 £ 0,682

Extremo Normoxia 30,57 +1,34 7,92 +0,12 1,48 +0,13 206,28 + 14,74 52,5+3,41 25,86 + 0,94

Extremo Hipdxia 31,85+0,93 8,4 +0,05° 1,59 + 0,05° 200,9+10,41 53,18+3,27° 26,43+0,69°

Fonte: Autoria prépria

1 As letras representam diferenga estatistica entre os cenarios e entre os tratamentos.
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4.4 Glicose

A glicose plasmatica para hip6xia aumentou em relagdo ao cenario controle
em normoxia (Figura 3). Para os dois cenarios atual e extremo, a concentracao de
glicose se manteve elevada para hipoxia (p< 0,001) em relacao a norméxia, mas néo
ocorrendo diferenca entre os cenarios. A disponibilidade de glicose no sangue
depende de vérios fatores, onde o0s niveis estdo correlacionados com a taxa
metabodlica (POLAKOF et al.,, 2011). Altas temperaturas e CO:z influenciam nas
trocas gasosas do organismo do animal, podendo diminuir a utilizacdo da glicose e
aumentando no sangue. A glicose é convertida em ATP para suprir a demanda
energética, estando diretamente relacionada com a via glicolitica, ela sera convertida
em piruvato em baixa oxigenacdo tecidual, que tera como produto final o lactato
(PORCHAS; CORDOVA; ENRIQUEZ, 2009, 2009; MANDIC; SPEERS-ROESCH;
RICHARDS, 2012).

Alguns estudos sobre a glicose dos peixes revelam que, ao longo do tempo, 0
metabolismo desses animais sofreu adaptacfes para suprir a auséncia de alimentos
e baixas concentracbes de oxigénio, ocasionadas pelas mudancas ambientais
(POLAKOF et al., 2011). Sob condicdes de estresse, respostas sao emitidas do
corpo do animal, conhecidas como respostas primarias e secundarias, sendo a
primeira percebida pelo sistema nervoso central (SNC), proporcionando a liberacao
de horménios, e a segunda decorre dessas liberacGes, causando mudancgas no
sangue e tecidos, como o aumento da glicose plasmatica (PORCHAS; CORDOVA;
ENRIQUEZ, 2009). A glicose pode ser adquirida por dois modos, tanto pela
gliconeogénese como pelos estoques de glicose que serdo utlizados pelo
metabolismo do animal, além da influéncia dos altos ou baixos niveis de glicose
extracelular que podem contribuir para o metabolismo em hipdéxia (CLOW; SHORT,;
DRIEDZIC, 2017; MARTINEZ, 2006). No trabalho de Chippari-Gomes et al., (2005)
com Astronotus crassipinnis e Symphysodon aequifasciatus, as espécies foram
expostas em normoxia, hipoxia e andxia e apresentaram o glicogénio elevado.
Mesmo resultado encontrado para o experimento realizado com o bacalhau do
Atlantico, truta arco-iris e peixe-lapa expostos a hipoxia, a taxa do metabolismo da
glicose foi elevada apos diferentes exposicoes térmicas e de CO2 (CLOW; SHORT,;
DRIEDZIC, 2017). De acordo com Chiparri-Gomes (2005), essas altas
concentracbes de glicose plasmética em hipdxia sdo devidas a gliconeogénese

hepética.
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No presente trabalho foi possivel observar a diferenca na glicose dos grupos
em norméxia e hipoxia, indicando que esses animais estavam em condi¢bes de
estresse e, consequentemente, elevaram a producdo da glicose para suprir a

demanda das vias do metabolismo anaerdbico para producao de ATP.
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Figura 3. Elevacdo da glicose do C. macropomum apdés exposicdo de 30 dias aos
cenarios climaticos (IPCC, 2014) atual e extremo e periodos de hipOxia. Letras
diferentes significam diferenca estatistica no mesmo cenario e entre 0s cenarios
(two-way ANOVA, p<0,05). Valores sdo média + SEM (n=7).

Fonte: Autoria prépria

4.5 Enzimas antioxidantes

As analises enziméticas para GST e CAT no figado de tambaqui, apés
exposicdo de 30 dias nos cendrios climaticos, foram determinadas e apresentadas
nas figuras 4 e 5. A GST (Figura 4) e os danos na LPO (Figura 6) apresentaram
diferenca significativa para o cenario atual em norméxia e hipéxia (p<0,019), para o
cenario extremo as enzimas e danos nao foram significativos, ndo havendo
respostas das enzimas antioxidantes. O mesmo se fez presente na atividade da CAT
(p<0,05), ndo expressando diferencas significativas em suas atividades entre os
cenarios e entre grupos em cada cenario (Figura 5).

De acordo com Welker et al. (2013), as condi¢cdes de pouca oxigenacao
tecidual podem condicionar estresse no animal, e a reducao de temperatura e CO2
podendo reduzir o metabolismo oxidativo. Em contrapartida, as temperaturas
elevadas podem aumentar os danos e respostas das antioxidantes. Sabe-se que o

ambiente amazonico é conhecido pelas oscila¢cdes da concentracdo de oxigénio ao
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longo do dia (VAL; ALMEIDA-VAL, 1995). Sendo o oxigénio necessario para suprir a
demanda energética aerdbica, essas mudancas na disponibilidade de oxigénio em
ambientes aquaticos, que podem variar de andxicos a hiperéxicos podem elevar as
EROS (ZHANG et al., 2016). Espécies que mostram antioxidantes aumentadas em
ambientes anoxicos e hipoxicos utilizam-se dessas defesas para, apl6s a
reoxigenacao tecidual, desenvolver uma explosao de produgcéo de EROS (HERMES-
LIMA et al., 2015). Geralmente, isso ocorre quando essas espécies ndo conseguem
se deslocar de areas hipoxicas, 0 que provoca tais respostas fisiolégicas e na
expresséo génica (LEVEELAHTI, 2013). A formag&o das EROS ocorre a partir de
elétrons que escapam da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e NADH-
oxidase (PELSTER et al., 2016). Para Lushchak (2011), em algumas ocasifes, a
diminuicdo da temperatura e oxigénio podem ocasionar o estresse, que podem ser
explicados por duas razdes: a diminuicdo da temperatura enfraguece o sistema de
producdo de EROS ou aumenta a producéo das EROS.

O estresse oxidativo ocasionado pode condicionar danos severos no
organismo do animal, caracterizado por ser um estado de oxidacdo tecidual
desregulada, causando perturbacdo no balanco redox, levando a um distarbio na
homeostase celular e possivel morte (LUSHCHAK, 2011; MADEIRA; VINAGRE;
DINIZ, 2016). O que pode se agravar com as mudancas climéticas pelo crescente
aumento de CO2 que tem uma forte contribuicdo para a formacdo de EROS. As
enzimas de defesas como a GST sdo de suma importancia para a fase Il da
biotransformacgéo, participando na conjugacdo do xenobidtico com o tripéptido
exogeno e reduzindo a glutationa e, posteriormente, eliminando esses metabdlitos
do organismo. Ela desempenha um papel fundamental na defesa do organismo
contra o dano oxidativo e peroxidacdo do DNA (RINALDI et al., 2002; VAN DER
OOST et al., 2003; SADAUSKAS-HENRIQUE, 2014).

Alguns trabalhos mostram a atividade da enzima, como para Spaurus aurata
expostos a diferentes temperaturas, ndo apresentaram respostas para os tecidos
analisados, somente para mauasculo. Leveelahti (2013) verificou que, para
Hemiscyllium ocellatum, Gasterosteus aculeatus e truta-arco-iris, em condi¢des de
hipoxia e temperaturas elevadas, as defesas ndo diferem das usadas para CAT e
GST e nem os danos ocasionados, 0 que corrobora nossos dados. A CAT, que atua
sobre o per6xido de hidrogénio, ja foi verificada para diferentes espécies de peixes

como Leiostomus xanthurus exposto a hipoxia, sem variacdes na sua atividade
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(COOPER et al., (2002). Outros trabalhos, como o Johannsson et al. (2018) para
Cyphocharax abramoides, mostram que a exposicdo a hipoxia e analise de
diferentes tecidos podem expressar respostas de formas variadas, assumindo que
0os periodos de hipoxia sdo mais agressivos ao animal. Campos et al. (2019)
mostram que Apistogramma agassizzi e Pirrhullina af. brevis aumentam seus
sistemas de defesa antioxidantes para os cenarios climaticos com elevagbes de
temperatura e CO2 tanto para GST como CAT. Para Dicentrarchus labrax L sobre
efeitos de temperatura, seus sistemas de defesa também aumentam (ALMEIDA,
GRAVATO; GUILHERMINO, 2014); o que também foi observado por Vinagre et al.,
(2012) e Maisano et al., (2016). Além disso, Rosa et al. (2016), em experimentos
com Chiloscyllium punctatum expostos a elevadas temperaturas, CO2 e pH baixos,
mostra que as defesas variam nos tecidos, para o musculo as defesas da CAT e
SOD ndo se expressaram em comparacdo com as defesas do cérebro. Mas,
encontrou diferengas significativas em seu estudo anterior para os cenarios de 2100
(ROSA et al., 2014).

O aumento das defesas pode estar relacionado aos danos da LPO. Ela ocorre
em consequéncia do estresse oxidativo, decorrente da oxidacdo de acidos graxos
poli insaturados, quando seus niveis de danos estdo elevados, mostra que as
enzimas de defesa nao foram suficientes para Ihe dar com as EROS (RINALDI et al.,
2002; ALMEIDA; GRAVATO; GUILHERMINO, 2014; VAN DER OOST et al., 2003).
De acordo com Campos et al. (2019), apesar do aumento do sistema de defesas
antioxidantes, ele pode néo ser suficiente para minimizar os danos ocasionados em
lipoperoxidacé@o. No presente trabalho foi possivel observar a diminui¢cdo da GST e
LPO tecidual no figado e nenhuma resposta para CAT, o que nos permite
compreender que o animal teve o sistema de producdo das EROS reduzido, nédo
ocorrendo elevagéo das enzimas antioxidantes. I1sso possibilita que ndo apresentem
capacidade das defesas antioxidantes quando expostos no cenario extremo como
condicOes elevadas para temperatura e CO2 e sob condigbes de hipdxia. Para
algumas espécies, essa resposta possui uma curta duracdo do sistema antioxidante,

seguida de declinio e estabilizacdo das enzimas e danos.
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Figura 4. Atividade enzimatica da GST no figado do C. macropomum apos
exposicdo de 30 dias aos cendrios climéticos (IPCC, 2014) atual e extremo e periodos
de hipoxia. Letras diferentes significam diferenca estatistica no mesmo cenario e entre
0s cendrios (two-way ANOVA, p<0,05). Valores sdo média + SEM (n=6)

Fonte: Autoria propria
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Figura 5. Atividade enzimatica da CAT no figado do C. macropomum apos
exposicdo de 30 dias aos cenarios climéticos (IPCC, 2014) atual e extremo e
periodos de hipoxia. Letras diferentes significam diferenca estatistica nho mesmo
cenario e entre os cenarios (two-way ANOVA, p<0,05). Valores sdo média + SEM
(n=6).

Fonte: Autoria propria
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Figura 6. Atividade da LPO no figado do C. macropomum apdés exposicao de 30
dias aos cenarios climaticos (IPCC, 2014) atual e extremo e periodos de hipoxia.
Letras diferentes significam diferenca estatistica no mesmo cenério e entre 0s
cenarios (two-way ANOVA, p<0,05). Valores sdo média + SEM (n=6).

Fonte: Autoria propria

4.6 Cinética enzimética da LDH ap6s exposicdo ao cenario extremo e hipoxia

A cinética da LDH no coracdo dos animais expostos ao cenario atual e
extremo mostrou diferenca significativa (p<0,001) (Figura 7) apdés 30 dias de
exposicdo. Os animais expostos ao cenario atual apresentaram diferenca para
normoxia e hipdéxia (p<0,001), com elevacdo da Km quando submetidos a hipoxia.
Para o cenario extremo, ndo ocorreu diferenca significativa entre as duas exposicdes
em normoxia e hipoxia, mas ocorreu diferenca entre os dois cenarios em normaoxia
(p<0,001). Os animais no cenario extremo em normoxia apresentaram aumento do
perfil de saturacdo da LDH (p<0,050) para as concentracdes utilizadas. Apesar de
nao mostrarem diferenca significativa no cenario extremo entre os dois grupos, eles
mantiveram a Km da LDH elevadas.

Para a cinética da LDH no musculo branco, ocorreu diferenca no cenario atual
entre normoxia e hipdxia (p<0,001) (Figura 7), mostrando um aumento da Km quando
os animais foram submetidos a respirometria em hipéxia. Isso também foi observado
entre 0s cenarios atual e extremo em normoxia; para 0 cenario extremo, a Ky da
LDH manteve-se elevada, o que foi igualmente notado quando os animais estavam

em hipdxia, mostrando, assim, uma baixa afinidade da enzima pelo substrato.
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Muitos estudos ja foram desenvolvidos a respeito das propriedades da LDH
nos organismos, com suas diferentes isoformas. Sabe-se que as suas isoformas
operam simultaneamente no citoplasma, o qual desempenha funcdes diferenciadas
e pode apresentar alteracbes na sua cinética apos exposicdo a diferentes
temperaturas, baixas concentracées de oxigénio e altas de CO2 (ZAKHARTSEYV et
al., 2004). Vérias espécies de peixes desenvolveram mecanismos de defesa
adaptativos para enfrentar as alteracbes as variacdes climaticas tanto para
temperatura como CO2, mecanismos que podem modificar a sua fisiologia e
morfologia (STOREY, 2016; ALMEIDA-VAL; SCHWANTEST; VAL, 1991). Estudos
realizados por Almeida-Val et al. (1991), verificaram como a temperatura e pH
influenciam diretamente nas propriedades da LDH e na Kmn do tambaqui. Para o
peixe Genus Sphyraena, foram observadas diferencas na Km apds exposicao a
diferentes temperaturas (ZAKHARTSEV et al., 2004). Os dados do presente estudo
se assemelham aos de Dragan (2014) para coracdo e musculo branco, apés
exposicao de 30 dias do tambaqui aos diferentes cenarios com diferencas para
temperatura e aumentos de COs-.

Storey (2016) descreve que a LDH é uma das enzimas mais utilizadas para
investigar os efeitos da temperatura na catélise enzimatica, bem como mutacfes
génicas. Sabendo que as variacdes ambientais estdo intimamente relacionadas a
distribuicdo e sobrevivéncia de espécies, a adaptacdo de proteinas a temperatura
como a LDH, e o perfil de saturacdo do piruvato para designar a Km, tem sido alvo
de estudos para saber como tais variagcdes de temperatura e CO2 podem influenciar
no seu funcionamento (SOMERO, 2010; NIKCEVIC et al., 2017; PANEPUCCI et al.,
2000). Estudos desenvolvidos com Slamo trutta, apds exposi¢cao térmica, obtiveram
respostas variaveis para a Kn da LDH, conforme as diferentes temperaturas de
aclimatacdo, o que mostra que a atividade da enzima esta relacionada com a
temperatura podendo ser danosa a sua atividade (NIKCEVIC et al., 2017). Para
Rhinelepis strigosa exposto a normoxia e hipoxia, a Km da LDH apresentou
diferencas conforme as variacbes de aclimatacdo, mostrando que diferentes
flutuacdes do oxigénio podem resultar em mudangas na atividade enzimatica da
LDH, tanto a temperatura como as variaveis de concentracdo de oxigénio e COz2
podem ser letais as respostas fisioldégicas de espécies (PANEPUCCI et al., 2000).
Rosa et al. (2016), para Chiloscyllium punctatum, observaram maior atividade da

LDH para temperaturas elevadas e pH baixo. Para Ferreira, Almeida-Val e
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Schawantes (1991) ao estudarem as adaptacdes de 27 espécies de peixes
amazonicos, observaram que elevados niveis de temperatura, baixa concentracdo
de oxigénio e elevados niveis de COg2, dentre as espécies verificadas 93%
apresentaram expressodes para a LDH sob tais condic¢des.

O presente estudo apresentou respostas da Kmn da LDH elevadas para o
cenario extremo para coragdo e musculo branco se comparado ao controle, ao
passo que, no trabalho de Dragan (2014), valores para muasculo se mantiveram
elevados quando esses animais estavam no cenario extremo em normoxia. Quando
em hipdxia, os valores se mostraram elevados para o presente estudo, indicando
gue a enzima apresenta dificuldades ao se ligar ao piruvato, quanto maior o valor de
Km, menor € sua afinidade ao substrato (NELSON; COX, 2014). O que nos mostra
gue a espécie pode ser suscetivel a mudancas climaticas, de modo a apresentar
vulnerabilidade a tais variagbes ambientais e, consequentemente, provocar

dificuldades adaptativas.
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Figura 7. Cinética da LDH no coracdo (A) e musculo (B) do C. macropomum apos
exposicao de 30 dias aos cenarios climaticos (IPCC, 2014) atual e extremo e periodos
de hipoxia. Letras diferentes significam diferencga estatistica no mesmo cenario e entre
0s cenarios (two-way ANOVA, p<0,05). Valores sédo média + SEM (n=6).

Fonte: Autoria propria

4.7 Acetilcolinesterase ap0s exposicdo aos cenarios climaticos e hipdxia
As atividades do neurotransmissor (AChE) no cérebro do tambaqui foram
determinadas e apresentadas na Figura 8. A atividade da acetilcolinesterase foi

significativa para os animais expostos no cenario atual em normoéxia e hipoxia
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(p<0,014). Os animais expostos ao cenario extremo ndo apresentaram respostas
significativas para os dois grupos, nhormoxia e hipoxia e nem diferengas entre os dois
cenarios.

A acetilcolinestease funciona como um biomarcador para peixes devido a
sua alta sensibilidade e a capacidade de manter sua atividade perto do seu limite
méaximo (ASSIS et al., 2012; KUMAR; KRISHNANI; SINGH, 2019). Encontrada nas
juncdes neuromusculares e sinapses colinérgicas localizadas no sistema nervoso
central, que atua na transmissdo sinaptica, impedindo disparos nas terminacdes
nervosas (KUMAR; KRISHNANI; SINGH, 2019; MOYES; SCHULTE, 2010). Esta
funcdo da enzima depende de duas caracteristicas fundamentais: sua velocidade de
processamento e a localidade nas fendas, sendo capaz de degradar 300 mil
moléculas de acetilcolina por minuto (CEYLAN; ERDOGAN, 2017). A
acetilcolinesterase ir4 atuar na desativacdo da acetilcolina, fazendo a hidrélise de
forma rapida (SILMAM; SUSSMAN, 2005). A enzima esta4 envolvida em diversos
processos, como apoptose, inflamacéo e estresse (CEYLAN; ERDOGAN, 2017). O
rompimento da funcdo nervosa proporcionado pela enzima ocorre pelo acumulo da
acetilcolina na fenda sinaptica, o que provoca a perda de AChE e podendo levar o
animal a morte (ASSIS et al, 2012). Um estudo realizado com juvenis de
Dicentrarchus labrax L para 30 dias de exposicdo em diferentes temperaturas
mostra que a espécie aumenta a capacidade das atividades para AChE e apresenta
aumento das antioxidantes e danos em LPO (ALMEIDA; GRAVATO;
GUILHERMINO, 2014). Hogan (1971) observou para AChE em Bluegills, que seus
niveis estavam diretamente relacionados com a temperatura, oxigénio e CO2 na
adgua. Para Danio rerio apresentou Otima atividade para altas temperaturas e pH
alcalinos para musculo e cérebro (MARINHO et al., 2019).

Estudo com tambaqui e AChE a diferentes exposi¢cdes como 0leo mostra que
a atividade da enzima diminui drasticamente (KOCHHANN et al., 2015), sendo
também observado para AChE no tambaqui exposto a pesticidas (ASSIS et al.,
2008). Para Tapes decussatus e Tapes laeta, mostra-se inibicdo da AChE para
ambas as espécies, principalmente em temperaturas alevadas e condi¢cdes de
hipéxia (MAISANO et al., 2016). Estudos com Oncorhynchus mykiss expostos A
hipoxia mostram que a atividade da AChE se mantém elevada (H@Y et al., 1991).

No presente trabalho é possivel observar que os valores da atividade da

AChE (Figura 8) nao diferem de outros cenarios, somente no controle, e reduzindo
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no cenario extremo, apontando que possivelmente havia um acumulo de ACh nas
fendas sinapticas. Campos et al., (2019) mostram que Apistogramma agassizzi e
Pyrrhulina af. brevis aumentaram a AChE nos cendrios climéticos extremos,
sugerindo que altas temperaturas e CO2 provocam disturbios de modo a afetar o
sistema colinérgico. HAy et al. (1991) descrevem que a deficiéncia no oxigénio
aumenta o efeito inibitério da AChE para algumas espécies, sendo verificada no
nosso trabalho a reducdo no cenario extremo. Rosa et al. (2016), para Chiloscyllium
punctatum, observaram que as respostas da AChE eram maiores quando 0s animais
estavam sob condi¢cdes de temperatura elevadas e pH baixos. No presente estudo,
foi possivel observar que os niveis da AChE se mantiveram semelhantes indicando

possiveis acumulos nas fendas.
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Figura 8. Atividade de acetilcolinesterase cerebral do C. macropomum apdés
exposicdo de 30 dias aos cenarios climéticos (IPCC, 2014) atual e extremo e periodos
de hipoxia. Letras diferentes significam diferencga estatistica no mesmo cenario e entre
0s cenarios (two-way ANOVA, p<0,05). Valores sédo média + SEM (n=6)

Fonte: Autoria propria

5. CONCLUSAO
O tambaqui apresentou uma baixa plasticidade térmica, sendo possivel

observar que os cenérios climéaticos e condigbes de hipdxia podem condicionar
estresse metabolico na espécie afetando as suas respostas fisiologicas. A espécie
parece ser mais vulneravel a mudancas climaticas e condi¢cdes de hipdxia para o

cenario extremo. Apresenta alteragcfes metabolicas para as defesas antioxidantes,
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havendo um enfraquecimento quando mantidos nos cendrios extremos, isso também
foi observado para a Km, que apresentou inibicdo a altas concentracdes de piruvato,
sendo mais elevada em condicbes de hipoxia. Para a AChE, as respostas
mantiveram-se quase inalteradas, porém indicando que havia um acumulo de ACh
nas fendas. Esses resultados mostram que os cendrios climaticos futuros podem ter
impactos severos no desempenho da espécie, de modo que o aumento da
temperatura e CO2 afetam diretamente o animal, uma vez que, o tambaqui € uma
espécie de alto valor comercial, isso implicaria tanto na conservacdo da espécie

como na economia local.
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