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Titulo Trabalho do Bolsista: EFEITO DOS CENARIOS CLIMATICOS PREVISTOS PARA O
ANO DE 2100 SOBRE O COMPROMISSO OSMORREPIRATORIO EM Pyrrhulina aff brevis

Resumo (250 a 400 palavras)

O compromisso osmorespiratorio em peixes ¢ o conflito entre a troca de gases respiratorios € a
manuteng@o do equilibrio osmotico. Aumento nas concentragdes de CO: e, consequentemente, da
temperatura devido as alteragdes climaticas estdo previstos e poderdio perturbar este equilibrio.
Entender as respostas fisiologicas de Pyrrhulina aff brevis em meio aos cendrios climaticos
propostos pelo IPCC (2007) para os proximos 100 anos ¢ de fundamental importincia para a
compreensdo dos mecanismos de adaptagdo que podem ajudar na sobrevivéncia desta espécie.
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos cendrios climaticos previstos para
0 ano de 2100 pelo IPCC sobre o compromisso osmorrespiratorio de Pyrrhulina aff brevis; avaliando
a taxa de consumo de oxigénio, a regulagio idnica € o papel das enzimas Na'K™-ATPase ¢ H'-
ATPAse frente aos cenarios climaticos. Os individuos de Pyrrhulina aft brevis foram expostos
durante 15 dias aos cenarios climaticos simulados em microcosmos, nas trés salas onde ha o controle
da temperatura, CO;, luminosidade e umidade do ar. Duas salas foram utilizadas, as quais simulam
0s cenarios climaticos previstos pelo [PCC (2007): moderado (A1B: +2.5 °C e + 400 ppm CO2) ¢
extremo (A2: +4 °C e +850 ppm CO,), além da sala “controle” que representa o cenario atual. A
exposigdo aos cenarios mostrou aumento na taxa metabolica (MO;) nos animais aclimatados nos
cenarios (A1B e A2) em relagdo ao cendrio controle. Estas respostas mostram um tipico efeito da
temperatura sobre a demanda energética em relagdo ao aumento da temperatura e CO2. Nossos dados
mostraram, também que a redugdo da taxa entre a capacidade do sistema de transporte de elétrons
(ETS) e o consumo de Oz (MO2), ou seja, da reserva energética disponivel para a realizagdo das
atividades bioldgicas, bem como o aumento dos niveis de lactato nos tecidos dos animais dos
cenarios A1B e A2 implicardo em perda da capacidade de contragdo muscular. Além, disso, ocorreu
uma grande excregdo de amdnia nos cenarios A1B e A2, indicando a necessidade da utilizagdo da
oxidagio de proteinas como substrato energético. Embora ndo haja alteragdo na atividade da Na'K™ -

ATPase, notou-se um aumento na H'-ATPase, mostrando uma desregulagdo no balango acido-base.

Apoio Financeiro: Realizagdo:
f o\

@ CNP q _1—_/ % MINISTERIO DA
Bl FAPEAM INPA COCF o A

Y CABACITACH: e
e, B ACITECAD e



— W wm W wer W 2V W W W W W Wy W Wy T W W YW YW W T

[

\'@

Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdénia

Coordenagio de Capacitagdo
Divisdo Apoio Técnico

Tais ajustes nos niveis metabolicos mostram um claro desbalango no compromisso respiratorio com
implicagdes diretas na fisiologia de Pyrrhulina aff brevis, que poderd implicar em desafios para a
sobrevivéncia, crescimento, distribui¢do e reprodugdo frente as mudangas ambientais previstas para o
ano de 2100.
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INTRODUCAO

Peixes de dgua doce sdo hiperosmoticos em relagéo ao seu meio externo; como consequéncia,
a agua tende a passar pela superficie branquial por diferenga de gradiente de concentragdo em um
processo conhecido como osmose, deste modo ocorrendo a diluigdo das solugdes do corpo do animal
(Gonzalez ¢ MacDonald 1992). Para compensar tal desequilibrio osmético, a superficie epitelial das
branquias dos peixes € responsavel pela absor¢do ativa dos sais que estdo diluidos na dgua; esse
transporte ocorre contra o gradiente de concentragdo, indo da menor para a maior concentragio de
sais €, por isso, ndo ocorre espontaneamente. Ha, portanto, um gasto de energia na forma de ATP.
Esses mecanismos funcionais das branquias refletem os ajustes bioquimicos e fisioldgicos ao longo
da historia de vida das espécies em resposta as diferentes pressdes do ambiente aquético a fim de
manter a homeostase. Portanto, alteragdes que perturbem os equilibrios osméticos s3o

energeticamente custosas. (Hochachka e Somero 2002).

Uma das principais responsaveis pela manuten¢do da concentragio idnica é a enzima Na'K'-
ATPase; esta proteina transmembranar atua degradando o ATP em ADP e fosfato inorginico, para
que a troca 10nica possa ocorrer, ou seja, ela é responsavel pela troca dos fons de Na* e K* contra os
gradientes de concentragdo na superficie branquial (Brusca e Brusca 2007). Outra importante enzima
da regulagio i6nica ¢ a H-ATPase que desempenha um papel importante no balango acido-basico de
peixes, realizando o transporte de agua e CO, através das branquias, onde ocorre a catalisagiio de
CO; e H0 em 4cido carbdnico (H,COs), que acaba por se dissociar espontaneamente em Protons
(H) e ions de bicarbonato, além de regular as concentragdes de diéxido de carbono presentes no

sangue do animal.

Ao mesmo tempo em que as branquias dos peixes desempenham papel central na regulagio
ibnica, balango 4cido-base e excrecdo de compostos nitrogenados (Brauner ef al. 2011), estas
também sdo responsaveis por garantir as trocas gasosas no processo de respiragdo. Condig¢des
benéficas as trocas gasosas, tais como aumento da area superficial, reducdo da distincia de difusido e
aumento no fluxo sanguineo e de agua, sdo caracteristicas prejudiciais a osmorregulagio, uma vez

que facilitam o processo de perda de ions.
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O compromisso osmorrespiratorio em peixes €, portanto, um o conflito entre a troca de gases
respiratorios € a regulagdo idnica, de tal forma que a perda de ions aumenta com o aumento da
demanda pela troca de gases respiratorios em ambientes hipotonicos, tais como a agua doce (Randall
et al. 1972). O compromisso osmorrespiratorio foi primeiramente descrito por Randall ef al. (1972),
que avaliou o aumento no fluxo de Na“ em Oncorhynchus mykiss, a medida que aumentava as
necessidades energéticas para natagdo, ou sob o efeito de noradrenalina. Além de exercicios, estudos
que investigam o compromisso osmorrespiratorio tém sido realizados com outros fatores tais como
hipoxia (Robertson et al. 2015), temperatura (Sardella et al. 2004), ou salinidade (Haney e Nordile
1997); no entanto, poucos estudos exploram efeitos conjuntos de diferentes variaveis ambientais

sobre a fisiologia osmorrespiratdria.

Os niveis atmosféricos de CO, estdo previstos para atingir valores entre 420 e 940 ppm até o
final do século XXI, segundo relatorios do IPCC (IPCC 2013). Como o CO; ¢ um dos principais
gases com efeito de estufa, o clima da Terra esta projetado para aquecer, em média, entre 2.6 ¢ 4,8
°C até o ano de 2100. O aquecimento das aguas superficiais ¢ uma das ameagas ambientais mais
cruciais para os ectotermos, principalmente devido aos efeitos que a temperatura tem sobre os
processos metabolicos sobre o suprimento de oxigénio e sobre as restrigdes resultantes nos sistemas
ventilatorio e circulatorio (Portner e Knust 2007). Em conjunto com o aquecimento da temperatura,
cerca de um tergo do CO, produzido pela queima de combustiveis fosseis foi absorvido pelas dguas
ocednicas desde a Revolugdo Industrial. O CO; reage com a agua, resultando em um aumento liquido
das concentragdes de H" e HCOs. Esse processo € denominado acidifica¢do, o que levou a uma
redugdo no pH da agua da superficie do mar em 0,1 unidades desde a industrializagdo; assim, preve-
se uma acidificacdo dos oceanos de mais 0,14-0,42 unidades até o final deste século (Portner et al.

2014) e 0o mesmo € esperado para os ambientes dulcicolas.

Da mesma forma que a temperatura, altos niveis de CO, exigem um aumento nas taxas
metabolicas a fim de suprir as necessidades fisiologicas, tais como regulagdo acido-base e aumento
nas taxas de ventilagdo (Perry e Gilmour 2002; Evans ef al. 2005; Perry e Gilmour 2006). Embora
alguns trabalhos tenham demonstrado que os peixes sdo capazes de ajustar os ions relevantes na
regulacdo acido base (HCO; e CI') para manter o pH do sangue e do tecido (Fabry et al. 2008),

nenhum estudo foi realizado com peixes amazdnicos, que habitam aguas pobres em ions € com
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pouca capacidade de tamponamento das solugdes, sendo esperado, portanto, serem mais suscetiveis a

esta acidificagao.

A espécie Pyrrhulina aff brevis, pertencente a ordem Characiformes ¢ a familia Lebiasinidae,
€ uma espécie de peixe de pequeno porte medindo de 5 a 7 cm, que se distribui por uma variedade de
habitats em pequenos igarapés de 1* ¢ 2° ordem da Amazo6nia Central. Essa espécie ¢ muitas vezes
encontrada em pogas adjacentes ao canal principal dos igarapés, que apresentam grande quantidade
de matéria organica, a qual produz altas concentragdes de CO (Silva ez al. 2016). Essa espécie ¢ a
mais abundante nos igarapés de 1° e 2° ordem; exercendo, deste modo, fungdo fundamental na
manutencdo da estrutura e da ecologia desses ambientes (Mendonga et al. 2005). Além disso, tem
importante releviancia econdémica, principalmente o macho, por ser mais colorido, possuindo um
potencial no mercado internacional de peixes ornamentais, alcangando o valor de US$ 40,00 para
cada caixa exportada com 100 individuos (Prang 2008). A diminui¢do na precipitacdo € o aumento
da temperatura e CO,, decorrente das atuais mudangas climaticas, poderdo restringir e alterar a
distribuigdo desta espécie. Entender como estas alteragdes vao afetar o metabolismo desta espécie é,
portanto, fundamental para programas de conservagdo e biomonitoramento desses ambientes. O
presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos dos cenarios climaticos sobre 0 compromisso
osmorespiratorio, avaliando a taxa de consumo de oxigénio, a regulagao idnica e o papel das enzimas
Na'’K'-ATPasc ¢ H'-ATPAse frente ao aumento da temperatura ¢ CO,. Espera-se que, frentc aos
cenarios climdticos extremos, ocorra um desbalanco osmorespiratério que comprometera o

desempenho desta espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e Manutencio

No total, 21 individuos da espécie Pyrrhulina aff brevis foram coletados na Reserva Florestal
Adolfo Ducke. Os peixes foram coletados conforme o protocolo de Mendonga et al. (2005). Um
trecho de 50 m do igarapé foi barrado com auxilio de redes de bloqueio. Dentro desta area dois
coletores utilizaram pugas para coleta manual por cerca de uma hora. Além disso, pogas adjacentes
foram exploradas utilizando pugas. Os peixes coletados foram acondicionados em aquarios de 20L e
transportados para o Laboratorio de Ecofisiologia ¢ Evolugdo Molecular (LEEM), onde foram
acondicionados por 15 dias em tanques de 150L, com aeragdo constante, alimentagdo diaria e troca

parcial de 10% de agua para evitar o acimulo de residuos de nitrogénio.
2.2 Aclimatacdo aos cendrios climdticos

A exposi¢do aos modelos climaticos previstos pelo Relatorio Especial sobre Cenarios de
Emissdo (SRES) do IPCC (2007), foi realizada em salas experimentais onde os niveis de
temperatura, CO,, umidade do ar e luminosidade sdo controlados. Nestas salas sdo simulados trés
cenarios de mudangas climaticas previstos pelo IPCC (2007) para os proximos 100 anos: o cenario
controle (temperatura e CO, atuais; Sala 1), o cenario moderado (+400ppm de CO; e aumento 2,5 °C;
Sala 3), e extremo (+850ppm de CO; ¢ aumento de 4,5 °C, Sala 4). Em cada sala 7 individuos de P.
aff brevis foram distribuidos em trés aquarios de 20L (dois aquarios com dois peixes cada e um com
trés peixes), aclimatados por 15 dias. No decorrer do experimento realizou-se a medi¢ao do oxigénio,

pH e temperatura diariamente.

Apos o periodo de aclimatagdo, para verificar o compromisso osmorrespiratorio, os peixes
foram transferidos para cdmaras individuais de 200 mL com aeracdo constante, onde foram medidas
a taxa de consumo de oxigénio e a perda de ions por um periodo de 12 horas, método descrito a
seguir; apos este’ periodo os peixes foram anestesiados ¢ eutanasiados por meio de atordoamento
seguido de ruptura da medula espinal, como recomendado nas Diretrizes para ética no Uso de
Animais do CONCEA. As brinquias foram retiradas para andlise enzimatica e o corpo para analise

de ETS, Glicogénio e Lactato, como descrito a seguir.
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2.2.1 Andlise Respiromeétrica

A taxa de consumo de oxigénio foi mensurada através de um sistema de cdmara fechado
utilizando um aparclho automatizado controlado pelo sistema computacional DAQ-M (Sistemas
Loligo, Tjeli, Dinamarca). A medicao de oxigénio nas cAmaras ocorreu por meio de sensores de fibra
Optica conectados a oximetros. Apos os peixes serem colocados nas camaras de 200ml, eles foram
deixados por uma hora para recuperar do manuseio. Posteriormente, a taxa metabolica foi
monitorada ao longo de um periodo de 10 min, 2 vezes em cada frasco plastico (vial) durante o
periodo experimental. Neste periodo a aeragdo foi interrompida, para que fosse monitorada a
diminui¢do na concentragdo de oxigénio dentro das camaras, relacionado ao consumo de oxigénio. O
consumo de oxigénio, MO, (mg O-kg'h™), foi calculado como MO, = -AO.Vresp B, onde AO € a
taxa de altera¢do na concentragio de oxigénio (mgO,.h'), Vresp é o volume da cdmara (200 ml) e B

¢ a massa do individuo (kg).
2.2.2 Andilise de fons na dgua

Para mensurar o fluxo de aménia e ions na agua, aproximadamente 10 mL de agua de cada
aquario foram coletados a cada 6 horas ao longo de todo o periodo experimental e as amostras foram
congeladas a - 20 °C. Para as andlises, aliquotas de 4dgua foram utilizadas para a leitura da
concentracdo de amonia, realizadas conforme os ensaios colorimétricos (Verdouw et al. 1978) ¢ os

ions Na', K", Ca* e Mg*', por fotometro de chama (A Analyst 800, PerkinElmer).
2.2.3 Atividade da Na'K' ATPase ¢ H' ATPase

A atividade da Na'K'-ATPase ¢ H'-ATPase nas branquias foi mensurada de acordo com o
protocolo descrito por Kiiltz e Somero (1995). O ensaio ¢ baseado na oxidagdo de NADH reduzido
pela reacdo de enzima acoplada a hidrélise de ATP. As branguias foram homogeneizadas 1:10
(massa/volume) em tampdo SEID gelado (150 mM de sacarose, 50 mM de imidazol, 10 mM de
EDTA, 0,5% I:Ia-desoxicolato, pH 7.5). Os homogenados foram centrifugados (4 °C, 2000x g)
durante 10 min e o sobrenadante recolhido para executar o ensaio enzimatico. O sobrenadante (5 ub)
foi adicionado a 12 pogos de uma microplaca e posteriormente adicionado a solugao de reagio (30
mM de imidazol, 45 mM de NaCl, 15 mM de KCl, 3 mM MgCI12 6H20-1, KCN 0,4 mM, ATP 1,0
mM, 0,2 NADH mM, 0,1 mM, frutose-1,6 difosfate, 2 mM de PEP, 3 Ul mi-1 PK e 2 Ul ml-1 de
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LDH). Quatro das doze cavidades receberam solugdo de reagdo com 2 mM de ouabaina, enquanto o
homogenado bruto de outras quatro cavidades receberam solugdo de reagdo com 2 mM de N-
etilmaleimida. A taxa de oxida¢do do NADH foi monitorada em intervalos de 10s durante 10 min a
340 nm em temperatura ambiente. A diferenga na inclina¢do da oxidagdo do NADH contra o tempo
de reagdo entre solugdo de reagdo livre de inibidores e contendo inibidores (a ouabaina e a N-
etilmaleimida) foi utilizada para determinar a atividades das enzimas Na™ K*-ATPase ¢ H™-ATPase,

respectivamente. As atividades enzimaticas foram apresentadas em pmol.h™' mg protein™.
2.2.4 Medig¢ées do sistema de fransporte de elétrons (ETS)

A ETS foi medida utilizando o método proposto por Packard (1971) e melhorado por Téth
(1993). As solugdes foram preparadas 24 h antes da utilizagio e mantidas em gelo para evitar a
decomposigdo do substrato e contaminacdo bacteriana. Todo o corpo do individuo foi macerado com
nitrogénio liquido. O material homogeneizado previamente pesado (30-60 mg de massa hiimida) foi,
entdo, sonicado, utilizando um sonicador (VWR Scientific, modelo 450, EUA) em 4 mL de tampdo
de homogeneizagdo arrefecido em gelo (fosfato de sddio 0,1 M bHF = 8,4; 75 pMMgSO04; % (P / v)
de polivinilpirrolidona, 0,2% (v / v) de Triton-X-100) e centrifugado durante 4 mina 0 ° C a 8500 g
utilizando uma centrifuga Eppendorf 5430R (Eppendorf, Alemanha). Trés amostras de 0,5 mL de
cada homogeneizado foram incubadas em 1,5 mL de solug¢do de substrato (tampdo de fosfato de
sodio 0,1 M pH = 8,4, NADH 1,7 mM, NADPH 0,25 mM e Triton-X-100 0,2% (v / v) com 0,5 mL.
SmM2- (p-iodofenil) -3- (pnitrofenil) -5-feniltetrazélio (INT) durante 20 min a mesma temperatura
de aclimatagdo (27 ° CatDimona e Cat ® A 25 °). A reacgo foi parada por adicdo de 0,5 mL de 1: 1
Formalina: H3PO4. Foram incubados blocos (1,5 mL de solugdo de substratos e 0,5 mL de solug@o).
Para as amostras foram adicionados 0,5 mL de homogeneizado depois de parar a agido. A produgio
de formazano foi determinada espectrofotometricamente a partir da absorbancia da amostra a 490 nm
contra o branco, no intervalo de 10 minutos apés interrup¢do da reagdo, utilizando um
espectrofotometro Spectramax Plus 384 (Molecular Device, EUA). A atividade de ETS de cada
animal foi determinada utilizando o procedimento descrito em Simé&i¢ e Brancelj (2003). A atividade
de ETS foi medida como a taxa de reducdo do corante de tetrazélio para a formazana e convertida

em oxigénio equivalente consumido por hora (PLO..mgWW™"h') como descrito por Kenner e
Ahmed (1975).
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2.2.5 Andlise de Lactato no corpo

Os niveis de lactato (4cido lactico) plasmatico sao determinados segundo procedimento técnico da
Sigma Chemical Co., no qual 100 pl de plasma ¢ adicionado em 100 pl de é&cido perclorico (PCA) e
neutralizagio com KOH. O extrato neutralizado do plasma é adicionado a uma solugdo contendo, numa
mistura, a enzima lactato desidrogenase (LDH, 10KU por ml), a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD"), hidrazina ¢ tampdo glicina (0,6 mol L. pH 9.2). Neste método, a enzima converte o lactato, presente
no extrato de plasma, a piruvato o qual e complexado a piruvatohidrazina, evitando a reconversio de piruvato
para lactato. A reagdo ocorre com redugdo simultinea da coenzima NAD® e é monitorada através do
decréscimo da absorbancia em 340nm. decréscimo este proporcional a concentragdo original de lactato na
amostra. Apds 15 minutos, quando a reagdo processar-se completamente a 37 °C, os valores de lactato
plasmadtico sao obtidos através de uma curva de calibragdo previamente estabelecida e sdo expressas em

mmoles de lactato/1 plasma. As leituras sdo feitas em um espectrofotometro Spectronic Genesis 2.
2.2.6 Andlise de Glicogénio no corpo

Para as analises de glicogénio (Bidinotto et al., 1997), amostras de musculo branco foram
transferidas para tubo de ensaio (100 mg de tecido/mL de KOH 6,0N) e incubados por 3 minutos a
100 °C em banho-maria. Apds a dissolugdo alcalina dos tecidos, 250 pL desses extratos eram
transferidos para tubos de ensaio e adicionados de 3 mL de etanol e 100 pL de K2SO4 10% e
submetidos a agitagdo. As amostras eram centrifugadas a 3.000 x g por 3 minuto. O sobrenadante de
cada tubo de reacdo foi descartado por inversdo e o precipitado ressuspendido em 2,5 mL de dgua
destilada. Um volume adequado dessa diluigéo foi analisado quanto ao teor de agucares totais pelo
método hidrolitico acido de Dubois et al. (1956) e o contetrdo de glicogénio, expresso em pmoles de
glicosil-glicose/g de tecido.

2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados e apresentados como média + erro padrio da média. A
homogeneidade ¢ homocedasticidade foram testadas a priori a fim de verificar a normalidade ¢
homocedasticidade dos dados. Quando as premissas paramétricas foram violadas, testes
correspondentes ndo paramétricos foram aplicados, ¢ estdo indicados. As varidveis taxa metabdlica,
fluxo de fons e Aménia, atividade enzimatica foram analisadas por tratamento através de Anova one-

way comparando entre as salas experimentais, seguido de post hoc de Tukey.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, como esperado, foram observadas diferengas na temperatura
entre as salas, sendo que a sala controle apresentou temperatura média de 25,3 + 0,14, a sala 3
(A1B), cenario moderado, apresentou temperatura média de 28,3 £ 1,19; ¢ a sala 4 (A2), cendrio
extremo teve temperaturas médias de 29,6 + 0,08. Na figura la, podemos observar, ainda, que desde
o inicio do experimento a temperatura ji se mostrou mais elevada nos cendrios climaticos propostos
pelo (IPCC 2007). No entanto, ao contrario da temperatura, um aumento nos niveis de CO; na dgua
nas salas 3 ¢ 4 so foi observados a partir do sétimo dia de experimento, como mostrado na figura 1b.
Os niveis de CO, em ppm no cendrio controle se manteve em 11+0,20 ppm, sala 3, cendrio
moderado, 15,75 + 0,20 ppm e sala 4, cendrio extremo, 19+ 0,50 ppm de CO; na dgua € mostraram
uma diferenca a partir do sétimo dia de aclimatacdo nas salas 3 e 4 que se manteve constante até o

fim do experimento; isto se deve principalmente pela taxa de dissolu¢do dos gases.
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Figura 1. Variagdo temporal de (A) Temperatura e (B) CO, na agua dos tanques de aclimatagdo expostos aos
diferentes cenarios climaticos dentro das salas experimentais. Cenario controle (temperatura e CO atuais), Ce-
nario moderado (+400 ppm de CO: e aumento 2,5 °C; Sala 3), e extremo (+850 ppm de CO: e aumento de 4,5
°C, Sala 4).

Um dos mecanismos mais importantes que permitirio aos organismos enfrentar ¢ se
estabelecer frente as futuras mudangas ambientais € a capacidade de aclimatagdo. No presente estudo
nos observamos um aumento de 1.4 vezes na taxa metabolica (MO,) dos animais aclimatados ao
cenario moderado A1B em relagdo ao cenario controle; os animais aclimatados no cenario A2
apresentaram um aumento de 1.8 vezes na taxa metabolica em relagdo ao cenario controle. Estas
respostas mostram um tipico efeito do aumento da temperatura sobre a demanda energética (Schulte
2015). Expondo juvenis de truta a altas temperaturas, Sim¢ic et al. (2015) reportou um aumento na
taxa de consumo de oxigénio causado pelas mudangas na cinética das reagdes bioquimicas e
fisiologicas. Tais impactos no metabolismo podem ser extremamente prejudiciais, uma vez que a
taxa metabolica“de rotina representa um custo para manter suas necessidades fisiologicas normais.
Este aumento dos custos basais observados aqui deve estar relacionado a sintese proteica e

manutencdo do equilibrio acido-base, como discutiremos posteriormente.

Niao foi observado aumento da atividade da ETS (Sistema de transporte de elétrons),

indicando que P. brevis tém pouca habilidade de aumentar o seu potencial metabolico, portanto, ja
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opera perto do seu maximo metabolico, visto que a atividade da ETS é uma medida bioquimica do
potencial metabdlico, e representa o valor do consumo de oxigénio esperado se todas as enzimas da
cadeia respiratoria funcionassem na atividade maxima. De fato, nossos resultados corroboram com a
literatura, com outros trabalhos mostrando espécies tropicais com baixa capacidade de aumento da

respiragdo mitocondrial frente ao aumento de temperatura (Iftikar ef al. 2014).
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Figura 2. Consumo de oxigénio (MO.) e Sistemas de transporte de elétrons (ETS) em Pyrrhulina aff brevis
expostas aos cenarios climaticos proposto pelo IPCC (2007) para o ano de 2100; Atual (25°C e 300 ppm
COz), AIB (+2.5°C e +400 ppm CO,) ¢ A2 (+4.5°C e +850 ppm CO,). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas entre os cendrios climaticos por ANOVA uma via seguido de post-hoc de Tukey (p<0,05).

Nossos resultados mostram que nos cenarios climaticos A1B e A2 houve uma redugdo na
relagdo entre caPacidade do sistema de transporte de elétrons (ETS) e taxa metabdlica (MO,). A
relagdo ETS ¢ MO; ¢ um indicativo de que o escopo aerdbico, ou seja, a reserva energética
disponivel para as realizagdes das atividades bioldgicas, foi reduzido nos cenarios climaticos mais
desafiadores A1B e A2. Hipotetiza-se que o escopo aerobio esta fortemente ligado a janela térmica e
provavelmente sera maximizado na temperatura ideal das espécies, teoria conhecida como tolerdncia

térmica limitada em oxigénio e capacidade (OCLTT) (Pértner e Knust 2007; Pértner € Peck 2010;
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Portner 2010). A tolerancia térmica limitada pela capacidade de oxigénio prevé um declinio do
escopo em ambos os lados da janela térmica, como resultado da diminui¢do da capacidade dos
sistemas ventilatorios e circulatorios para cobrir os custos fisiologicos acima dos niveis de
manutengdo, levando a hipoxemia (hipdxia tissular) (Pértner e Farrell 2008; Pértner 2010). Em altas
temperaturas, o fornecimento de oxigénio pode se tornar limitado por restricdes ventilatorias e
circulatorias, com base neste conceito, o alcance para o desempenho aerobio deve diminuir acima da
faixa de temperatura ideal. Portanto, assim como a tolerancia térmica, o desempenho maximo das
espécies esta ligado a capacidade aerdbica do animal, uma vez que o aquecimento perturba o
equilibrio da oferta e demanda de oxigénio (Pértner 2002). Especificamente, a diminui¢do do escopo
aerdbico prevé limitagdo no crescimento, na reprodugdo e nas atividades em temperaturas altas e
baixas, 0 que por sua vez limita a distribuigdo geografia de uma espécie (Fry 1947; Brett 1971; Wang
e Overgaard 2007; Farrell 2009). De fato, nés observamos uma diminui¢do no potencial metabolico
em Pyrrhulina aff brevis aclimatados aos cenarios climaticos A1B e A2. O conceito OCLTT tem
sido bem sucedido na explicagdo da relagdo entre o aumento da temperatura da agua e as mudangas
na distribui¢do e abundancia de eel pout (Zoarces viviparous) (Portner e Knust 2007), na previsdo da
migragdo em salmdo-salmio (Oncorhynchus nerka) (Farrell et al. 2008; Eliason ef a/. 2011) e na
explicagdo da variagdo de contra-gradiente no AS em alguns peixes de coral (Nilsson ef al. 2009).
Portanto, aclimatados a altas temperaturas, esta espécie Pyrrhulina aft brevis diminui a sua
capacidade aerdbica, com possiveis consequéncias para a sua locomogao, crescimento e reprodugao
(Figura 3).
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Figura 3. Relagdo entre Sistema de transporte de elétrons (ETS) e Consumo de oxigénio (MO,) em Pyrrhulina
aff brevis em cenarios climaticos propostos pelo IPCC (2007) para o ano de 2100; Atual (25°C e 300 ppm
CO»), AIB (+2.5°C e +400 ppm CO,) e A2 (+4.5°C e +850 ppm CQ.). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas entre os cenarios climaticos por ANOVA uma via seguido de post-hoc de Tukey (p<0,05).

A medida que a temperatura ambiental aumenta, a demanda de oxigénio também aumenta e
os organismos devem suprir o consumo de oxigénio para compensar esse aumento da demanda. Se a
demanda ndo for atendida, os tecidos se tornam hipoxicos (Portner ef al. 2005), sendo necessaria a
compensa¢do metabdlica através do metabolismo anaerobico. O metabolismo anaerdbico €
documentado como uma ferramenta comum para combater o estresse fisiolégico que acompanha o
aumento do nivel ambiental de temperatura (Portner ef al. 2005). Além de um aumento nas taxas
metabolicas, que indica uma necessidade maior do metabolismo aerobico, Pyrrhulina aft brevis
também apresentou um aumento nas concentragdes de lactato no corpo. Estes dados sugerem uma
necessidade da utilizagdo do metabolismo anaerdbico com o proposito de suprir o aumento das
demandas energéticas (Almeida-Val er al. 2000). Embora a primeira vista a utilizagdo do
metabolismo anaerdbico parega ser benéfico, o acimulo do lactato no musculo implica na perda de

capacidade de contragdo muscular e acidose celular.
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Além disso, durante o periodo de exposi¢do de 15 dias, nos observamos que nos cenarios
A1B e A2, os peixes apresentavam mobilidade reduzida quando comparados com os individuos da
sala controle, embora nenhuma medig¢do tenha sido efetuada e registrada, este ¢ um forte indicativo
de que uma limitagdo das necessidades energéticas pode estar comprometendo a locomogdo nos
cenarios climaticos mais extremos. Portando, podemos esperar que os aumentos de temperatura e
CO; causem uma perda de mobilidade que sera extremamente danosa uma vez que essa espécie
depende de saltos para se locomover entre as pogas onde vivem e utilizam para reprodu¢ao (Espirito-
Santo e Zuanon 2016). Baseados nestes resultados podemos esperar uma diminuigdo na distribuigdo

desta espécie, assim como apontado no estudo de Portner e Knust (2007) para Zoarces viviparous.
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Figura 4. Niveis de lactato em individuos de Pyrrhulina aff brevis expostos aos cenarios climaticos propostos
pelo IPCC (2007)+para o ano de 2100; Atual (25°C e 300 ppm CO,), A1B (+2.5°C ¢ +400 ppm CO-) ¢ A2
(+4.5°C e +850 ppm CO,). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os cenarios climaticos por
ANOVA uma via seguido de post-hoc de Tukey (p<0,05). ‘
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Os exemplares de Pyrrhulina aff brevis apresentaram respostas similares na concentragio de

Glicogénio entre os cenarios climaticos (Atual, A1B e A2) apos 15 dias de aclimatagdo. Tais fatores

demostram que a espécie aclimatada nos cenarios A1B ¢ A2 ndo utiliza os carboidratos como fonte

de energia primaria, utilizando outras fontes de energia para mantem seus niveis de glicogénio

inalterados em diferentes cenarios climaticos (Figura 5).

Glicogénio (uM.g wet tec)

0 ;4

Atual

AlB

A2

Cenarios Climaticos |PCC (2007)

Figura 5. Niveis de glicogénio em Pyrrhulina aff brevis expostas aos cenarios climaticos expostas aos
cenarios climaticos proposto pelo IPCC (2007) para o ano de 2100; Atual (25°C e 300 ppm CO,), A1B
(+2.5°C e +400 ppm CO,) ¢ A2 (+4.5°C e +850 ppm CO.). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
entre os cenarios climaticos por ANOVA uma via seguido de post-hoc de Tukey (p<0,05).
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Tabela 1. Niveis de Amoénia (NH:), sédio (Na"), potassio (K*), na 4gua (umol.mg™" h™) e atividade das enzimas
enzima Na'K'-ATPase e H'-ATPase (umolATP.H".mg prot) em Pyrrhulina aff brevis expostas aos cenarios
climaticos proposto pelo IPCC (2007) para o ano de 2100; Atual (25°C e 300ppm CO,), A1B (+2.5°C e +400
ppm CO,) e A2 (+4.5°C e +850 ppm CO,). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os cenarios
climaticos por ANOVA uma via seguido de post-hoc de Tukey (p<0,05).

Atual A1B A2
Ambnia 658,88 68,1 * 1117,48 £ 171,73 1400460,19°
Na® da agua 131,78469,20 76,29 £15,93 26,52+58,00
K* da agua 317,49449,0 367,54+ 54,24 456,98+110,45
Na'K*-ATPase 3,99+2 53 4,01+1,17 3,57+0,9
*-ATPase 4,82+0,63° 9,43+1,26" 8,2310,44°

As analises de efluxo (perda de ions) mostram que nos cenarios A1B e A2 ocorreu uma gran-
de excre¢do de aménia em relagdo ao cenario controle. A amonia € resultado dos processos de oxida-
¢do de proteinas ou aminoacidos. Tal resultado nos leva a sugerir que um aumento no consumo de
oxigénio, concomitantemente com o aumento na excre¢do de amonia, foi devido ao aumento na oxi-
dagdo de proteinas a fim de suprir a demanda energética, visto que nenhuma alteragdo foi observada
nas reservas de glicogénio. Para tanto, o0 aumento na taxa metabdlica pode ser uma consequéncia da
sintese de novas proteinas.

A exposigdo aos cenarios climaticos ndo foi suficiente para alterar significativamente a ativi-
dade da enzima Na'K" -ATPase nas branquias de Pyrrhulina aff brevis, no entanto pudemos observar
um aumento na concentra¢ao de K na agua indicando que houve uma compensagao na flexibilidade
das branquias, que facilitou a perda de ions. Segundo McBryan er al. (2016), quando aclimatados a
altas temperaturas, individuos da espécie Fundulus heteroclitus apresentam aumento da area de su-
perficie lamelar facilitando, assim, a tomada de oxigénio. Deste modo, 0 aumento do efluxo de K*
pode estar ligado“diretamente ao aumento na flexibilidade das membranas causado pela necessidade
de favorecer a tomada de oxigénio, uma tipica resposta do compromisso osmorespiratorio. Embora
nenhuma alteragdo tenha sido observada na atividade da Na'K" -ATPase, notou-se um aumento na
H'-ATPase, indicando que o aumento do CO; alterou o pH interno, e para bombear mais hidrogénio
do meio interno para o meio externo, houve um aumento dessa atividade; ou, ainda, um indicativo de

que o lactato alterou o pH interno, causando um desbalango osmético.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que, mesmo em cenarios climaticos mais
moderados, Pyrrhulina aft brevis estara sujeita a grandes alteragdes fisiologicas. O aumento da taxa
metabolica basal e das concentragoes de Lactato mostram um aumento nas demandas energéticas
desta espécie que podera implicar em desafios para a sobrevivéncia, crescimento, distribuigdo e
reprodug¢do. Além disso, altera¢cdes na concentracdo de Amonia e K', bem como o aumento na
atividade da enzima H'-ATPase indicam um desbalango osmético que pode ser responsavel pelo

aumento da demanda metabolica nesta espécie.

Portanto, concluimos que Pyrrhulina aff brevis apresenta um desbalango no compromisso
respiratorio com implicagdes na sua fisiologia e que esta espécie tem potencial para ser utilizada

como bioindicadora das alteragdes climaticas na regido Amazonica.
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