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SINOPSE:

Neste trabalho, foi estudado o efeito das variacbes ambientais sobre o
tambaqui (Colossoma macropomum). No primeiro momento, caracterizou-se
a influéncia dos ambientes, natural e de cativeiro, sobre a hematologia e
metabolismo dos acidos graxos. No segundo momento, a variacao
ambiental, prevista pelo IPCC para o ano 2100, foi avaliada a partir do
crescimento, hematologia e metabolismo dos acidos graxos. Em ambos os
momentos, a temperatura parece ter um papel primordial sobre a fisiologia e
metabolismo dos acidos graxos do tambaqui.
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INTRODUCAO GERAL

Desde o inicio da revolucdo industrial, em meados do século XIX, a
concentracdo atmosférica de gases causadores do efeito estufa tem
aumentado significativamente (HANSEN et al., 1981). A concentracéo
atmosférica de didxido de carbono (COz2), por exemplo, aumentou de 280 ppm
para 380 ppm, aproximadamente (RAVEN et al., 2005) e, como consequéncia,
ocasionou um aumento da temperatura atmosférica, devido a uma maior
interacdo com a radiagéo infravermelha (CERRI e CERRI, 2007). Este aumento
foi evidenciado por WALTHER et al. (2002) que descreveram um aumento de
aproximadamente 0,6°C nos ultimos 50 anos, representando uma mudanca
relativa de cerca de 30% dos valores pré-industriais.

Esse fendbmeno, denominado aquecimento global, tem apresentado
reflexos significativos nas mudancas climéticas, tais como distribuicao irregular
das chuvas, aumento ou diminuicdo de temperaturas da atmosfera, elevacao
do nivel do mar, entre outros (IPCC, 2007). Sobre o ambiente aquético, FEELY
et al. (2004) e IPCC (2007) relataram que a acdo conjunta do aquecimento
global e aumento do CO2 atmosférico esta fazendo com que o oceano se torne
mais quente e &cido, este Ultimo por meio da absor¢cédo de COz2, que dissolvido
na agua forma o acido carbdnico e contribui com a diminuigdo do pH.

Em termos gerais, a pressdo de CO2 na agua é geralmente igual & do ar,
especialmente proximo a superficie (HEISLER et al., 1982). Assim, o aumento
da concentracdo do CO2 na atmosfera ndo causa apenas 0 aquecimento
global, mas também aumenta sua presséao parcial nas aguas (ATSUSHI e JUN,
1999). O grande problema, segundo CHOW et al. (1994) é que o aumento da

concentracdo de CO2 na agua, além de diminuir o pH, ocasiona um aumento



do CO2 no sangue dos animais, em especial dos peixes, pois reduz a
velocidade de eliminagdo através das Dbréanquias. Adicionalmente,
CARMICHAEL et al. (1984) reportaram que esse aumento da concentracdo de
CO2 no sangue, pode causar efeito sedativo nos peixes, desacelerando o
metabolismo e, consequentemente, reduzindo o consumo de oxigénio, a
concentracdo de corticosterdides no plasma e a utilizacdo da glicose, o que
resulta na sua elevacao sanguinea.

Considerando que a maioria das espécies de peixes € ectotérmica,
variacdes na temperatura da agua também podem afetar o metabolismo e
ocasionar disturbios fisiolégicos (COSSINS e BOWLER,1987). Assim como a
maioria dos animais, 0s peixes quando estdo em faixas de temperatura que
ndo sao adequadas tendem a se deslocarem para locais onde ha uma
temperatura desejada (BRETT, 1971). Entretanto, essa dinamica difere entre
climas temperados e regides tropicais, pois 0s peixes tendem a diferir quanto
as faixas de temperatura que podem suportar, onde alguns apresentam um
amplo intervalo de tolerancia, enquanto outros apresentam tolerancia restrita
(SCHIMIDT-NIELSEN, 1996).

Peixes de zonas temperadas, por exemplo, apresentam faixa térmicas
variando entre 4°C e 25°C, enquanto espécies tropicais apresentam faixa de
temperatura entre 25°C e 35°C (ARANA, 1997). Embora essas faixas sejam
bem definidas, BRETT (1969) reporta que os limites de tolerancia térmica nao
sao valores fixos e que 0s peixes podem se adaptar a temperaturas proximas
daquelas consideradas letais. Além disso, peixes submetidos a altas
temperaturas tém que conviver com a diminuicdo da solubilidade de oxigénio

na adgua, com o aumento da demanda metabolica e, consequentemente, com o



elevado custo de manutencdo do balanco energético, o que ocasiona
mudancas substanciais nos parametros fisioldgicos e metabdlicos, tais como
oxigenacdo do sangue e dos tecidos, bem como alteracdes dos niveis
disponiveis de energia celular (VAL, 2000; SARTORIS et al., 2003; ALMEIDA-
VAL et al., 2006).

O crescimento é um processo complexo onde atuam diferentes reacdes
fisiologicas e, por isso, distlrbios organicos causados por mudancas no
ambiente que causem alteracbes na homeostase organico, interferem com o
crescimento do animal (ALMEIDA-VAL e VAL, 1995; SCHMIDT-NIELSEN,
1996; TAVARES-DIAS et al., 1999). Em ambiente natural, os peixes evitam
areas onde a temperatura esta fora de sua faixa de temperatura ideal, pois é
esta que |Ihe proporciona maior crescimento (CALLAWAY et al.,, 2012). Em
cativeiro, entretanto, como 0s peixes ndo tem como migrar a temperaturas
ideais, geralmente, reduzem o consumo de oxigénio quando a temperatura
aumenta, mantendo o crescimento por meio da aclimatacdo a temperaturas
mais elevadas (MAAREN et al.,1999).

Embora o aumento da temperatura ainda possa manter o crescimento de
algumas espécies de peixes pela aclimatacdo, FRASCA-SCORVO et al. (2001)
ressaltam que a variacao da temperatura para valores além dos limites da faixa
ideal, os peixes reduzem ou até cessam a alimentacédo e, como consequéncia,
h&a uma diminuicdo do crescimento. Além disso, LAPPALAINEN (2001) relata
que embora algumas espécies apresentem maior crescimento em
temperaturas elevadas no ambiente natural, 0 aumento da temperatura pode

nao ser a unica condicdo a ser ajustadas para se obter bom desempenho na



criagdo, pois a disponibilidade e a qualidade dos alimentos também
apresentam grande influéncia no metabolismo dos peixes.

Neste sentido, o impacto das mudancgas climaticas sobre a aquicultura
ndo se limitaria apenas ao crescimento dos animais, mas influenciaria também
a gqualidade da alimentacdo para compensar a maior demanda energética
(CHO, 1992; LUPATSCH, 2009). O problema € que maior fornecimento de
alimento significa maior custo de producdo, além de ocasionar acumulo de
nutrientes que, associado as mudancas nos padrdes de precipitacdo, poderia
levar deterioracao da qualidade de agua (BERMINGHAM E MULCAHY (2004).
Além disso, segundo RUBLEE et al. (2005), esta deterioracdo combinada com
temperaturas mais elevadas, podem favorecer o aumento da infeccao
parasitaria.

Assim, esse conjunto de preocupacbes com reflexos econdémicos e
ambientais esta impulsionando a industria aquicola a utilizar sistemas que
permitam o controle total da temperatura e da qualidade da agua, para garantir
o fornecimento de pescado de boa qualidade. No entanto, estes investimentos
representam custos mais altos (KING e PANKHURST, 2004).

Na Amazobnia, o peixe é, sem duavida, uma das principais fontes de
alimento (SEBRAE, 2001; ALMEIDA e ALMEIDA, 2006). Entretanto, embora a
bacia apresente uma infinidade de espécies, poucas sdo utilizadas como
alimento (SANTOS et al., 2006). Nesse sentido, o tambaqui por possuir carne
bastante apreciada pela populacéo local e por ter sofrido sobre-explotacdo em
ambiente natural (BATISTA E PETRERE JR. 2003) €&, atualmente, uma das
principais espécies cultivadas na regidao (VAL et al.,, 2000; OLIVEIRA et al,

2012).



O tambaqui entre outras espécies € considerado excelente e uma das
principais fontes de proteina na regido. E importante ressaltar que o peixe além
da proteina contém compostos que sdo extremamente benéficos a saude
humana, como os acidos graxos. A importancia desses compostos € atribuida
as varias fungbes organicas desempenhadas, entre as quais o0
desenvolvimento do sistema nervoso, a reducdo no processo inflamatério e a
reducdo de doencas cardiovasculares (HARRIS, 1999; CAMPOS et al., 2002;

VISENTAINER et al., 2003; CARVALHO et al., 2003).

Diante dessas perspectivas, este trabalho visa contribuir com a
elucidacédo do efeito das mudanca climaticas sobre a fisiologia e 0 metabolismo
dos acidos graxos do tambaqui. O capitulo | traz uma abordagem sobre o peffil
hematolégico e o metabolismo dos acidos graxos de tambaqui (Colossoma
macropomum) em ambiente natural e de cultivo, em trés distintas estruturas de
criacdo, com caracteristica ambientais distintas quanto a temperatura;
enquanto o capitulo Il retrata os efeitos de cenarios climéticos, previstos pelo
IPCC para o ano 2100, sobre a fisiologia e metabolismo dos acidos graxos do

tambaqui (Colossoma macropomum).
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Caracterizacdo e comparacao do perfil hematolégico e do metabolismo
dos acidos graxos de tambaqui (Colossoma macropomum) de ambiente

natural e de cultivo.
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RESUMO

Caracterizacdo e comparacao do perfil hematolégico e do metabolismo
dos acidos graxos de tambaqui (Colossoma macropomum) de ambiente
natural e de cultivo.

A bacia Amazénica apresenta uma infinidade de cursos d’agua, tais como rios,
igarapés, paranas, lagos e extensas areas de igap0 e varzea, que hospedam
em sua complexidade os mais diferentes tipos de animais. A varzea apresenta
a maior riqueza e diversidade ictica da regido. Entre as espécies hospedadas
esta o tambaqui, que por possuir carne bastante apreciada pela populacéo
local, sofreu sobre-explotagdo em ambiente natural e, atualmente, é a principal
espécie cultivada na regido. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e
comparar o perfil hematolégico e o metabolismo de &cidos graxos do tambaqui
(Colossoma macropomum) de ambiente natural e de cultivo. Para tanto,
exemplares de tambaqui foram coletados na natureza (Lago do Cataldo/ AM) e
trés pisciculturas (Lago do Tupé, Estrada de Manacapuru e Careiro da Varzea/
AM) com estruturas de criacao distintas, no mesmo periodo e condi¢des de
coleta. Durante a coleta, os parametros limnolégicos foram medidos e 12
animais foram colhidos, pesados e medidos. Amostras de sangue de cada
animal foi retirada para andlise de hemograma e, amostras de figado e
musculo que foram utilizados para analise da expressdo da estearoil-CoA. A
significancia das diferencas entre as médias foi avaliada. As variaveis
limnoldgicas retrataram as variacfes tipicas das diferentes estruturas. Dos
parametros hematoldgicos, a concentracdo de hemoglobina ([Hb]), o
hematécrito (Ht) e o nimero de eritrécitos (RBC) foram maiores (p<0,05) nos
animais coletados no canal de igarapé, enquanto que a hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) apresentaram diminuicdo (p<0,05). A taxa de transcricdo do SCD no
figado foi maior (p<0,05) nos animais coletados no tanque-rede e canal de
igarapé. No musculo, houve um aumento da expressao de SCD somente nos
animais coletados no tanque-rede (p<0,05). Os exemplares de tambaqui
apresentam perfil hematoldgico compativel com os ambientes nos quais estao
sendo criados. A expressdo do gene SCD no figado do tambaqui foi maior
(p<0,05) em exemplares de canal de igarapé, o que se relaciona com as
temperaturas mais amenas deste local.
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ABSTRACT

Characterization and comparison of the hematological profiles and fatty
acids metabolism of “tambaqui” (Colossoma macropomum) in natural and
controlled environments.

The Amazon Basin is known for its infinity of rivers, streams, lakes and
extensive flooded areas, “igapos” and “varzeas”, that host within its complexity
of habitats a great number of animals. The flooded areas (varzea) has the
highest richness and diversity of fishes within this region. Among the species,
the “tambaqui”, one of the most cultivated in the region, is much appreciated by
the local habitants for its flavor and has suffered over-exploitation in its natural
habitat. The main purpose of this study was to characterize and compare the
hematological profiles and the fatty acids metabolism in “tambaqui” species
(Colossoma macropomum), in natural and controlled environments. In order to
achieve this purpose, specimens of “tambaqui” were taken from nature (Cataléo
Lake/AM) and from fish farms using different raising methods (Tupé Lake,
Manacapuru’s road and Careiro da Varzea/AM) in the same period and
sampling method. During sampling, limnological variables were measured and
12 animals were captured, weighted and measured. Blood samples were taken
from each animal for posterior analysis (hemogram), as well as liver samples
(for stearoyl-CoA expression analysis). Riverine fish presented higher
hemoglobin concentration ([Hb]), hematocrit (Ht) and erythrocyte counts (RBC)
and lower values for mean corpuscular hemoglobin (MCH) and mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) (p<0,05). The transcription rate
of SCD in the liver was higher in the animals taken from the farm cages and the
streams. There was an increase of SCD expression only in the muscles of farm
cages animals (p<0,05). The specimens of “tambaqui” had a hematological
profile compatible with their breeding environment. The expression of SCD
gene in the liver was highest in the streams specimens, that is related with the
decreased water temperature of these locations.
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1. INTRODUCAO

A Bacia Amazébnica é a mais ampla area de floresta tropical do mundo.
Nela é encontrada uma rica biodiversidade distribuida nos mais diferentes
ecossistemas (SIOLI, 1984). O ecossistema aquatico, por exemplo, € formado
por uma infinidade de rios, igarapés, paranas, lagos e extensas areas de igapo
e varzea, que hospedam em sua complexidade os mais diferentes tipos de
animais (LOWE- MACCONNEL, 1999). A varzea é uma grande area formada
pelo transbordamento do canal dos rios de dguas brancas, que apresentam
variacdes temporais e espaciais, ocasionadas pela troca de agua (ALMEIDA e
MELO, 2006). E considerada como um ambiente ao mesmo tempo relevante e
vulneravel; relevante por apresentar a maior rigueza e diversidade ictica da
Amazoénia (HENDERSON e CRAMPTON, 1997) e vulneravel por estar na
interface entre a terra firme a o ambiente fluvial sofrendo as intercorréncias dos
dois ecossistemas.

Entre as espécies abrigadas pela varzea estdo aquelas consideradas de
alto valor comercial, como o tambaqui (Colossoma macropomum) (CLARO-JR
et al.,, 2004). O tambaqui € considerado o maior Characiforme da Bacia
Amazonica, podendo alcancar um metro de comprimento e até 30kg de peso
(ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). Esta amplamente distribuido na América
do Sul, em ambientes ricos em nutrientes e com temperaturas médias entre 25°
e 34°C (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). Possui carne bastante apreciada,
o que lhe rendeu uma sobre-explotacdo em ambiente natural (FREITAS, 2003).

Atualmente, devido a demanda, o tambaqui esta sendo cultivado em
todos os estados da federacdo (GOMES et al. 2010), sendo a principal espécie

criada na regido Amazébnica (VAL et al., 2000). Inicialmente, o tambaqui foi
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amplamente produzido em viveiros e barragens (IZEL, 2004). Entretanto, com o
avanco da tecnologia e com o objetivo de otimizar a criagdo, novas estruturas
foram inseridas na producdo. OLIVEIRA et al. (2012) descreveram que no
Amazonas, no momento, esta espécie estad sendo cultivada em quatro
diferentes tipos de estrutura: barragem, tanque escavado (viveiros), tanque-
rede e canal de igarapé.

De forma geral, os estudos realizados com o tambaqui nas diferentes
estruturas de criagdo mostraram um bom retorno na producdo (ARBELAEZ-
ROJAS, 2002; IZEL e MELO, 2004; GOMES et al., 2004). Entretanto, estes
trabalhos ndo relacionam os resultados obtidos as variaveis ambientais.
HAKANSON et al. (2000) observaram que o0s ambientes aquaticos sao
dindmicos e que podem sofrer grandes variacdes nas suas caracteristicas
fisicas e quimicas ao longo do tempo. Dentro desse contexto, AYROZA et al.
(2008) assumiram que o controle da qualidade da agua € de extrema
relevancia na implantacdo e manutencao do cultivo de peixes e CECCARELLI
et al. (2000) preveniram que o conhecimento das propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas dos ambientes de criacdo, sao fatores limitantes para a
producdo e fornecem subsidios para o conhecimento das interagdes entre
peixes e ambiente de criacao.

Comumente, € encontrado nos trabalhos com criacdo de peixes uma
caracterizacdo das variaveis ambientais, em especial oxigénio dissolvido, pH e
temperatura, embora na maioria dos trabalhos ndo haja uma relacdo causal
entre os efeitos desses fatores na producdo. BALDISSEROTTO (2009) relatou
que qualquer fator ambiental que afete o consumo de energia e/ou

metabolismo pode influenciar na producdo, devido ao efeito sobre o
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crescimento. Adicionalmente, VAL et al. (2006) reportou que as mudancas
ambientais ocasionam um conjunto de ajustes organicos que, dependendo da
intensidade, podem provocar uma condi¢do de estresse.

O estresse é um estado organico que induz mudancas fisiologicas e
bioquimicas podendo ser causado por condicdo organica ou ambiental (Val et
al., 2004). Em ambas as situacdes, ao se deparar com 0 agente estressor, o
organismo libera hormonios de estresse, basicamente catecolaminas e cortisol
(VAL et al., 2004). As catecolaminas estimulam uma série de ajustes
fisioldgicos e bioquimicos, entre os quais a contracdo do baco para a liberacao
de eritrocitos (VAL, 1996).

Para individuos de tambaqui capturados no rio Solimdes (AM), VAL
(1986) observou um aumento no numero de eritrocitos com a elevacdo da
temperatura da agua, embora os valores de hematdcrito e outros indices
hematimétricos ndo tenham apresentado alteracdo. A explicacdo para este
acontecimento é dada por RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUSA (2004) ao
sugerirem que em aguas mais quentes € comum baixas concentracdes de
oxigénio dissolvido, dessa maneira 0 aumento dos valores hematicos podem
representar a necessidade de aumento de captacéo desse gas.

Além das alteracdes sanguineas, a temperatura pode alterar o estado
fisico dos lipideos e, assim, modificar a conformacdo da membrana
fosfolipidica (MOYES e SCHULTE, 2010). As células regulam a fluidez da
membrana controlando a natureza dos lipideos para obter o grau apropriado de
movimento. Assim, varias espécies de animais procuram compensar o efeito do

ambiente, modificando o perfil lipidico (MOYES e SCHULTE, 2010). Para

muitos teledsteos, TOCHER (2003) relata a utilizacdo do aumento na
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proporcdo de acidos graxos insaturados na membrana, como uma estratégia
adaptativa importante em relagéo a temperatura.

Segundo MOYES e SCHULTE (2010), h& dois efeitos consideraveis da
temperatura sobre a membrana: baixas temperaturas podem promover uma
solidificagdo da membrana, prejudicando o movimento das proteinas; enquanto
altas temperaturas podem liquefazer a membrana, comprometendo sua
integridade e reduzindo sua permeabilidade. Considerando que o ponto de
fus8o dos acidos graxos esta relacionado ao niumero de insatura¢des, quanto
maior esse numero, menor sera o ponto de fusdo. NETTLETON (1985),
ACKMAN (1989) e SAITO et al. (1999) propuseram que para garantir a
permeabilidade da membrana em baixas temperaturas € necessario uma maior
ingestdo de &cidos graxos altamente insaturados (Highly Unsaturated Fatty
Acids — HUFAs). Portanto, de acordo com estes estudos e a sugestao de
TOCHER (2003), o nivel de &cidos graxos insaturados ndo depende apenas do
tipo de dieta, mas da dessaturacdo dos acidos graxos.

De acordo com OLSEN (1998), os peixes foram perdendo sua
capacidade de alongar e dessaturar os acidos graxos poli-insaturados
(Polyunsaturated fatty acid -PUFAS) ao longo do processo evolutivo, pois estes
provinham diretamente da dieta, reduzindo as atividades enziméaticas que
realizavam este trabalho. Consequentemente, para obter os &cidos graxos da
familia Gmega de cadeia longa, 0s peixes passaram a consumir alimentos ricos
em precursores, que sao endogenamente sintetizados, PUFA e HUFA
(HENDERSON e TOCHER, 1987; SARGENT et al., 2002).

Peixes marinhos apresentam altas quantidades de &acidos graxos,

especialmente os poli-insaturados da familia 6mega 3, embora apresentem
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grandes variagcfes na atividade enzimatica e apresentem baixissima ou mesmo
nenhuma capacidade de bioconversdo das familias 6mega. Por outro lado,
ainda que as espécies de agua doce apresentem baixas quantidades dos
acidos graxos 6mega 3, possuem todas as enzimas com capacidade de
alongar e dessaturar acidos graxos precursores, para seus correspondentes
sequenciais de uma determinada familia n-3 ou n-6 (SUZUKI et al., 1986;
CHANMUGAM et al., 1986; BELL et al.,, 1986; JAHNCKE et al.,, 1988;
VANVLIET e KATAN, 1990; MARTINO e TAKAHASHI, 2001).

A estearoil-CoA dessaturase € uma enzima chave para catalisar reacfes
de insercdo de duplas ligacdes para formar acidos graxos insaturados,
formando o primeiro e mais critico passo na sintese de acidos graxos no
organismo. Em consequéncia, sua atividade pode influenciar na composic¢ao de
acidos graxos e, portanto, interferir na capacidade adaptativa ao estresse
térmico (MURRAY et al., 2002). Por outro lado, a atividade da estearoil-CoA
pode variar entre as espécie e poucos trabalhos demonstram sua acao
(RIBEIRO et al., 2007).

Considerando que na Amazbnia ha uma enorme variedade de habitats e,
portanto, variagdes ambientais, e que 0s peixes apresentam ferramentas para
sintese de &cidos graxos da familia d&mega, estudos mais detalhados sobre a
biossintese dos acidos graxos em diferentes ambientes sdo importantes para
avaliar a potencialidade dos peixes nativos como rica fonte de acidos graxos

essenciais da familia omega.
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1.1. Objetivo

Caracterizar e comparar o perfil hematoldgico e o metabolismo de acidos
graxos do tambaqui (Colossoma macropomum) de ambiente natural e de

cultivo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao das amostras

Exemplares de tambaqui (Colossoma macropomum) foram coletados na
natureza: Lago Cataldo (S03°.10.162°'/ W059°.54.525’) e em trés pisciculturas
da regido: Lago do Tupé (S03°.02.257'/ WO060°.15.122°), Estrada de
Manacapuru (S03°.09.787°/ W060°.16.168’) e Careiro da Varzea (S030.11.860’/
W0590.50.914’). A escolha das fazendas baseou-se no tipo de estrutura
utilizada para criacdo: tanque-rede, canal de igarapé e tanque escavado,
respectivamente, e na disponibilidade de animais com a mesma idade. Todas
as coletas ocorreram em julho de 2013, entre 09:00h e 10:00h. Em cada ponto
foram realizadas as medidas das variaveis limnoldgicas: temperatura,
concentracdo de oxigénio dissolvido, condutividade e pH, com o auxilio de um
aparelho multianalisador (YSI 85) e um pHmetro portatil (YSI 100). Em todos os
ambientes foram capturados 12 animais (n=12). Na natureza foram utilizadas
malhadeiras, com 20mm entre nds opostos, e nas fazendas foram utilizadas
redes de arrasto, de acordo com a pratica local. Além dos animais, cerca de
100 g de racgéo utilizada nas diferentes cria¢cdes foram adquiridas para analise

proximal (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicéo proximal da racdo comercial base utilizada na alimentacéo
do tambaqui (Colossoma macropomum), nas diferentes pisciculturas.

Caracteristicas Tanque-rede Canal de Tanque escavado
(%MS) Igarapé

Matéria Seca 90,8 90,1 91,0

Cinza 12 9,6 13,7

Extrato etéreo 3,4 1,8 3,8

Proteina bruta 27,5 34,7 28,8

Fibra bruta 4,8 4,6 5,8

2.2. Caracterizacao dos pontos de coleta

O lago Cataldo, um lago de inundagao situado entre os rios Negro e
Solimbes, nas proximidades de Manaus (Estado do Amazonas - AM), é
considerado um lago de aguas mistas (brancas e pretas), submetido ao pulso
de inundacdo anual e que na época da cheia tende a coluna d’agua a
permanecer termicamente estratificada (ALMEIDA e MELO, 2009). As variaveis
limnolégicas do local sdo modificadas de acordo com a época do ano, devido a

sazonalidade e a prevaléncia do tipo de rio (ALMEIDA e MELO, 2009).

O tanque-rede utilizado neste estudo estava situado na comunidade Séao
Jodo do Tupé, lago do Tupé (AM). Trata-se de um sistema utilizado em
ambiente natural, geralmente rios e lagos, semelhante a gaiola, constituido de
flutuadores e uma malha com formato retangular. Tais caracteristicas permitem
a esta estrutura boa renovacao de agua, altas densidades de estocagem, baixo
acumulo de nutrientes, devido ao seu formato e disposicdo no ambiente
(BEVERIDGE, 1996; GOMES et al., 2004).

O canal de igarapé estava situado no km 23 da estrada que liga Manaus a
Manacapuru (AM). E uma estrutura que consiste no desvio de trechos de
pequenos igarapés em terra firme, que sao cercados a jusante e a montante,
com as laterais reforcadas por estruturas que garantam o aumento de volume

d’agua, geralmente rip rap (solo-cimento ensacado). Pelas caracteristicas do
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corpo d’agua, propicia um sistema dinamico, semelhante ao raceway (sistema
de fluxo) com amplo fluxo de &gua e, portanto, com bons niveis de oxigénio,
embora a temperatura seja menor se comparada a outras estruturas (LEMOS
et al., 2007).

O tanque escavado utilizado neste estudo estava situado no Careiro da
Véarzea (AM), onde a 4gua de abastecimento era proveniente do rio Solimdes
(agua branca). A estrutura € caracterizada por escavacfes em terrenos onde o
relevo é plano e suave, com solo argiloso para evitar infiltracdo (ARAUJO-LIMA
e GOMES, 2005). Em geral, apresenta baixa renovacédo de agua e, portanto,
tende a apresentar baixa disponibilidade de oxigénio e estratificacfes térmicas

e quimicas na coluna d’agua (HENRY-SILVA et al., 2010).

2.3. Parametros hematoldgicos

Para a realizacdo das analises sanguineas, os peixes foram anestesiados
com benzocaina (3-Ester etilico aminobenzoéico) (5mg/L) e o sangue foi
coletado da veia caudal usando seringas heparinizadas. Foram analisados o0s
seguintes parametros: glicose (‘kit” Accu-Chek Advantage 2 Roche®/
Alemanha); hematécrito (Ht), por meio da técnica de micro-hematdcrito e leitura
em cartdo padronizado; concentracdo de hemoglobina [Hb], usando o método
da cianometahemoglobina e leitura em espectrofotbmetro (KAMPEN e
ZIJLSTRA, 1964); contagem de células vermelhas do sangue em camara de
Neubauer; e constantes corpusculares (VCM - volume corpuscular médio; HCM
- hemoglobina corpuscular média; CHCM - concentracdo de hemoglobina

corpuscular média), calculadas de acordo com BROWN (1976). Apds obtencéo
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do sangue, amostras de musculo e figado foram coletadas com o auxilio de

material cirirgico autoclavado.

2.4. Expressao de Estearoil- CoA (SCD)

O RNA total do musculo e do figado de tambaqui foi extraido com o uso
de 500 pL de Reagente TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies/ EUA),
conforme instru¢gbes do fabricante com algumas modificagbes. Para ambos o0s
tecidos, foi acrescentado ao protocolo o acondicionamento das amostras em
freezer -80°C, por 5 minutos, antes da 32 etapa de centrifugacdo. Em seguida,
a concentragao e pureza de todas as amostras de RNA total foram medidas em
espectrofotometro NanoDrop® 2000 (ThermoScientifc/ EUA). A integridade do
RNA total isolado foi verificada em gel de agarose 1% por meio da visualizacao
dos RNAs ribossémicos (rRNA) 28S e 18S, sendo o gel visualizado em luz
ultravioleta (UV) no fototransiluminador Molecular Imaging L-Pix (Loccus
Biotecnologia/Brasil). Apés a avaliacdo da integridade, as amostras de RNA
foram tratadas com DNase | (Invitrogen, Life Technologies/EUA), seguindo a
descricdo do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada seguindo as
instrucdes do fabricante para o kit Revert AidTM H Minus First Strand cDNA
Synthesis (Fermentas/Lituania). A confirmacdo da sintese de DNA
complementar foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), com
tampéo TAE 1X, corado com GelRed (Biotium, Uniscience/ EUA) e visualizado
em foto transiluminador de luz UV. A quantificagdo das amostras de cDNA foi
realizada por meio de espectrotofotometria.

A amplificacdo do gene estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD-1) foi realizada
com o auxilio de um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems/ Singapura), com temperatura média de anelamento (Tm) de 55°C.
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A amplificagdo dos produtos foi confirmada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v), em tampao TAE 1X marcado com GelRed (Biotium,
Uniscience/ EUA) e, para a confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos
amplificados, foi adicionado ao gel um marcador de peso molecular conhecido.
As bandas especificas obtidas para o gene foram purificadas em sistema E-
Gel® Clone Well (Invitrogen/ EUA), conforme especificagdes do fabricante e
estocado em freezer -20 °C até analises futuras.

O sequenciamento do gene SCD-1 do tambaqui foi realizada com o kit
ABI PRISM® Big Dye TM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems/ Singapura), seguindo as instrugcbes do fabricante,
utilizando-se placa de 96 pocos. Em seguida, as sequéncias obtidas foram
analisadas por meio do software Sequence Analyzer e, entdo, validadas pelos
algoritmos BLASTn e BLASTx disponiveis no programa BLAST, disponivel no
banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). A partir da validagcédo das
sequéncias obtidas, foram desenhados os primers especificos do geneSCD-1,
usando-se o0 software Oligo Explorer v. 1.1.2 (TEEMUKUULASMAA,

Universidade de Kuopio, Finlandia).

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores forward (F) e reverse
(R) utilizados na reacao de PCR.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos Tamanho do
(5-3) fragmento (pb)?!
SCD (F)ATGACCACCTTGTCTGCCTT 150
(R) CTTCTCTCACATTGGCTGG
28S (F)AAAGGGTGTCGGGTTCAGAT 150

(R) CGGGTTCGTTTGCGTTAC
1 nimero de pares de bases do fragmento. Substituicdo de bases no momento da sintese: H=A/T/C;
Y=CI/T; R=G/A.

As reacdes de qPCR (Reacédo de Polimerizacdo em Cadeia em Tempo

Real) foram realizadas em triplicata no termociclador ABI Prism 7300 Sequence
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Detection System (Applied Biosystems/ EUA). O gene ribossomal 28S foi
utiizado como controle enddgeno das analises, servindo como gene de
referéncia para a normalizacdo das reacfes. Os niveis de expressdo do gene
SCD-1 em tambaqui foram calculados pelo método de quantificacao relativa 2-

AACt (PFAFFL, 2001).

2.5. Andlise estatistica

Os dados estao expressos como média + erro padrao da média (n=12). A
significancia estatistica das diferencas entre as médias de cada local de coleta
foi estimada por meio da analise de variancia (ANOVA) de um fator, assumindo
um nivel de significancia de 5%. O teste de Tukey foi usado para contraste
entre as médias. Para as variaveis Ht, [Hb], VCM e HCM foram aplicadas
ANOVA em ranks, devido a violacdo das premissas para aplicacdo da ANOVA
de um fator, e o teste de Student-Newman-Keuls foi utilizado para contraste

entre as médias (ZAR, 1984).

3. RESULTADOS
3.1. Variaveis limnolégicas

As variaveis limnolégicas apresentaram variacdes, com diferenca
significativa entre os pontos de coleta (figura 1). A menor temperatura foi
encontrada no canal de Igarapé, enquanto a maior no tanque escavado, com
diferenca significativa entre os dois pontos (figura 1A). A concentracdo de
oxigénio dissolvido foi maior (p<0,05) no canal de Igarapé, em relagdo aos
outros trés pontos de coleta: natureza, tanque-rede e tanque escavado (figura

1B). O pH também foi mais elevado no canal de Igarapé, com diferenca
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estatistica em relacdo ao tanque escavado e a natureza (figura 1C). A
condutividade elétrica foi maior (p<0,05) na natureza e tanque escavado e

menor (p<0,05) no tanque-rede e canal de igarapé (figura 1D).
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3.2. Parametros Hematoldgicos

Os resultados obtidos apontaram diferenca estatistica significativa (p<0,05)
para a maioria dos parametros hematoldgicos analisados (Figura 2). Os exemplares
de tambaqui coletados na natureza e tanque-rede apresentaram a menor [HD]
(p<0,05), enquanto os individuos coletados no canal de igarapé e tanque escavado
apresentaram a maior [Hb] (p<0,05) (figura 2A). Em contrapartida, o hematdcrito
(figura 2C) e o numero de eritrécitos (figura 2E) apresentaram diferenca significativa
apenas entre 0os animais coletados na natureza e canal de igarapé, sendo maiores
naqueles animais coletados em canal de igarapé. Das constantes corpusculares
analisadas, o volume corpuscular médio ndo apresentou diferenca significativa para
0 tambaqui, entre os pontos amostrados (figura 2B). A HCM apresentou diminui¢cao
(p<0,05) para os animais coletados no tanque-rede, comparada aos animais do
canal de Igarapé e tanque escavado; e a CHCM apresentou menor percentual para

0S animais coletados na natureza e tanque-rede (figuras 2D e 2F, respectivamente).
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3.3. Expressao de Estearoil-CoA (SCD)

A taxa de transcricdo do SCD no figado foi maior (p<0,05) nos animais
coletados no tanque-rede e canal de igarapé, em comparacdo aos outros
pontos de coleta (figura 3A). Por outro lado, ocorreu um aumento dos
transcritos do SCD somente no musculo dos animais coletados no tanque-

rede(p<0,05) (figura 3B).
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Figura 3. Expressao relativa da SCD (Estearoil-CoA) de figado (A) e musculo (B) do juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum), de ambiente natural e de cultivo. Os valores estdo

apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas significativas (p<0,05) entre os pontos de coleta.
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4. DISCUSSAO
4.1. Variaveis limnolégicas

Neste trabalho, todas as variaveis limnoldgicas avaliadas estdo de acordo
com aquelas recomendadas para a criagao de tambaqui (IZEL, 2004; GOMES
et al., 2010), retratando as variacOes tipicas das diferentes estruturas,
conforme a descri¢do da literatura (ARBELAEZ-ROJAS, 2002; CHAGAS et al.,
2007; GOMES e SILVA, 2009). As diferengcas aqui foram observadas para o
canal de igarapé, que apresentou menores temperaturas, maiores
concentracbes de oxigénio dissolvido, maiores valores de pH e menores
valores de condutividade.

Os dados de temperatura, de oxigénio dissolvido e de condutividade
encontrados no canal de igarapé corroboraram os dados encontrados por
ARBELAEZ-ROJAS et al. (2002) ao estudar tambaqui (C. macropomum) e
matrincha (Brycon amazonicus), criados ho mesmo sistema, e os dados de
PASCOALQOTO (2001) e MELO et al. (2005), ao avaliar igarapés do Amazonas.
Segundo esses autores, o0 igarapé é um ambiente Iético que, devido a
correnteza, promove uma alta renovagdo de A&gua, contribuindo com a
manutencao de menores temperaturas e concentracdes de oxigénio mais altas,
0 que explica as caracteristicas ambientais encontradas nesse sistema. Por
outro lado, os valores elevados de pH estao acima dos indicados para igarapés
por estes autores que, geralmente, apresentam pH acido. FERREIRA et al.
(2012), ao estudar igarapés proximo de Manaus, observaram que em areas
protegidas os valores de pH séo geralmente menores que 5,0, mas que tendem
a aumentar de acordo com a proximidade da area urbana. Essa observacéo

pode explicar os dados de pH encontrados nesse trabalho, uma vez que
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préximo ao local de coleta ha um balneario que, por estar interconectado,
influencia essa variavel.

Para o tanque escavado a variavel mais discrepante, comparado aos
outros pontos de coletas, foi a temperatura. Entretanto, mantém-se dentro das
faixas aceitaveis para a criacdo de peixes de aguas quentes (CYRINO e
KUBTZA, 1996). Além disso, corroboram os dados encontrados por MARTINS-
JUNIOR (2009) em tanques escavados desenvolvidos sem boas praticas de
manejo, e os dados obtidos por GOMES e SILVA (2009) em tanques
escavados com ou sem tratamento de calagem e fertilizagdo. A principal
sugestdo para esse aumento € a baixa ou nenhuma renovacdo de agua, que
concentra o calor especifico e aumenta a temperatura. Nesse contexto,
FERREIRA (2005) ao estudar viveiros utilizados no cultivo de tambaqui com e
sem renovacgdo de agua, destacou a importancia da entrada e saida de agua
para melhores resultados da sua qualidade e melhor producéo de peixes.

O tanque-rede é um sistema que aproveita recursos hidricos existentes
(AYROZA et al., 2008), com as condicfes limnologicas refletidas diretamente
em funcdo das caracteristicas ambientais onde esté inserido (BEVERIDGE,
1996). Neste estudo, o0 tanque-rede apresentou-se distinto das outras
estruturas apenas para a condutividade elétrica, que foi menor comparada aos
valores obtidos na natureza e no tanque escavado. Entretanto, corroboram os
resultados obtidos por BUENO et al. (2008) e DIEMER et al. (2010), que
avaliaram o cultivo de peixes em tanques-redes alocados no lago do Itaipu
(PR). Ambos os autores sugerem que os valores baixos de condutividade
elétrica podem ser indicativos de acentuada producdo primaria e baixa

decomposicdo ou, ainda, baixa disponibilidade de sais no meio. Estas
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sugestbes também podem explicar os dados obtidos neste trabalho, uma vez
que os tanques-redes estavam alocados num lago com influéncia de &agua

preta e na época da cheia.

4.2. Parametros Hematologicos

A hematologia, associada a outros parametros fisiolégicos e bioquimicos,
tem sido apontada como uma excelente ferramenta para determinar o estado
geral de saude dos peixes em piscicultura (ZOHU et al., 2009). Além de ser um
indicativo do estado de saude do animal (CHAGAS e VAL, 2003), pode refletir
sobre os efeitos das varidveis ambientais (FARGHALY et al.,1973) e indicar
exposicdo a situacdes estressantes (MACIEL et al.,, 2013). Segundo
BLAXHALL (1972), variaveis ambientais como salinidade, pH, oxigénio
dissolvido e temperatura da agua, podem levar 0s peixes a ajustes em
parametros sanguineos na tentativa de manter a homeostase organica. Em
algumas situacdes, os ajustes hematoldgicos ndo sdo suficientes para reduzir
os efeitos das variacbes ambientais para niveis fisiologicamente aceitaveis,
causando estresse, 0 que requer ajustes em outros niveis da organizacao
biolégica, como ajustes bioquimicos e fisiologicos (WENDELAAR BONGA,
1997; IWAMA, 1999; VAL et al., 2006).

O efeito da salinidade sobre a hematologia do tambaqui foi observado por
FIUZA et al. (2013) que encontraram maiores valores de hematdcrito (Ht) e
concentracdo de hemoglobina ([Hb]) quando os animais foram expostos a 10 e
15g/L de salinidade, comparado aqueles expostos a 0 e 5¢g/L. ARIDE et al.
(2007), ao estudar a exposicdo do tambaqui a diferentes pHs (4, 6 e 8),

observaram alteracdes significativas no percentual do hematdcrito quando o
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animal foi exposto ao pH 8. Resultado similar foi observado por FERREIRA et
al. (2010) ao avaliar o efeito da hipoxia em 24 e 48h, sobre o hematdcrito de
matrinxd (B. amazonicus). Para a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), o
aumento agudo da temperatura de 26° para 33°C resultou em aumento do
namero de eritrocitos (RBC) e volume corpuscular médio (VCM) (GARCIA et
al., 2012). Estes estudos além de evidenciar o efeito estressor da mudanca
brusca das varidveis ambientais, acima daqueles tolerados pelas espécies,
demonstram a capacidade dos peixes em ajustar 0os parametros respiratérios e
eritrocitarios, para lidar melhor com essa situacdo fisiologicamente
desfavoravel (VAL 1995, 1996; VAL et al. 1998).

Neste estudo, a maior diferenga na hematologia do tambaqui foi
observada para os animais coletados no canal de igarapé. Os animais deste
sistema apresentaram [Hb], Ht, RBC, HCM e CHCM aumentados em relacéo
aos das demais estruturas, diferencas essas que devem estar relacionadas as
diferencas nos fatores abiéticos. De forma geral, a diminuicdo da temperatura
ocasiona uma hemodiluicdo nos peixes (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).
Para Carassius auratus, espécie que habita ambientes com temperatura
variando entre 23° a 38°C, quando submetido a temperaturas inferiores a 23°C,
apresenta diminuicdo do RBC, Ht e VCM (HOUSTON e MURAD, 1995), o que
nao foi observado para o tambaqui nesse estudo.

Entretanto, além de apresentar a menor temperatura, a maior
concentragédo de oxigénio dissolvido, maior valor de pH e baixa condutividade
comparada as outras estruturas, este ambiente se apresenta com correnteza
tipica de igarapés (PASCOALOTO, 2001). A necessidade de evidenciar esta

Ultima caracteristica justifica-se pelos valores encontrados para as variaveis
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limnoldgicas, que embora elevadas, estdo dentro da faixa recomendada para a
peixes tropicais (CYRINO e KUBTZA, 1996) e confortavel para o tambaqui que
habita ambientes com temperaturas entre 25° e 34°C (ARAUJO-LIMA e
GOULDING, 1998; GOMES et al., 2010). Além disso, ha relatos na literatura
que a natacdo forcada contribui para o aumento dos parametros sanguineos,
entre os quais Ht, glicose e RBC para o tambaqui (FERREIRA, 2006). Estes
aumentos podem ser explicados pelo relato de MONTERO et al. (1999), que
associaram o acréscimo desse parametros a necessidade de aumento da
capacidade sanguinea em transportar o oxigénio durante periodos de demanda
energética elevada. Considerando o exposto, os resultados deste estudo
relacionados as variagbes hematoldgicas do tambaqui no canal de igarapé
parecem estar mais relacionados a correnteza que aos outros fatores
ambientais encontrados nesse sistema.

Em contrapartida, o aumento dos valores de [Hb], HCM e CHCM para os
peixes coletados no tanque escavado nada tem a ver com a correnteza, uma
vez que se trata de um ambiente Iéntico, mas com a maior temperatura
registrada no local. Segundo VAL (2000) a elevacdo da temperatura tende a
aumentar as atividades biol6gicas e metabdlicas dos peixes tropicais.
TAVARES-DIAS e MORAES (2004) relataram que, de forma geral, a elevacéo
da temperatura provoca um aumento na RBC, no Ht e na [Hb]. Este padrao foi
encontrado para tilapias do Nilo (Oreochomis niloticus) (GARCIA et al., 2012;
QUIANG et al.,, 2013) e para tambaqui (OLIVEIRA et al., 2001; SOUZA-
NETTO, 2012), mas nao foi encontrado para o tambaqui neste trabalho. Uma
hipotese é que a temperatura encontrada, embora alta, ainda esteja dentro da

faixa ideal para o tambaqui e, por isso, ndo afetou os parametros sanguineos
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pois a alta taxa metabdlica foi suprida apenas com a elevacao da [Hb], que se
refletiu no HCM e CHCM.

Os peixes coletados no tanque-rede e na natureza apresentaram indices
hematicos similares e estdo proximos aos resultados obtidos por RANZANI-
PAIVA et al. (1998/1999) e inferiores aos resultados apresentados por
TAVARES-DIAS e SANDRIM (1998), que também avaliaram a hematologia de
juvenis tambaqui de piscicultura e consideraram os valores normais para esta
espécie. Uma possivel explicacdo para estas diferencas hematicas pode ser
creditada ao tamanho dos animais utilizados que, embora estivessem na
mesma fase de vida, apresentavam peso e comprimento diferenciados.
TAVARES-DIAS e SANDRIM (1998) avaliaram animais com peso médio de
584,6 g e 27 cm de comprimento, RANZANI-PAIVA et al. (1998/1999)
avaliaram juvenis variando entre 33 e 160 g e 13 e 21 cm, enquanto neste
estudo os animais apresentaram 365,7 g de peso e 24 cm de comprimento.
Neste contexto, sugerimos que o0s Vvalores de parametros hematicos
encontrados para o tambaqui na natureza e tanque-rede estdo dentro dos
valores encontrados na literatura, que podem ser considerados normais para

esta espécie.

4.3. Expressao de Estearoil-CoA (SCD)

A estearoil-CoA (SCD) é uma enzima que desempenha um importante
papel na biossintese dos acidos graxos e na regulacdo da fluidez da membrana
(NTAMBI e MIYAZAKI, 2004), pois catalisa a oxidacdo de acil-CoA entre os
carbonos 9 e 10, com preferéncia pelos substratos palmitoil-CoA e estearoil-

CoA, que séo convertidos em palmitoleil-CoA e oleil-CoA, respectivamente
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(ENOCH et al., 1976). Estes acidos graxos monoinsaturados sao utilizados
como substratos para a sintese de triglicerideos, ésteres de ceras, ésteres de
colesterol e fosfolipideos de membrana (STRITTMATTER e ENOCH, 1978).

Segundo NTAMBI e MIYAZAKI (2004) a razdo entre os &cidos graxos
saturados e monoinsaturados afeta a composi¢cdo da membrana fosfolipidica e
a alteracdo dessa razdo pode levar a véarias doencas. Por esta razdo, estes
autores ressaltaram que os estudos sobre a expresséo de SCD séo de extrema
importancia para entender a fisiologia dos animais.

NTAMBI et al. (1998) relataram que a SCD é altamente expressa no
figado e no tecido adiposo, embora esteja presente em todo o organismo, e
tem uma clara tendéncia ascendente em animais alimentados com dietas com
altos teores de carboidratos. Em roedores, a atividade de SCD depende da
transcricdo dos dois genes relacionados (SCD1 e SCD2). Sob condicoes
normais, os mMRNAs SCD1 sao expressos em tecido adiposo e pode ser
induzida por dietas com altos teores de carboidratos no figado, em resposta ao
acido graxo livre, enquanto mMRNAs SCD2 sdo expressos no cérebro (NTAMBI
et ai, 1988; KAESTNER et al, 1989). Para os peixes, atualmente, o gene
claramente expresso é o tipo SCD1, embora duas isoformas tenham sido
encontradas (EVANS et al., 2008), que sdo expressas preferencialmente no
figado (CHANG et al., 2001).

Embora os diversos estudos mostrem que a estrutura molecular da
estearoil-CoA-dessaturase seja bem conservada entre os vertebrados, o
padrdao de expressao parece diferir entre eles e existem variacdes especificas
(MIYAZAKI et al., 2001). De forma geral, essas variacdbes podem ser

explicadas pela regulacdo da enzima por diferentes fatores, tais como dieta,
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hormoénios, temperatura, metais, vitamina A e 0S processos de
desenvolvimento (NTAMBI, 1995; 1996). Em peixes, o impacto da dieta e da
temperatura sobre a atividade e expressédo da SCD também tem sido relatado
(HSIEH et al., 2007).

Em truta arco-iris, TOCHER et al. (1996) observaram que a atividade da
estearoil-CoA hepética pode ser modulada por manipulacdo dietética,
especificamente durante jejum, alimentacéo e realimentacdo com dois tipos de
racdo, 10% de 6leo de peixe padrdo ou acido palmitico. Entretanto, LEAVER et
al. (2006), ao alimentar salméo do Atlantico (Salmo salar) com dietas contendo
niveis crescentes (0, 2 e 4%) de &cido linoleico conjugado, observaram
modificacdes individuais da expressdo das dessaturases e sem alteracOes
significativa entre os grupos. HSIEH et al. (2007), ao avaliarem os transcritos
de SCD em tilapias alimentadas com dietas suplementadas com quatro
diferentes Oleos (coco, palmitoléico, peixe e misturado), por oito semanas,
observaram aumento significativo para os animais de todos os grupos dietarios;
entretanto, ressaltaram que o 6leo de coco causou maior expressdao dos
transcritos de SCD, quando submetido a 15°C, ao final seis dias.

Segundo SCHUNKE e WODTLE (1983), adaptacfes térmicas tendem a
causar modificacbes na atividade e expressdo da SCD. Estes autores
chegaram a esta conclusao ao expor exemplares de carpa comum aclimatados
a 30°C a diminuicdo gradativa de 1°C por hora até 10°C. Ao avaliar “milkfish” e
“grass carp” aclimatados a 25°C e submetidos a diminuicdo gradual a 15°C, por
21 dias, HSIEH e KUO (2005) observaram uma inducéo na expressao de SCD,
sendo que o tempo de mudanca nos transcritos foram diferentes. Para

“milkfish”, esses autores relataram que os transcritos de SCD foram maiores
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em dois dias, reduziram em cinco dias e ndo foram detectados em sete dias.
Em “grass carp”, entretanto, os transcritos de SCD foram observados até 21
dias.

Nesse contexto, POLLEY et al. (2003) sugerem que a temperatura e a
dieta tém significativos efeitos na SCD1, pois uma diminui¢cdo na temperatura
ambiente causa uma regulacéo positiva transiente em uma isoforma, enquanto
que a composicdo de acidos graxos da dieta modula a expressdo de uma
segunda isoforma.

Neste trabalho, o aumento da transcricdo de mRNAs SCD no figado de
tambaqui coletado no canal de igarapé, parece estar relacionado a menor
temperatura encontrada no local, isto é, em torno de 25°C. Embora esta
temperatura tenha sido descrita na literatura para o tambaqui (ARAUJO-LIMA e
GOULDING, 2005), trata-se do limite inferior encontrado, 0 que corroboraria 0s
resultados de SCHUNKE e WODTLE (1983) e HSIEH et al. (2007) ao
submeterem carpa a temperatura inferiores aquelas onde sdo comumente
encontradas.

Na natureza, os animais tendem a procurar ambientes onde as variaveis
ambientais sdo consideradas ideais para 0 seu desenvolvimento e reproducao;
guando se encontram fora do ambiente ideal tendem a alterar seu metabolismo
de forma que haja uma compensacao para manter sua homeostase organica
(MOYES e SCHULTE, 2010). Considerando que na piscicultura os animais sao
submetidos a condi¢cdes ambientais que as vezes estdo fora das condicdes
ideais, € esperado que haja essa compensacao. Neste contexto os resultados

obtidos neste trabalho, para a expressdo da SCD no figado de tambaqui
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cultivados em canal de igarapé, podem estar relacionados a uma tentativa de
manter a homeostase.

Particularmente para estes resultados, o aumento da SCD no figado pode
estar retratando uma tentativa do animal em manter a fluidez da membrana,
uma vez que baixas temperaturas causam um enrijecimento da membrana
celular (LOS e MURATA, 2004; MOYES e SCHULTE, 2010) e o aumento da
SCD pode promover a introducédo de duplas ligagcdes na cadeia de acidos
graxos, sintetizando acidos graxos insaturados que contribuem com a fluidez
da membrana em ambientes frios (LOS e MURATA, 2004).

Por outro lado, o aumento das transcricbes de SCD no figado e no
musculo observado para os tambaquis coletados no tanque-rede ndo parece
estar relacionado a temperatura que, neste caso, se encontrava em torno de
29°C. Entretanto, neste ambiente os animais receberam racdo com teores de
carboidratos mais elevados (43%), comparado as racfes das demais
pisciculturas, que pode ter contribuido para o aumento da expressédo da SCD1
em ambos os tecidos. Embora essa hipotese ndo tenha sido relatada para
peixes, até o momento, foi relatada por NTAMBI et al. (1988) para ratos.

Segundo FRACALOSSI et al. (2013), peixes ndo apresentam exigéncia
nutricional para carboidratos, mas esse nutriente é frequentemente utilizado
como fonte de energia. Quando utilizados em quantidades adequadas na dieta,
age como poupador de proteina (MOHANTA et al., 2007) uma vez que reduz o
catabolismo das proteinas para energia e gliconeogénese. De forma geral, o
carboidrato absorvido, primariamente como glicose pode ser utilizado
imediatamente como energia, estocado como glicogénio ou utilizado na sintese

de outros compostos (DENG et al., 2001). Em excesso, o carboidrato pode
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também ser convertida em acidos graxos, pelo aumento da lipogénese, ja que
glicose fornece o carbono para a sintese de acidos graxos, via acetil-CoA
(LENHINGER, 2002).

Considerando o exposto e que a SCD é uma enzima que atua na
biossintese dos acidos graxos, o aumento dos transcritos de mRNA SCD pode
ter sido induzido em reposta ao aumento dos &cidos graxos formados. Além
disso, € comum observar na literatura 0 aumento da atividade e expressdo
dessa enzima em peixes alimentados com dietas com baixos teores de &cidos
graxos altamente insaturados (HUFA), em comparacdo com aqueles que
receberam altos teores (ZHENG et al., 2004; ZHENG et al., 2005; TOCHER et
al., 2006) e a conclusdo desses autores sugere que as dietas ricas em HUFA
tendem a inibir a atividade e a expressao dessa enzima, uma vez que nao ha
necessidade de biossintese de acidos graxos.

Nesse sentido, os resultados encontrados nesse trabalho para tambaqui
corroboram os resultados encontrados para outras espécies, uma vez que
menores temperaturas e a dieta influenciam nas respostas metabdlicas de

acidos graxos.

5. CONCLUSOES
1. Os ambientes analisados apresentam caracteristicas limnologicas
distintas e contrastantes, sendo as menores temperaturas observadas
no canal de igarapé.
2. Os exemplares de tambaqui apresentam perfil hematolégico compativel

com os ambientes nos quais estdo sendo criados, sendo os maiores
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valores hematoldgicos observados para os animais criados em canal de
igarapé.

3. A expressao do gene SCD no figado do tambaqui foi significativamente
maior em exemplares de canal de igarapé€, o que estd de acordo com as

temperaturas mais amenas deste local.
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CAPITULO Il

Efeitos de cenéarios climaticos sobre a fisiologia e metabolismo dos

acidos graxos do tambaqui (Colossoma macropomum).
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RESUMO

Efeitos de cenérios climaticos sobre a fisiologia e 0 metabolismo dos
acidos graxos do tambaqui (Colossoma macropomum).

Na dltima década, o planeta vem sofrendo modificagbes ambientais causadas
por acbes antropicas, que tem contribuido enormemente com aquecimento
médio global. Tais modificacbes, embora j& sejam percebidas na atualidade,
poderao se tornar mais acentuadas, como previsto pelo IPCC para o ano 2100,
onde a temperatura podera ser superior a 3°C. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito dos cenarios climaticos, previstos pelo IPCC para o ano 2100,
sobre o desempenho, hematologia e expressao da stearoyl-CoA do tambaqui
(Colossoma macropomum). Para tanto, juvenis de tambaqui foram submetidos
a quatro salas estruturalmente iguais, que reproduziram as previsdes do IPCC,
por um periodo total de 150 dias. Durante e no final do experimento (0, 15, 30,
60, 90, 120 e 150 dias), 12 animais foram coletados, pesados e medidos e uma
amostra de sangue de cada animal foi coletada para analise do hemograma e
dos metabolitos plasmaticos. Os dados biométricos foram utilizados para
analisar taxa de crescimento especifico, ganho de peso e fator de condicdo
alométrico. A significancia das diferencas entre as médias foi avaliada por meio
de andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey. A taxa de
crescimento especifico, o ganho de peso e o fator de condicdo do tambaqui
exposto ao cenario climéatico apresentaram aumento significativo (p<0,05) em
todos os cenarios climaticos testados, embora uma tendéncia a diminuicao
tenha sido notada para os cenérios climaticos intermediario (A1B) e extremo
(A2). Sobre a hematologia, os cenarios climaticos ocasionaram um aumento no
hematdcrito e uma diminuicdo na hemoglobina corpuscular média (HCM), nos
30 primeiros dias. Cortisol, glicose e triglicerideos dos animais expostos aos
cenarios climéaticos apresentaram aumento significativo (p<0,05), enquanto o
colesterol apresentou maiores valores em 60 e 90 dias de experimento. A
expressdo da estearoil-CoA no figado do tambaqui foi maior entre 15 e 120
dias, seguido de uma diminuicdo em 150 dias. J& no musculo, a expressao da
estearoil-CoA foi menor em todos os cenarios climaticos em 15, 60 e 150 dias.
Estes resultados sugerem que os cenarios climéaticos apresentam efeitos
significativos sobre o crescimento e o metabolismo dos acidos graxos do
tambaqui.
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ABSTRACT
The effects of climate scenarios on the physiology and fatty acids

metabolism in “tambaqui” (Colossoma macropomum)

In the last decade, the planet is facing climate modification caused by man,
which has been contributing to increased mean of global temperature. Such
modification that has been connected to currently environmental challenges
could become more pronounced as was predicted by IPCC for 2100, when the
temperature could be increased by more than 3°C. The goal of this study was to
evaluate the effect of different climate scenarios, such as predicted by IPCC for
2100, on the fitness, hematology and stearoil-CoA gene expression in
“tambaqui” (Colossoma macropomum). In this study, juveniles of tambaqui were
submitted to four equally structured rooms, in which the environmental
conditions predicted by IPCC were simulated for a period of 150 days. During
this experiment and at the end (0, 15, 30, 60, 90, 120 and 150 days), 12
specimens were captured, weighted, measured and had a sample of their blood
collected for the blood and plasma analysis. Biometry was used to evaluate
specific growth rate, weight gain and allometric conditions. Mean differences
were evaluated through analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test.
Specific growth rate, weight gain and allometric conditions in the animals
exposed to the climate scenarios increased (p<0.05) in all tested conditions,
although a general tendency to decrease was observed in intermediate (A1B)
and extreme (A2) climate scenarios. Regarding the hematological analysis, the
exposure to different climate conditions resulted in an increase in hematocrit
and a decrease in mean corpuscular hemoglobin (MCH) in the first 30 days.
Cortisol, glucose, and triglycerides increased significantly (p<0.05) in the
exposed animals, while cholesterol were highest at 60 and 90 days of exposure.
The stearoyl-CoA gene expression in the liver of “tambaqui” was highest
between 15 and 120 days, followed by a decrease in 150 days of exposure. The
stearoyl-CoA gene expression in the muscle tissue was lowest in all climate
scenarios in 15, 60 and 150 days. These results suggest that the climate
scenarios analyzed in this study caused significant effects in the growth and
fatty acid metabolism of “tambaqui”.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as influéncias antropogénicas sobre o equilibrio natural
do planeta atingiram magnitude sem precedentes (NOBRE et al., 2007). O
aumento dos gases de efeito estufa, com contribuicbes proporcionadas pelo
desmatamento, pelas queimadas e pelo uso de combustiveis fdsseis
contribuem diretamente com a mudanca do cenario climatico, em especial por
meio do aquecimento global (NOBRE et al., 2007; SANTOS e BUCHMAN,
2010). Estudos paleocliméaticos, por exemplo, apontaram picos de diéxido de
carbono (CO2) acompanhados por picos de temperatura nas eras interglaciais,
enguanto que nas eras glaciais foi observado um decréscimo da concentracdo
de CO2 acompanhado de uma reducdo da temperatura na atmosfera, o que
levou pesquisadores a propor que temperatura e CO:2 estdo intimamente

relacionados (PETIT et al., 1999; FAIRCHILD, 2000).

A relagéo entre as emissbes de CO2 e o aumento da temperatura foi
inicialmente registrada na década de 50, quando o nivel de CO2 atmosférico
ultrapassou os valores maximos registrados nos ultimos 400 mil anos, sendo
acompanhado pelo aumento da temperatura (FEDOROV et al., 2006;
LACERDA e NOBRE, 2010). Entretanto, este assunto tornou-se preocupante e
ganhou importancia apenas no final do século XIX, quando foram
desenvolvidos modelos que permitiram explicar a variabilidade do clima
ocorrida ao longo do século e avaliar a contribuicdo de componentes naturais e

antropogénicos sobre estas variacdes (BARCELLOS et al., 2009).

Nesse sentido, na década de 80, a Organizacdo das NacOes Unidas
(ONU) em parceria com a Organizacdo Meteorolégica Mundial (WMO) e o

Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP) estabeleceram a criacdo do
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Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas (do inglés
Intergovernmental Panel on Climate Change- IPCC), cujo objetivo era elaborar
relatorios que descrevessem 0s cenarios ambientais futuros do planeta,
considerando a variacdo natural e agées antropicas (ORSINI, 2007).

Desde entdo foram publicados quatro relatérios anuais (ARs). O primeiro
deles (AR1), publicado em 1990, sugeriu que se criasse uma instancia de
negociagao politica sobre mudancas climaticas, o que culminou na criacdo da
Convencao Quadro das Nagbes Unidas para Mudancas do Clima (ou UNFCC,
sigla em inglés).O segundo, publicado em 1995, propdés um sistema de
mitigagéo da emissdo de COz, principal fonte causadora do efeito estufa e teve
como resultado imediato a instituicdo do Protocolo de Kyoto, em 1997.A partir
do terceiro relatorio, fortes evidéncias da acdo do homem sobre mudancas
climaticas foram apontadas, com a projecdo de cendrios alarmantes de
aumento de temperatura na Terra e suas consequéncias nos mais diversos
biomas, que foi confirmado com maior rigor cientifico no AR4, publicado em
2007.

As simulacdes climéticas compiladas pelo IPCC, em 2007, descreveram
trés cenarios de mudancas, relacionados aos desenvolvimentos
socioeconémico e tecnolégico do mundo: a) cenario Bl,representando um
cenario brando, onde o mundo apresentaria um moderado crescimento
populacional, aliado ao consumo de fonte energética fossil e tecnologia
renovavel; b) o cenario A1B,representando um cenario moderado, no qual o
mundo apresentaria um rapido crescimento econémico e populacional com a
adocao de novas tecnologias e reducdo no consumo de combustiveis fosseis;

e C) o0 cenario A2, representando um cenario drastico, com elevado

63



crescimento populacional e desenvolvimento tecnolégico lento, devido ao uso
intensivo de combustiveis fésseis (JUSTINO e AMORIM, 2007).

A partir destas previsdes, o IPCC indicou que as mudancas de
temperatura e emissdes de gases de efeito estufa, notadamente o COg,
variariam de acordo com cada cenério climatico futuro, a saber: o cenéario B1
implicaria no aumento de 1,8°C na temperatura e aumento de 600ppm nos
niveis de CO2; o cenario A1B, um aumento de 2,8°C na temperatura e
850ppmnosniveis de COz2, e o cenario A2 corresponderia ao aumento de 3,4°C
na temperatura e 1.250 ppm nos niveis de CO2. Além das evidéncias que as
mudancas climéaticas poderiam afetar significativamente o planeta, o Quarto
Relatério Cientifico do IPCC AR4 recomendou especial atencdo aos extremos
climéticos, com maior rigor nos paises menos desenvolvidos na regido tropical.

Nos ultimos anos, trés modelos regionais integrados para a América do
Sul apontaram que o maior aquecimento ocorrerd na Amazénia, entre 4 a 8°C
para o cenario A2 e de 3 a 5°C para o cenario B2, para o periodo entre 2071 a
2100 comparado ao periodo que compreende 1961 a 1990(AMBRIZZI et al.,
2007). Além disso, o cenario B2 apresentard diminuicdo da precipitacdo no
norte e em parte do leste da Amazonia, enquanto que o cenario A2 apresentara
diminuicdo da precipitacdo no norte, leste e regidao central da Amazonia
(AMBRIZZI et al., 2007; SALAZAR et al., 2007).

Nesse sentido, NOBRE et al. (2008) alertaram que as mudancgas no
clima promovidas pelo aquecimento global e pela reducdo de precipitacdo
podem comprometer os ecossistemas florestais amazoOnicos, resultando no
desaparecimento ou possivel “savanizagao” de partes da Amazénia (LI et al.,

2006; CANDIDO et al., 2007; SALAZAR et al., 2007). Adicionalmente, NOBRE
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et al. (2007) reportaram que o aumento da concentracdo de CO:2 atmosférico
também poderia comprometer o ciclo hidrolégico na Amazoénia, que inclusive ja
pode ser percebido pelos eventos atuais extremos de secas, em 2005 e 2010,
e de cheia em 2009, que ocorreram na regido e podem se tornar mais
frequentes, ainda que estamos longe de estabelecer, definitivamente, uma
relacdo de causa e efeito.

Mediante o exposto, torna-se evidente que as mudancas climéticas
podem provocar diversas alteracdes no bioma (PARMESAN e YOHE, 2003).
Entretanto, a extensdo dos efeitos nas relagbes entre espécies dependera de
fatores intraespecificos, como o nivel de especializacdo, da fisiologia e
comportamento das espécies e do potencial para a composicdo de novas
comunidades, entre outros (GILMAN et al., 2010).

Em geral, os peixes da Amazonia desenvolveram durante o processo
evolutivo adaptacdes comportamentais, morfoldégicas e fisiolégicas para se
haver com as varias modificagbes do ambiente (VAL e ALMEIDA-VAL, 1995).
Dentre as adaptacfes comportamentais esta a migracdo nictemeral, que ocorre
quando o animal tende a buscar ambientes favoraveis, em resposta a
mudancas de varidveis ambientais como oxigénio e temperatura (SAINT PAUL
e SOARES, 1987). Sobre as adaptac6es morfologicas, VAL (1995) e VAL et al.
(2006) descreveram o desenvolvimento da especializacdo de 6rgdos para
enfrentar condi¢cdes desfavoraveis, particularmente em funcdo da quantidade
de oxigénio dissolvido no ambiente. Entre as estratégias fisiologicas
adaptativas, para enfrentar variacbes ambientais, estdo ajustes do
microambiente eritrocitario, em particular, a concentracdo dos moduladores

alostéricos da afinidade da hemoglobina com o oxigénio (VAL, 2000), a
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combinacdo entre supressdo metabdlica anaerobiose (ALMEIDA-VAL et al.,
2000; CHIPPARI-GOMES et al., 2005) e ajustes hematoldgicos,
ionoregulatérios e producdo de muco (ARIDE et al., 2007).

Contudo, apesar da rusticidade adquirida durante o processo evolutivo,
muitas espécies de peixes se tornam vulneraveis a variagbes ambientais, que
por vezes se imp6em como agentes estressores e requerem ajustes
metabdlicos e fisiolégicos mais profundos (VAL et al., 2006).
Fundamentalmente, ao se deparar com 0S agentes estressores 0S animais
desencadeiam uma série de ajustes, que resultam na pronta preparacédo do
organismo para minimizar o estresse (VAL et al., 2004). Segundo IWAMA et al.
(1999), as respostas a agentes estressores podem ser classificadas em
respostas primarias, secundarias e terciarias, que sao categorizadas entre
baixa e alta relevancia ecolégica.

As respostas primarias, sao iniciadas com a liberagdo dos hormdnios de
estresse, catecolaminas e cortisol, que ocasionam posteriormente um aumento
nos niveis de glicose, que podera ser utilizada como uma reserva energética
para pronta utilizacdo (ROTLLANT e TORT, 1997; BARTON et al., 2002). Em
geral, o cortisol age nos processos de troca idnica (MCDONALD e MILLIGAN,
1997), mas também atua na mobilizacdo do glicogénio no figado, aminoéacido,
glicerol ou até mesmo lactato para a producédo de glicose, permitindo uma fonte
continua de substrato para a oxidagcdo em nivel muscular durante o estresse
(VIJAYAN et al., 1997; DE BOECK et al., 2001).

As respostas secundarias ao estresse envolvem modificacdes
metabdlicas, fisioldgicas e estruturais (IWAMA et al., 1999). Sobre as

respostas metabolicas, GOLDSPINK (1995) relatou que o aumento da
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temperatura ocasiona modificacdes nas conformacdes de enzimas e proteinas,
para garantir adequada estabilidade térmica para o regime de temperatura
experimentada. Também sobre o efeito de estresse térmico, TAVARES-DIAS e
MORAES (2004) indicaram que o aumento da temperatura causa uma
hemoconcentragdo em peixes, devido ao aumento no numero de eritrocitos, no
hematdécrito e na concentracdo de hemoglobina e, sugeriram que este efeito
sobre a fisiologia, se deve a uma tentativa de compensar a demanda
metabdlica, enquanto a temperatura é tolerada.

Do ponto de vista estrutural, MOYSES e SCHULTE (2010) descreveram o
efeito do estresse térmico sobre a membrana plasmatica. Segundo estes
autores, a fluidez da membrana depende das propriedades dos lipideos que a
constituem, que sao influenciados pelo ambiente fisico. As baixas
temperaturas, por exemplo, tendem a reforgar as for¢cas de van der Waals entre
os lipideos, restringindo a movimentacdo da membrana, o que pode afetar sua
funcdo de forma adversa. Assim, no intuito de manter a fluidez, os animais
tendem a regular o perfil lipidico desencadeando varios processos enzimaticos,
em especial o aumento da atividade das alongases e das dessaturases.

A terceira e Ultima resposta a agentes estressores descrita por IWAMA et
al.(1999), diz respeito as respostas funcionais do animal, como o crescimento.
Segundo BALDISSEROTTO (2009), qualquer fator ambiental que afete o
consumo de energia e/ou metabolismo tende a influenciar o crescimento. Para
a temperatura, o autor descreve que as baixas temperaturas tendem a diminuir
0 metabolismo e, por conseguinte, 0 crescimento, enquanto 0 aumento da
temperatura pode ocasionar um aumento do metabolismo, que pode contribuir

com um maior crescimento embora o0 gasto energético seja maior. Em
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contrapartida, o autor alerta que em ambas as situacdes 0s peixes apresentam
uma tolerancia térmica que, quando ultrapassada, pode ocasionar a morte.
Além disso, o autor mencionou que, em especial para as altas temperaturas, o
maior crescimento € acompanhado por um aumento de ingestédo de alimento e
que, quando o fornecimento de alimento € ilimitado, embora haja um aumento
na taxa de crescimento especifico, este é observado até um certo limite.

O peixe é, sem duvida, um dos principais recursos naturais na Amazonia.
Além de representar uma importante fonte de emprego e renda, o peixe é a
principal fonte de alimento, proporcionando a populacdo da regido uma rica
fonte de proteina animal (SUFRAMA, 2003; FAO, 2007). Em 2001, o Jornal “O
Movimento” publicou que o consumo per capita de pescado por ano na
Amazonia estava estimado em 55 Kg e dados publicados pelo SEBRAE (2001)
apontaram que apenas no Estado do Amazonas o consumo de peixes pode
chegar a 60 Kg por pessoa, por ano. ALMEIDA e ALMEIDA (2006)
confirmaram a estreita relagdo entre 0 amazonense e 0 pescado como
alimento, apds estudos que indicaram um consumo per capita por dia entre 369
a 600g na regiao dos rios Solimdes e alto Amazonas.

Embora existam mais de 3000 espécies de peixes na bacia Amazénica,
poucas séo utilizadas como alimento (SANTOS e FERREIRA, 1999; SOARES
e JUNK, 2000; SANTOS, 2005). Dentre as espécies mais consumidas
encontra-se o tambaqui (Colossoma macropomum), considerado o maior
Characiforme da Bacia Amazonica (GOULDING, 1980) por alcancar 100cm de
comprimento e até 30kg de peso na natureza (GOULDING e CARVALHO,
1982; ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). Em ambiente natural, o tambaqui,

na fase jovem, € onivoro com tendéncia a zooplanctofago, sendo frugivoro

68



exclusivo quando adulto (SAINT-PAUL, 1983). Esta espécie atinge a
maturidade sexual entre o terceiro e o quarto ano de vida, apresenta desova
total, alta fecundidade e ovos semipelagicos (ARAUJO-LIMA e GOULDING,
1998).

Todas essas caracteristicas associadas a carne bastante apreciada pela
populacdo local tém ocasionado uma diminuicdo dos estoques naturais de
tambaqui desde o final do século 19 (VERISSIMO, 1895). Até o final da década
de 1970, o tambaqui foi responsavel por 40% da captura total desembarcada
na cidade de Manaus (PETRERE, 1978). No entanto, em meados da década
de 1980, a pesca de tambaqui sofreu um declinio, levando a suspeita de
sobrepesca (BARTHEM et al., 1997). Assim, para suprir a demanda local, o
tambaqui foi incorporado a piscicultura, sendo a primeira espécie regional
levada a criagcdo (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998).

Considerando que as mudancas nas varidveis ambientais podem
proporcionar efeitos adversos nos animais, principalmente em se tratando de
situacdes estressantes, e que os estudos tem apontado um aumento de até
3°C a temperatura do planeta, pelo aumento da emissdo de CO2(PETIT et al.,
1999), este estudo tem o intuito de contribuir com informacbes que
caracterizem o efeito das mudancas climaticas sobre a fisiologia e o
metabolismo dos &cidos graxos do tambaqui, tendo como referéncia os trés
cenarios gerais previstos pelo Painel Intergovernamental de Mudancas

Climaticas (IPCC 2007).
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1.1. Objetivo

Avaliar os efeitos dos cenarios climaticos, previstos pelo IPCC para o ano
2100, sobre a fisiologia e o metabolismo dos acidos graxos do tambaqui

(Colossoma macropomum).

1.1.1. Objetivos especificos

1.1.1.1. Avaliar o efeito dos cenarios climéticos, previstos pelo IPCC para o0 ano

2100, sobre o crescimento do tambaqui (Colossoma macropomum).

1.1.1.2. Avaliar o efeito dos cenarios climéaticos, previstos pelo IPCC para o0 ano

2100, sobre a hematologia do tambaqui (Colossoma macropomum).

1.1.1.3. Avaliar o efeito dos cenarios climéaticos, previstos pelo IPCC para o0 ano
2100, sobre a expressdo da estearoil-CoA do tambaqui (Colossoma

macropomum).

2. MATERIAL E METODOS

Juvenis de Colossoma macropomum foram adquiridos na Fazenda Taja
(Km 101- BR174- 2°1'48.62"S/60°1'25.97"0), de onde foram transportados
para o Laboratorio de Ecofisiologia e Evolugdo Molecular (LEEM /INPA). No
laboratorio, os animais foram aclimatados e alimentados ad libitum com racao
comercial (Tabela 1), uma vez ao dia. Apds 30 dias, 480 animais (15,5+1,99 e
8,31£0,3cm), escolhidos aleatoriamente, foram distribuidos em 24 grupos e
acondicionados em aquarios de 80L, com estrutura de PVC e aeracdo

constante. Cada quatro grupos foram considerados uma bateria, montada a
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cada trés dias, no mesmo horério e nas mesmas condi¢cdes. Cada bateria foi
acondicionada inicialmente no laboratério imido do LEEM e, apds cinco dias,
foi transferida para as condigbes experimentais.

As condicbes experimentais consistiram de quatro salas climéticas
(microscosmos) de 25m?total, especialmente controladas, nas quais 0s
cenarios ambientais: brando (cenério B1l: aumento de 600 ppm de CO: e
aumento de 1.5°C), intermediario (cenario A1B: aumento de 800 ppm de CO:z e
aumento de 2.5°C) e extremo (cenario A2:aumento de 1250 ppm CO: e
aumento de 4.5°C), previstos pelo Painel Intergovernamental para Mudancas
Climaticas (IPCC 2007) para o ano 2100, foram reproduzidos. Para o controle,
uma das salas reproduziu as condi¢Oes de temperatura e concentracdo de CO:
iguais as atuais (cerca de 30C e 380ppm), cujas variacbes seguiram em tempo
real as condi¢des naturais externas aos microcosmos, coletadas em tempo real
por sensores especialmente instalados na floresta.

Cada sala climatica recebeu seis aquarios com 20 peixes cada. Os peixes
foram alimentados com racdo comercial base (Tabela 1), durante todo o
experimento. Apos o periodo de aclimatacao de dois dias de exposicdo na sala,
foram retirados dois animais de cada sala, escolhidos aleatoriamente,
correspondentes ao tempo zero, sendo que 0S tempos previstos para o
experimento foram 0, 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias, para a coleta de sangue e

amostras de tecido muscular e hepatico.
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Tabela 1. Composicdo proximal da racdo comercial base utilizada na alimentacdo dos animais
(tambaqui, Colossoma macropomum), durante o periodo de incubacgédo nas salas climaticas.

Caracteristicas Racdo Comercial
(%MS)
Matéria Seca 91.5
Cinza 11.5
Extrato etéreo 4.0
Proteina bruta 51.7
Fibra bruta 2.1

2.1. Variaveis ambientais

O acompanhamento da temperatura e do CO2 do ar foram realizados por
meio de um sistema computacional integrado que registrou e controlou a
entrada de CO:2 e calor, para que 0s cenarios previstos pelo IPCC (2007)
fossem reproduzidos a partir da sala controle. A sala controle foi dotada de um
sensor que se comunicava com outro instalado no meio da floresta do INPA e,
assim, reproduzia o cenario natural atual. A captacdo € realizada a cada dois
minutos e sdo emitidos para o sistema, que se encarrega de liberar ou retirar a
quantidade de gas carbbnico e calor necessarios para as outras salas, para
simular os cenérios brando, intermediario e extremo previamente estipulados
como mencionado acima. Todos os valores captados e os valores de cada sala
corrigidos, para manter as simulagbes sdo armazenados em um computador
exclusivo para esta finalidade.

O acompanhamento das variaveis fisico-quimicas da agua foi realizado
diariamente durante todo o experimento. Os valores de pH foram obtidos com
auxilio de um pHmetro UltraBASIC UB-10 (Denver Instrument, EUA), as
medidas de temperatura e de oxigénio dissolvido foram realizadas com o
auxilio de um oximetro 5512-FT (YSI, EUA) e os niveis de CO2, determinados

por meio de ensaio colorimétrico segundo BOYD e TUCKER (1992).

72



2.2. Indices zootécnicos

Os dados biométricos foram coletados em todo o periodo experimental e
utilizados para avaliar o desempenho zootécnico do tambaqui. Para cada
tempo, foram calculados os seguintes parametros de desempenho:

a) Ganho de peso (GP)

GP = peso final-peso inicial
b) Taxa de crescimento especifico (TCE)
TCE=[(In peso final-In peso inicial)/tempo]x100)
c) Fator de condicédo alométrico (K)
K=peso/comprimento®,
Onde: b corresponde ao coeficiente de regressdo da populacéo

natural de tambaqui (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998).

2.3. Parametros hematologicos

Para a realizacdo das analises sanguineas, os peixes foram anestesiados
com benzocaina (3-Ester etilico aminobenzdico) (5mg/L) e o sangue foi
coletado da veia caudal usando seringas heparinizadas. Foram analisados os
seguintes parametros: hematoécrito (Ht), por meio da técnica de micro-
hematocrito e leitura em cartdo padronizado; concentracdo de hemoglobina
[Hb], usando o método da cianometahemoglobina e leitura em
espectrofotometro (KAMPEN e ZIJLSTRA, 1964); contagem de células
vermelhas do sangue em camara de Neubauer; constantes corpusculares
(VCM - volume corpuscular médio; HCM - hemoglobina corpuscular média;

CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular média), calculadas de
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acordo com BROWN (1976);glicose, por meio de um glicosimetro digital (“kit”
AccuChek Advantage2 Roche®, Alemanha);cortisol, por meio do método
imunoensaio enzimatio (“kit’Elisa comercialda marcaDBC, Canada); colesterol,
por meio do método enzimatico-trinder (“kit” comercial da marca Labtest, Brasil)
e triglicerideos, por meio do método enzimatico colorimétrico (“kit” comercial da
marca In vitro human, Brasil). Apds obtencédo do sangue, amostras de musculo

e figado foram coletadas com o auxilio de material cirdrgico autoclavado.

2.4. Expresséao de Estearoil-CoA (SCD)

O RNA total do musculo e do figado de tambaqui foi extraido com o uso
de 500 pL de Reagente TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies/ EUA),
conforme instrucbes do fabricante com algumas modificacbes. Para ambos o0s
tecidos, foi acrescentado ao protocolo o acondicionamento das amostras em
freezer -80°C, por 5 minutos, antes da 32 etapa de centrifugacdo. Em seguida,
a concentracdo e a pureza de todas as amostras de RNA total foram medidas
em espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000 (ThermoScientifc, EUA). A integridade
do RNA total isolado foi verificada em gel de agarose 1% por meio da
visualizacdo dos RNAs ribossémicos (rRNA) 28S e 18S, sendo o gel
visualizado em luz ultravioleta (UV) no fototransiluminador Molecular Imaging L-
Pix (Loccus Biotecnologia, Brasil). Ap6s a avaliacdo da integridade, as
amostras de RNA foram tratadas com DNase | (Invitrogen, Life Technologies,
EUA), seguindo a descricdo do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada
seguindo as instru¢cdes do fabricante para o kit Revert AidTM H Minus First
Strand cDNA Synthesis (Fermentas, Lituénia). A confirmacdo da sintese de

DNA complementar foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v),
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com tampao TAE 1X, corado com GelRed (Biotium, Uniscience, EUA) e
visualizado em fototransiluminador de luz UV. A quantificacdo das amostras de
cDNA foi realizada por meio de espectrofotometria.

A amplificacdo do gene estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD-1) foi realizada
com o auxilio de um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Singapura), com temperatura média de anelamento (Tm) de 55°C.
A amplificagéo dos produtos foi confirmada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v), em tampdo TAE 1X marcado com GelRed (Biotium,
Uniscience, EUA) e, para a confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos
amplificados, foi adicionado um marcador de peso molecular conhecido ao gel.
As bandas especificas obtidas para o gene foram purificadas em sistema E-
Gel® Clone Well (Invitrogen, EUA), conforme especificagcdes do fabricante e
estocado em freezer -20 °C até analise subsequente.

O sequenciamento do gene SCD-1 do tambaqui foi realizada com o kit
ABlI PRISM® Big Dye TM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems, Singapura), seguindo as instrugcbes do fabricante,
utilizando-se placa de 96 pocos. Em seguida, as sequéncias obtidas foram
analisadas por meio do software Sequence Analyzer e, entdo, validadas pelos
algoritmos BLASTn e BLASTX, rotinas do software BLAST, disponivel no banco
de dados NCBI (<http://www.ncbi.nim.nih.gov>). A partir da validagdo das
sequéncias obtidas, foram desenhados os primers especificos do geneSCD-1,
usando-se o0 software Oligo Explorer v.1.1.2 (TEEMUKUULASMAA,

Universidade de Kuopio, Finlandia).
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Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores forward (F) e reverse (R) utilizados na
reacdo de PCR.

Gene Sequéncia dos Tamanho do fragmento
oligonucleotideos (5’- 3’) (pb)*

SCD (F) ATGACCACCTTGTCTGCCTT 500
(R) CTTCTCTCACATTGGCTGG

28S (F) AAAGGGTGTCGGGTTCAGAT 150

(R) CGGGTTCGTTTGCGTTAC

1 nimero de pares de bases do fragmento. Substituigdo de bases no momento da sintese: H=A/T/C; Y=C/T; R=G/A.

As reacdes de gPCR (Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia em Tempo
Real) foram realizadas em triplicata no termociclador ABI Prism 7300 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, EUA). O gene ribossomal 28S foi
utilizado como controle enddgeno das andlises, servindo como gene de
referéncia para a normalizacdo das reacfes. Os niveis de expressdo do gene
SCD-1 em tambaqui foram calculados pelo método de quantificacao relativa 2

AACt (PEAFFL, 2001).

2.5. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM)
(n=12). A significAncia estatistica das diferencas entre as médias de cada sala
experimental, em cada tempo, foi estimada por meio da andlise de variancia
(ANOVA) de dois fatores (cenarios e tempo), assumindo um nivel de
significancia de 5%, verificadas as premissas para esta andlise. O teste de

Tukey foi usado para contraste entre as médias (ZAR, 1984).

3. RESULTADOS
3.1. Variaveis ambientais

Os niveis de CO2 e temperatura dos microcosmos apresentaram variacao

entre as salas, conforme o proposto, com pequenas variacbes durante o
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periodo experimental de 150 dias (Figura 1). Embora tenham refletido os
valores encontrados nas salas, 0s aquarios apresentaram maiores variagdes
para as duas variaveis, temperatura e niveis de CO:2 (Figura 2). Os valores de
pH da agua dos aquarios também apresentaram variacoes relativas esperadas
em fungdo das concentragcdes de COz2das salas (Tabela 3). O oxigénio
dissolvido também apresentou variacdes entre as salas e entre os periodos

experimentais, com menores valores encontrados em 60 dias (Tabela 3).
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Figura 1. Niveis de CO: (A) e temperatura (B)do ar das salas experimentais simulando os
diferentes cenarios climaticos previstos pelo IPCC para o ano 2100 durante o periodo

experimental. Os valores estao apresentados como média + erro padrdo da média (SEM).
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Figura 2. Niveis de CO2 (A) e temperatura (B) da 4gua dos aquarios incubados nas
salas experimentais simulando os diferentes cenarios climaticos previstos pelo IPCC
para o ano 2100 durante o periodo experimental. Os valores estdo apresentados como
média + erro padrdo da média (SEM).
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Tabela 3. pH e oxigénio dissolvido da agua dos aquarios com os exemplares de tambaqui
(Colossoma macropomum) incubados nas salas experimentais simulando os diferentes
cenarios climaticos previstos pelo IPCC para o ano 2100 durante o periodo experimental. Os

valores estdo apresentados como média + erro padrao da média (SEM).

Cenério Qxigéqio

Tempo Climatico pH dissolvido
(mg/L)
Atual 5,1+0,3 7,5+0,5
Zero Bl 5,6+0,3 7,2+0,3
AlB 5,4+0,3 7,2+0,3
A2 4,610,1 7,4+0,2
Atual 6,4+0,2 7,4+0,1
15 Bl 5,5+0,1 7,5+£0,1
Dias Al1B 5,3+0,1 7,6%0,2
A2 5,1+0,1 7,610,1
Atual 5,7+0,2 7,5+0,1
30 Bl 5,4+0,1 7,2+0,1
Dias AlB 5,7+0,1 7,0+£0,2
A2 5,7+0,2 6,9+0,3
Atual 6,0+0,1 6,7+£0,3
60 Bl 5,7+0,1 6,6+0,3
Dias AlB 5,840,1 6,2+0,5
A2 5,8+0,3 5,7+0,6
Atual 5,8+0,2 7,0+0,2
90 Bl 5,5+0,1 6,4+0,4
Dias AlB 5,7+0,1 6,4+0,4
A2 5,7+0,2 6,0+0,5
Atual 5,7+0,2 7,0+0,2
120 B1 5,5+0,1 6,6+0,3
Dias AlB 5,6+0,1 6,5+0,4
A2 5,5+0,2 6,2+0,5
Atual 5,7+0,2 7,0£0,2
150 B1 5,540,1 6,6+0,3
Dias AlB 5,6+0,1 6,4+0,3
A2 5,4+0,1 6,1+0,5

3.2. indices zootécnicos

O consumo de racao foi crescente em todas as salas durante o periodo

experimental, mas apresentou aumento significativo (p<0,05) a partir de 60

dias, com maior consumo registrado para 120 e 150 dias em todos 0s cenarios
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(Figura 3). Entre as salas, foram observados aumentos significativos (p<0,05)
para o cenario A2, em relacdo ao cenario atual, em 90, 120 e 150 dias (Figura

3).
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Figura 3. Consumo de racdo dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
submetidos aos cenarios climaticos previstos pelo IPCC para o0 ano 2100, em diferentes
tempos. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM).
Letras mailsculas representam diferenca significativa (p<0,05) entre as salas em cada
tempo e letras mindsculas representam diferencas significativas (p<0,05) entre a
mesma sala durante todo o periodo experimental. Note a significativa inflexdo no
consumo de racao aos 150 dias.

O ganho de peso dos animais expostos aos diferentes cenarios climéticos
foi diretamente proporcional ao consumo de racdo, que apresentou aumento
significativo (p<0,05) para todas as salas entre 90 e 150 dias (Figura 4). Em 60
dias, o ganho de peso foi maior apenas para 0s animais expostos aos cenarios
Al1B e A2 (Figura 4). Entre as salas climaticas, foi possivel observar o mesmo
padréo entre 90 e 150 dias, onde os cenarios A1B e A2 ocasionaram maiores
(p<0,05) incrementos de massa, que 0s cenarios atual e brando (B1) (Figura

4). Em 60 dias, o cenario brando ocasionou o menor (p<0,05) ganho de peso,
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enquanto o cenario intermediario o maior (p<0,05), em relagdo ao cenario atual
(Figura 4).

No geral, os cenarios A1B e A2 parecem favorecer o ganho de peso do
tambaqui; entretanto, embora ndo haja diferenca significativa (p<0,05), uma

tendéncia de diminuicao foi observada para o cenério A2, em 120 e 150 dias.
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Figura 4. Ganho de peso de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos
aos cendrios climaticos previstos pelo IPCC para o ano 2100, em diferentes tempos. Os
valores estao apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). Letras mailsculas
representam diferenca significativa (p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras
mindsculas representam diferengas significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante

todo o periodo experimental.

Para a taxa de crescimento especifico (TCE) observou-se que a sala que
reproduziu o cenario intermediario (A1B) favoreceu um incremento na taxa de
crescimento dos peixes a partir de 120 dias em relacdo aos tempos 15 e 30
dias, enquanto que as salas que reproduziram o0s cenarios brando (Bl) e
extremo (A2) favoreceram o mesmo incremento a partir de 90 dias em relagéo
aos animais coletados em 15 e30 dias (Figura 5).
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O contraste entre as salas ndo apresentou diferenca estatistica
significativa, embora tenha sido possivel notar uma tendéncia de maior
incremento no cenario A1B, em relacdo aos outros cenarios, em todos o0s

tempos (Figura 5).
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Figura 5. Taxa de crescimento especifico de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) submetidos aos cenarios climaticos previstos pelo IPCC para o ano
2100, em diferentes tempos. Os valores estdo apresentados como média + erro padréo
da média (SEM). Letras mailsculas representam diferenca significativa (p<0,05) entre
as salas em cada tempo e letras minusculas representam diferencas significativas
(p<0,05) entre a mesma sala durante todo o periodo experimental.

O tempo de exposicao favoreceu o aumento (p<0,05) do fator de condicéo
dos animais expostos a todos 0s cenarios climaticos, a partir de 15 dias. Os
maiores (p<0,05) valores de fator de condicdo dos animais foi encontrado em
60 dias de exposicédo, nos cenarios A1B e A2 e em 90 dias no cenario Bl
(Figura 6).

Embora o contraste entre as salas ndo tenham apresentado alteractes

significativas (p<0,05), uma tendéncia de diminuigcdo do fator de condicdo foi
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observada para os cenarios A1B e A2, a partir de 90 dias de exposicao (Figura

6).
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Figura 6. Fator de condicdo alométrico (K) de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) submetidos aos cendrios climaticos previstos pelo IPCC para o ano
2100, em diferentes tempos. Os valores estdo apresentados como média * erro
padrdo da média (SEM). Letras mailsculas representam diferenca significativa
(p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras minasculas representam diferengas
significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante todo o periodo experimental.

3.3. Parametros hematoldgicos

Entre os parametros hematolégicos avaliados, apenas o Ht e a HCM
dos animais expostos aos diferentes cenérios climéaticos apresentaram
variacfes significativas (p<0,05) (Tabela 4). O Ht dos animais submetidos
aos cenarios brando (B1) e extremo (A2) apresentou um aumento (p<0,05)
em 30 dias e, 0 HCM dos animais expostos aos cenarios intermediario (A1B)

e extremo (A2) apresentou um aumento (p<0,05), em 15 e 30 dias de

exposicdo, em relagdo ao cenario brando (B1) (Tabela 4).
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Em contrapartida, o tempo de exposicdo aos diferentes cenérios
climaticos influenciou a hematologia dos animais, durante o periodo
experimental. A [Hb] dos animais submetidos aos cenarios brando e extremo
apresentou um aumento significativo (p<0,05) entre 15 e 90 dias, enquanto
que para aqueles submetidos ao cenario intermediério, 0 aumento persistiu
até 120 dias (Tabela 4). Para o Ht, a exposi¢cao ao cenario B1 ocasionou um
aumento significativo (p<0,05) a partir de 15 dias. J& a exposicdo aos
cenarios A1B e B2 ocasionou um aumento de Ht dos animais a partir de 30
dias (Tabela 4).

Em relacdo ao RBC, os animais expostos a todos o0s cenarios
climaticos apresentaram um aumento significativo (p<0,05) entre 30 e 120
dias. Além desse padrdo, o maior aumento (p<0,05) foi observado nos
animais expostos ao cenario B1, em 60 e 120 dias de exposicdo. Em 150
dias, todos os cendrios climaticos apresentaram valores similares aos
tempos 0 e 15 dias de exposicao (Tabela 4). Das constantes corpusculares,
o VCM apresentou um aumento significativo (p<0,05) apenas nos animais
expostos ao cenario B1 entre 120 e 150 dias; o HCM aumentou (p<0,05) em
15 dias, para os animais expostos a todos os cenarios climéticos e; o CHCM
uma diminuicdo (p<0,05) nos peixes expostos ao cenario A2, entre 15 e 150

dias (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros hematolégicos de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
submetidos aos cenarios climaticos previstos pelo IPCC para 0 ano 2100, em diferentes tempos.
Os valores estao apresentados como média + erro padrao da média (SEM). Letras mailsculas
representam diferenca significativa (p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras mindsculas
representam diferencas significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante todo o periodo
experimental.

Tempo Cendrio  [Hb] Ht RBC VCM HCM CHCM
Climéatico  (g/dL) (%) (108/mms3) (um?3) (p9) (%)

Atual 571,00 19,4+1,2* 1,6:0,1° 129,8+11,0 30,2+4,0° 23,93,3%
Zero B1 53t0,9 21,9:1,9° 1,8:0,1° 123,5:9,9% 355:8,0° 26,546
AlB 5008 22,8t1,0° 20£0,1° 118,2¢+84  28,9t+56° 23,339
A2 5,6+0,9° 20,3t1,4%  18+0,1° 1144+160 29,3:6,67 28,0464
Atual  83%0,9° 22,7+1,1° 1,9¢+0,1° 118,9+6,7  30,1%5,3%2 24,7+4,0°
15 B1 8,5¢0,8° 23,4+1,0° 1,8+0,22 138,9+12,7% 54,4+9,08° 37,3%45
Dias A1B  83%0,7° 24,3:0,6° 1,7¢#0,1% 149,2+10,0 54,7+7,28° 352:34
A2 8,410,7° 23,3t0,7° 1,74#0,1°  144,9+7,7 54,7464 36,0£3,4°
Atual 7,7+0,7° 23,7+0,97B2  1,7+0,12 148,2+8,2  55,3+6,9%® 36,2+3,5%
30 Bl 7,8+0,8° 251+1,2A  21+0,1° 124,5+6,6%° 40,3+6,082 32,6+4,8
Dias AlB 6,9+0,6%° 24,1+1,1AB> 2 1+0,1° 120,7+8,0  38,3+3,982  32,7+3,7
A2 6,8+0,8%® 28,5+0,8%" 2,5+0,1° 119,9+7,9 29,1+3,382 24,142 1%
Atual 8,4+0,4° 27,5+1,0° 2,3+0,1° 124,3+7,2 31,0+4,12  25,1+3,1%
60 Bl 8,5+0,4°  30,2+1,1° 2,3+0,1° 138,1+8,3%  38,4+2,22 28,2+1,4
Dias AlB 8,2+0,4°>  29,3+1,3" 2,2+0,1° 137,8+7,5 39,8+1,52 29,6+1,6
A2 8,4+0,4°>  29,1+1,1° 2,0+0,1° 150,2+7,5 41,8+1,3% 28,6+1,7%
Atual 8,3+0,4°> 29,4+1,4%  2,3+0,1° 128,4+6,6 37,4+3,12 29,2+1,8%
90 Bl 8,1+0,5* 27,1+0,6°¢ 2,1+0,1° 131,2+7,3%  39,7+2,3? 30,7£1,6
Dias AlB 8,9+0,3°  25,1+1,6° 2,1+0,1° 135,2+13,8  45,3+7,0? 33,5+£2,6
A2 8,5+0,2°  28,7+0,5° 2,3+0,1° 123,8+4,2 38,0+1,4% 30,9+1,0%
Atual 6,6+0,22® 28,7+0,8%  2,4+0,1° 123,2+6,0 36,7+1,92  30,0+1,2°
120 Bl 6,5+0,3%® 29,0+0,9°¢ 2,3#0,1° 126,8+6,02 28,7+1,42 22,7+0,5
Dias A1B 8,0+1,0° 27,6+0,8° 2,4+0,1° 115,9+4,0 26,7+0,72 23,31£0,9
A2 6,4+0,4%  28,7+0,7° 2,5+0,1° 115,441 32,0+£3,82 27,8+3,4%
Atual 6,6+0,5% 28,6+0,4%® 2,5+0,1° 118,5%4,1 26,5+1,02  22,5+0,9°
150 Bl 6,6+0,5%®  27,9+0,7¢ 2,0+0,12  140,5+8,4° 32,1+1,98 23,9+2,0
Dias AlB 6,9+0,5%°  29,0+0,7° 1,9+0,1* 160,1+11,9  34,9+2,2% 23,1+1,9
A2 6,7+0,4%  27,7+0,8° 1,9+0,12 145,7+5,9 35,6+1,72  24,9+1,5°

Os niveis plasmaticos de cortisol dos animais submetidos aos diferentes

cenarios climéticos apresentaram variagdes significativas em 15, 30 e 60 dias

de exposi¢éo (Figura 7). Em 15 dias, os animais submetidos ao cenario A1B

apresentaram um aumento significativo (p<0,05) dos niveis plasmaticos de
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cortisol, em relagdo aos cenérios atual e B1 (Figura 7). J& em 30 dias, 0s
animais submetidos ao cenario A2 apresentaram maiores (p<0,05) niveis
plasmaticos de cortisol que os animais do cendario B1; enquanto que em 60
dias, os animais do cenario A2 exibiram os maiores niveis de cortisol, em
relacdo aos animais de todos os outros cenarios (Figura 7).

Em funcdo do tempo de exposicdo (150 dias), os niveis plasmaticos de
cortisol do tambaqui sofreram alteragbes em apenas dois cenarios: brando e
intermediario (Figura 7). No cenéario B1 houve uma diminuicdo dos niveis de
cortisol em 30 e 60 dias, seguida de um aumento em 150 dias, e no cenario

A1B ocorreu um aumento em 15 dias, seguido de uma diminuicdo em 60 dias.
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Figura 7. Niveis plasmaticos de cortisol em juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) submetidos aos cenarios climaticos previstos pelo IPCC para o ano
2100, em diferentes tempos. Os valores estdo apresentados como média + erro
padrdo da média (SEM). Letras mailsculas representam diferenca significativa
(p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras mindsculas representam
diferencas significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante todo o periodo
experimental.
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Alteracdes nos niveis de glicose sanguinea foram observadas apenas em

15 dias, quando observou-se um aumento significativo (p<0,05) nos animais

expostos ao cenario A1B em relacdo aos animais expostos aos cendrio A2

(Figura 8).

Em relacéo ao tempo de exposi¢do, os animais submetidos aos cenarios

brando e intermediario apresentaram um aumento significativo (p<0,05) da

glicose sanguinea em 15 dias. Além desse aumento, o cenario intermediario

proporcionou uma reducdo em 60 dias, para valores préximos aos encontrados

no inicio do experimento, que se manteve até 150 dias (Figura 8).
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Figura 8. Niveis sanguineos de glicose em juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) submetidos aos cenérios climéticos previstos pelo IPCC para o
ano 2100, em diferentes tempos. Os valores estdo apresentados como média +
erro padrdo da média (SEM).
significativa (p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras minuUsculas
representam diferengas significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante todo o

periodo experimental.

Tempo (dias)

Letras mailsculas

representam diferenca

O contraste entre as salas apontou que 0s niveis plasmaticos de

colesterol apresentaram modificagcdes apenas em 90 dias, quando a exposi¢céo
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ao cenario A2 ocasionou um aumento (p<0,05) dos niveis de colesterol do

plasma do tambaqui em relacdo aos animais expostos ao cenério B1 (Figura

9). Em funcéo do tempo, 0os animais expostos ao cendrio brando apresentaram

um aumento em 30 dias, enquanto 0s animais expostos aos cenarios

intermediario e extremo apresentaram aumento em 15 e 30 dias (Figura 9).
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Figura 9. Niveis plasméticos de colesterol de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) submetidos aos cenérios climaticos previstos pelo IPCC para o
ano 2100, em diferentes tempos. Os valores estdo apresentados como média +
erro padrdo da média (SEM). Letras mailsculas representam diferenca
significativa (p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras mindsculas
representam diferencgas significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante todo

0 periodo experimental.

Tempo (dias)

A exposi¢cdo do tambaqui aos cenarios climaticos ocasionou um aumento

(p<0,05) dos triglicerideos plasméticos a partir de 15 dias, com reduc¢do em 150

dias, a valores proximos aos encontrados no tempo zero, para todos os

cenarios estudados (Figura 10). A comparacdo entre as salas apontou um
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aumento significativo dos niveis de triglicerideos no plasma, entre os

atual, A1B e A2, em 15 dias (Figura 10).
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Figura 10. Niveis plasmaticos de triglicerideos de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) submetidos aos cenarios climaticos previstos pelo IPCC para o ano

+

erro

padrdo da média (SEM). Letras maiusculas representam diferenca significativa
(p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras minUsculas representam diferencas
significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante todo o periodo experimental.

3.4. Expresséao de Estearoil-CoA (SCD)

A exposicdo cronica do tambaqui aos cenarios climaticos ocasionou

variacdo nos transcritos de SCD do figado durante os 150 dias (Figura 11). O

tempo de exposi¢cado ocasionou um aumento significativo (p<0,05) na expressao

do mRNA SCD do figado dos animais expostos no cenario A1B, em 30 dias

(Figura 11). Em 60 e 90 dias, os animais de todos 0s cenarios apresentaram

um aumento nos transcritos de mRNA SCD do figado, seguido de uma reducéo

em 120 e 150 dias.
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Entre as salas, foram observados aumentos significativos (p<0,05) da
expressao em animais incubados por 60, 90 e 120 dias (Figura 11). Em 15 e 60
dias houve uma diminuicdo da expressdo de SCD do figado de tambaqui no
cenario A1B e um aumento no cenério A2. Em 90 e 120 dias ocorreu um
aumento dos transcritos de mRNA SCD no figado dos animais expostos a
todos os cenarios climaticos desse estudo, em relagdo ao cenario atual e, em
150 dias, houve uma diminuicdo da expresséo da SCD dos animais expostos a

todos cenarios climéaticos, em relagdo ao cenario atual (Figura 11).
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Figura 11. Expressao relativa (Log10) de mRNAs SCD (Estearoil-CoA) no figado de
juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos aos cenarios climaticos
previstos pelo IPCC para o ano 2100, em diferentes tempos. Os valores estédo
apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). Letras mailsculas
representam diferenca significativa (p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras
minudsculas representam diferencas significativas (p<0,05) entre a mesma sala durante
todo o periodo experimental.

No musculo de exemplares de tambaqui expostos aos cenarios

climaticos, a expresséo da SCD apresentou variagdes significativas (p<005) em
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15, 60 e 150 dias (Figura 12). Em 15 dias, houve uma reducao dos transcritos

de mRNA SCD do musculo do tambaqui submetido aos cenarios intermediario

e extremo (Figura 12). Em 60 dias, ocorreu uma diminuicdo dos transcritos de

MRNA SCD do musculo de exemplares de tambaqui (p<0,05) expostos aos

cenarios B1 e A1B e, em 150 dias, a diminuicdo dos transcritos de SCD neste

tecido ocorreu nos cenarios A1B e A2, em relacdo ao cenério atual (Figura 12).

O tempo afetou o padrdo da expressdo da SCD no musculo do tambaqui,

considerando que 0s animais expostos a todos o0s cenarios climéticos

experimentais aqui utilizados apresentaram aumento significativo nos tempos

60, 90, 120 e 150 dias (Figura 12).
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Figura 12. Expresséo relativa (Log10) de mRNAs SCD (Estearoil-CoA) no musculo
de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos aos cenarios
climéticos previstos pelo IPCC para o ano 2100, em diferentes tempos. Os valores
estdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). Letras mailsculas
representam diferenga significativa (p<0,05) entre as salas em cada tempo e letras
mindsculas representam diferencas significativas (p<0,05) entre a mesma sala
durante todo o periodo experimental.
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4. DISCUSSAO
4.1. Variaveis ambientais

Neste trabalho, as médias de temperatura e concentracdo de CO:2 do ar
dos microcosmos encontradas durante todo o periodo experimental,
corroboraram as variacdes previstas pelo IPCC (2007), para 0s cenarios
climaticos estudados: o brando (cenario B1: aumento de 600 ppm de CO: e
aumento de 1,5°C), o intermediario (cenario A1B: aumento de 800 ppm de CO:
e aumento de 2,5°C) e o0 extremo (cenéario A2: aumento de 1250 ppm CO: e
aumento de 4,5°C). Estes resultados além de garantir a confiabilidade na
proposta desse trabalho, ajudam na analise das implicacdes da exposi¢cao aos
cenarios climéticos futuros para os parametros bioldgicos do tambaqui, aqui
analisados.

Na agua, os resultados de temperatura e niveis de CO2 apresentaram a
variacdo esperada, de acordo com 0s cenarios propostos, embora tenham
apresentado maiores variagcdes que os valores encontrados na atmosfera dos
microcosmos, mas ndo comprometeram 0s cenarios previstos. As variacoes de
temperatura encontradas podem ser explicadas pelas propriedades fisicas da
agua. O alto calor especifico da agua, por exemplo, desempenha um papel
fundamental na propriedade de reter e requerer calor, o que garante flutuacdes
gradativas de temperatura (ARANA, 1997). Assim, mesmo o0s altos valores de
temperatura do ar sdo gradativamente incorporados na agua (WETZEL, 1993),
0 que explica as variacbes de temperatura na agua encontradas nesse
trabalho.

Assim como a temperatura, os niveis de CO2 da agua também sofreram

maiores alteragbes que os niveis de CO2 do ar, embora tenham acompanhado
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as alteracOes previstas para os diferentes cenarios. Segundo WETZEL (1993)
grande parte do COz2 livre na 4gua tende a sofrer hidratagdo e formar &cido
carbdnico. Este acido, por ser fraco, logo se dissocia para formar bicarbonato e
carbonato. Assim, o nivel de COz: livre da maioria das 4guas esta em pequenas
quantidades, devido a sua reacdo de equilibrio com o complexo carbonato
(ARANA, 1997). Além disso, variagbes dos niveis de CO:2 podem ser
observadas em fungcdo das alteragcbes de temperatura, que influenciam a
solubilidade dos gases, bem como o metabolismo respiratério dos organismos,
que também podem alterar as concentracbes de CO: livre na agua (WETZEL,
1993; ARANA, 1997). Nesse contexto, acreditamos que os resultados obtidos
para temperatura e CO2 na agua, neste trabalho, estdo condizentes com o0s
relatos da literatura e que retratam as variacdes esperadas para as mudancas
climaticas.

As influéncias do CO2 sobre o pH e sobre o oxigénio sdo bem conhecidos
e amplamente discutidos na literatura especializada (WETZEL,1993; ARANA,
1997; ESTEVES, 1998), que aponta uma relacdo inversa entre os niveis COz e
o pH, bem como entre os niveis de CO2 e oxigénio (Oz). Para exemplificar
essas constatagcoes, WETZEL (1993) descreveu sumariamente essa relacéo ao
relatar que as aguas produtivas sdo caracterizadas por uma curva clinograda
de oxigénio e uma curva clinograda inversa de CO2 e que o pH diminui a
medida que niveis crescentes de CO2 sé&o observados. Neste estudo, os dados
meédios obtidos para os aquarios nos diferentes cenarios climaticos ao longo do

tempo corroboram as condi¢des descritas na literatura.
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4.2. indices zootécnicos

As previsdes relacionadas as mudancas climaticas para o ano 2100
propdem um aumento da temperatura, causado pelo aumento das
concentragdes de COz, de até 4°C (IPCC, 2007). Esta mudanca, embora possa
provocar diversas alteracbes em todo o bioma (PARMESAN e YOHE, 2003),
podera ter um efeito particularmente significativo sobre os peixes, inclusive
sobre a reproducdo e o crescimento (DONELSON et al. 2010), devido a sua
caracteristica homeotérmica (COSSINS e BOWLER,1987). O recente trabalho
de RUMMER et al. (2014) desenha um cenario mostrando claramente os
efeitos de pequenas mudancas climaticas sobre peixes marinhos adaptados a
regimes térmicos estaveis, como é o caso dos peixes da Amazonia.

De fato, véarios autores tém demonstrado o efeito da temperatura sobre
uma grande variedade de caracteristicas dos peixes, incluindo sua condi¢ao
fisiolégica, sua capacidade de natacdo, sua taxa de crescimento, sua
reproducdo e seu comportamento (CANPANA et al., 1996; PRZESLAWSKI et
al. 2008, MUNDAY et al. 2009; NOWICKI et al, 2012). Sobre o
comportamento, NOWICKI et al. (2012) reportou que o efeito do aumento da
temperatura parece ser maximizado, quando associada ao aumento do COzg,
pois influencia especialmente a obtencdo e consumo de alimento pelos peixes,
gue pode favorecer ou prejudicar o crescimento.

Segundo GOMES et al. (2000), temperaturas acima do 6timo do animal
podem resultar em maior desvio energético para obtencdo de oxigénio e,
assim, contribuir para a diminuicdo do crescimento. Em contrapartida,
MAAREN et al. (1999) reportaram que embora haja uma temperatura otima

para proporcionar um maior crescimento para 0s peixes, ha determinadas
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espécies que apresentam capacidade de reduzir o consumo de oxigénio
quando a temperatura aumenta, mantendo o0 crescimento por meio de
aclimatacdo a temperaturas mais elevadas.

Neste estudo, embora o aumento do consumo de racdo tenha sido
observado para todos os cenérios, um aumento significativo foi observado para
0s exemplares de tambaqui expostos ao cenario A2, em relagdo ao cenario
atual, que colaborou com o maior incremento em massa (GP). Por outro lado,
considerando que 0s animais consumiram mais racao no cenario A2, pode-se
sugerir que o0 aumento de temperatura ocasionou um menor aproveitamento da
racdo para o GP, que o cenario A1B. Esta sugestdo € ainda confirmada pela
taxa de crescimento especifico (TCE) que, embora ndo tenha apresentado
aumento significativo, foi numericamente maior em todos os tempos, para o
cenario A1B.

Segundo BALDISSEROTTO (2009), a temperatura O6tima para o
crescimento normalmente esta um pouco abaixo da temperatura em que ha o
maximo de ingestdo de alimento. Esta afirmacéo foi evidenciada por PIEDRAS
et al. (2004), ao avaliar o crescimento de jundia em 30 dias, que observaram
um aumento no GP e na TCE quando incrementaram em 3°C a temperatura
Otima, enquanto que o incremento de 6°C ndo apresentou estes efeitos.
Respostas similares foram obtidas por MASUMOTO (2002) para Seriola
quinqueradiata, que apresentaram reducdao no GP, em 120 dias, quando
expostos a 4°C acima da temperatura considerada Otima para a espécie e para
Australostrichopus mollis, por ZAMORA et al. (2012), ao exporem 0s animais a

3°C acima da temperatura 6tima, por 105 dias.
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Segundo LUO et al. (2013), os peixes respondem de maneira diferenciada
ao aumento da temperatura, mas geralmente apresentam um aumento do GP e
da TCE, seguido de uma reducdo, apds ultrapassarem a temperatura Gtima.
Esta conclusdo foi relatada por esses autores apdés submeterem Anguilla
marmorata e Anguilla bicolor pacifica a temperatura acima daquela considerada
Otima para espécie, 23°C. Aqueles autores observaram excelente GP e TCE,
quando os animais foram submetidos a 5°C acima (28°C), mas uma
significativa reducdo desses indices quando os animais foram expostos a um
aumento de 10°C acima da temperatura 6tima, isto &, 33°C, por 45 dias.

Adicionalmente, SUN e CHEN (2014) ao estudar o efeito da temperatura
em Rachycentron canadum com quatro diferentes pesos (10, 30, 70 e 200g),
por 21 dias, observaram um aumento de crescimento para todos os tamanhos
quando expostos a um aumento de 2 e 4°C em relacao a temperatura 6tima da
espécie (31 e 33°C, respectivamente); entretanto, quando submetidos ao
aumento de 6°C (35°C) observaram uma reducdo do crescimento. Estes
resultados levaram os autores a concluirem que o efeito da temperatura sobre
o crescimento independe do tamanho inicial dos animais.

Em suma, os trabalhos sobre a acdo da temperatura no crescimento
parece ser influenciada pelo aumento da temperatura acima da considerada
Otima pelo animal. Nesse sentido, considerando a fase inicial dos juvenis de
tambaqui utilizados neste trabalho, em torno de 15g, bem como as condi¢des
de temperatura e CO2, propostos pela previsdo do IPCC (2007) para as
mudancas climaticas, pode-se sugerir que os resultados obtidos neste trabalho,

corroboram os dados encontrados por estes autores, onde o melhor GP e TCE
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foram obtidos para o cenario A1B, aumento de 2,5°C, comparado ao cenario
A2, com o aumento de 4,5°C, acima dos valores ambientais atuais.

Além dessa concordancia, os resultados deste trabalho também parecem
confirmar a agdo do aumento de CO2 no crescimento. Esta sugestdo € dada
pela comparacédo com o trabalho de FIVELSTAD et al. (2003), que estudaram o
salméo do Atlantico submetidos a dois niveis crescentes de CO2, 11 a 20 e 18
a 31ppm, por 58 dias, e encontraram que a taxa de crescimento especifico
tende a aumentar numericamente na primeira concentragdo, seguida de uma
diminuicdo na segunda concentracdo. Considerando que, neste trabalho, o
tambaqui submetido aos cenarios climaticos A1B e B2 encontravam-se em
situacdes similares aqueles utilizados por FIVELSTAD et al. (2003), 12,8 e 22,1
ppm e 20,7 e 25,0 ppm de CO:2 respectivamente, os resultados aqui
encontrados sugerem que as mudancas climéticas previstas para 0s cenarios
intermediarios e extremo sobre os tambaquis pode ocasionar alteracdes em
seu crescimento.

O fator de condicdo € uma medida que utiliza a relacdo peso e
comprimento como uma maneira de estimar a condi¢éo, ou seja, o estado geral
dos peixes, em fungcédo do seu habitat, natural ou cativeiro (BRAGA, 1997), ou
ainda, em funcéo das condi¢cbes de alimentacdo, da densidade, do clima e do
grau de atividade alimentar (WEATHERLEY e GILL, 1987). FIVELSTAD et al.
(2003), como mencionado acima, observaram uma diminuicdo do fator de
condicdo na maior concentracdo para o salmao do Atlantico. Em conjunto com
0 aumento da temperatura, 0 aumento da pressdo de CO2 ocasionou uma
reducdo no fator de condicdo de Salmo salar (FIVELSTAD et al., 2007). Estes

resultados se alinham aos resultados obtidos para o tambaqui expostos nos

98



cenarios A1B e A2, nesse trabalho, que embora ndo tenha apresentado
diferencas significativas, apresenta uma discreta diminuicdo numérica para o
fator de condig&o, que pode sugerir que a elevacdo da temperatura associada
ao aumento dos niveis de CO2 pode ocasionar uma tendéncia de diminuigdo na

condi¢ao geral do animal.

4.3. Parametros hematoldgicos

O sangue € o tecido que reflete o estado fisiologico do animal, com
alteracdes significativas em situacfes adversas. Isto ocorre devido as suas
funcdes organicas, especialmente no transporte de gases respiratorios, que se
modifica de acordo com as mudancas ambientais (RANZANI-PAIVA, 2004). O
aumento da temperatura, por exemplo, ocasiona modificacdes
comportamentais, com caracteristicas visiveis em peixes, como o aumento do
batimento opercular e a frequéncia cardiaca, indicando maior consumo de
oxigénio (BALDISSEROTTO, 2009).

Nesse sentido, a alta demanda de oxigénio resulta em uma ativacédo da
eritropoiese em peixes, que pela contracdo esplénica do baco, libera eritrécitos
jovens (HOUSTON e MURAD, 1995) na tentativa de atender a demanda de
oxigénio dos tecidos (LECKLIN e NIKINMAA, 1998). Além do aumento do
namero de eritrécitos circulantes, TAVARES-DIAS e MORAES (2004)
reportaram que aumento da temperatura também tem a capacidade de
provocar aumento no hematocrito e na concentragdo de hemoglobina, embora
ndo haja alteragbes no volume dos eritrécitos ou na concentracdo de

hemoglobina.
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Neste trabalho, embora a exposicdo aos cenarios climéticos tenha
ocasionado apenas um aumento do hematdcrito nos cenarios B1 e A2, em 30
dias, em relacdo ao cenério atual; foram observados aumentos gradativos do
[Hb], Ht e RBC nos animais expostos a todos os cendrios climéticos (B1, A1B e
A2), em até 120 dias, seguido de uma diminuicdo em 150 dias. Os aumentos
da [HDb], do Ht e da RBC, encontrados neste trabalho, corroboram os resultados
obtidos por MORGAN et al. (2008) para Oncorhynchus mykkis, DE PEDRO et
al. (2005) para Tinca tinca e QUIANG et al. (2013) para Oreochromis niloticus,
gue observaram que a elevagéo da temperatura tende a ocasionar um aumento
do RBC e da [Hb]. Em contrapartida, a reducdo da [Hb], do Ht e do RBC em
150 dias, esta de acordo com os resultados encontrados por GARCIA et al.
(2012) que relatou que o efeito cronico da temperatura, causa uma redu¢ao no
namero de eritrocitos, eritroblastos e leucdcitos.

Além das alteracdes hematologicas observadas com a elevacdo da
temperatura, a literatura aponta que o CO:z livre na agua pode ocasionar
variacbes no hemograma dos peixes. FIVELSTAD et al. (2003), por exemplo,
ao avaliar o efeito da pressédo de CO: 12mmHg em duas temperaturas,
supostamente suportadas por Salmo salar, observaram que em temperaturas
elevadas ha um aumento de RBC, acompanhado por uma diminui¢cdo do Ht.
Este efeito pode ser explicado pelos relatos de CARMICHAEL et al. (1984), que
observa que as altas concentragdes de CO2 na agua pode apresentar efeito
sedativo nos peixes, desacelerando o seu metabolismo e, consequentemente,
reduzindo o consumo de oxigénio. Este efeito foi observado por ROSS et al.
(2001) quando expbs trés diferentes espécies: Salvelinus fortinalis, Cottus

congnatas e Rhinichthys atratulus, em trés concentracbes de CO2, que
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apresentaram um aumento do Ht, apds 1 hora de exposi¢do, com redugcdo aos
niveis de pré-estresse em 24h. Resultado similar foi também observado por
SOUZA-NETTO (2012) ao avaliar o efeito do da temperatura e CO2 sobre a
hematologia do tambaqui, que também encontrou um aumento significativo do
Ht imediatamente (1hr) apds atingir 32°C, com altos niveis de CO2 (120 ppm).
Em ambos os estudos, os autores atribuiram ao efeito anestésico do COz, a
diminuicdo do Ht. No entanto, € conveniente ressaltar que os niveis de CO:2
estudados por FIVELSTAD et al. (2003), bem como no presente estudo, séo
relativamente baixos para ocasionar efeitos sedativos nesses animais.

Adicionalmente, SOUZA-NETTO (2012) concluiu que a temperatura
agudiza os efeitos do CO2 sobre os organismos. Considerando que neste
trabalho, o efeito dos cenérios climaticos B1 e A2 ocasionou apenas um
aumento do Ht, em 30 dias, sugerimos que os dados corroboram o0s
encontrados por ROSS (2001) e SOUZA-NETTO (2012), embora o efeito tenha
sido tardio. Além disso, sugerimos que para o0s outros indices hematimétricos
avaliados, as alteracdes observadas estdo relacionadas diretamente ao efeito
da temperatura.

Certamente, 0 aumento da temperatura ocasiona estresse aos peixes
que precisam desenvolver estratégias para lidar com a nova situacdo, como
visto anteriormente. Entretanto, segundo VAL et al. (2004), a percepcdo do
agente estressor resulta numa pronta preparacao do organismo para minimizar
0 estresse e, como respostas primarias, liberam os horménios de estresse,
catecolaminas e cortisol, seguidos por uma aumento nos niveis de glicose, que

representa uma reserva energeética para pronta utilizacao.
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Notoriamente, os resultados obtidos para os niveis de cortisol do
tambaqui nesse estudo demonstram que 0s cendrios climéticos A1B e A2
ocasionaram um efeito estressante aos animais; entretanto, enquanto o
aumento do cortisol nos animais expostos ao cenario A1B foi observado
apenas em 15 dias, aqueles do cenario A2 apresentaram um aumento
persistente até 60 dias. Em relagdo aos niveis de glicose, apenas 0s animais
do cenario A1B apresentaram aumento significativo, que provavelmente se deu
em resposta ao aumento do cortisol, na mesma condigcdo e no mesmo tempo
de exposicéo.

Como exposto anteriormente, 0 aumento do cortisol € um dos primeiros
mecanismos desenvolvidos pelo animal em resposta ao agente estressor
(WEENDELAR BONGA, 1997). Normalmente, suas concentragdes nas
diferentes espécies de peixes se elevam alguns minutos apés a exposicao a
um agente estressor, atingem um pico e retornam a valores basais dentro de
seis horas, aproximadamente (PICKERING e POTTINGER, 1989). Entretanto,
quando a exposicdo ao estressor € crbnica, as concentracbes de cortisol
podem permanecer elevadas, embora abaixo dos niveis de pico
(WENDEELAR-BONGA, 1997). Além disso, LIMA et al. (2006) reportam que 0s
fatores fisicos da &gua, como temperatura, podem influenciar o perfil da
resposta ao estresse. Estes relatos podem entdo explicar os resultados
encontrados neste trabalho para os altos niveis de cortisol plasmaticos do
tambaqui, no cenario A2, que permaneceu alterado por 60 dias de exposicao.

Considerando que o cortisol € um glicocorticéide, seu aumento sugere um
consequente aumento da glicose no sangue em situacdes estressantes. Nesse

sentido, € comum encontrar na literatura a relacdo entre o aumento da glicose
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e diferentes estressores. Por exemplo, LERMEN et al. (2004) ao expor
Rhamdia quelen ao aumento agudo da temperatura observou um aumento na
glicose sanguinea. ROSS et al. (2001) ao expor o Salmo salar a trés
concentragbes diferentes de CO:2 durante 24hrs, observou um aumento
significativo da glicose ap6s uma hora de exposi¢cdo. A interacdo de duas
temperaturas elevadas com um elevado nivel de CO2z na agua, observada por
SOUZA-NETTO (2012) sobre o tambaqui, durante 24hrs, também ocasionou
um aumento da glicose sanguinea nas primeiras horas de experimento. Nesse
contexto e considerando que neste estudo o aumento da glicose foi observado
apenas para o cenario A1B, em 15 dias, sugerimos que nossos resultados
corroboram aos resultados dos autores citados acima, embora o sinal de
estresse tenha se pronunciado tardiamente.

Os lipideos sao substancias pertencentes a uma classe de moléculas
organicas hidrofébicas, incluindo acidos graxos, triglicerideos, fosfolipideos e
esterdides que apresentam muitas funcdes nas células animais, tais como
substrato para producdo de energia, blocos estruturais para as membranas e
como moléculas de sinalizagcdo (MOYES e SCHULTE, 2010). Os triglicerideos
sao reservas energeéticas vitais para os animais, enquanto o colesterol, 0 mais
importante e abundante dos esterdides, apresenta sua principal funcao
associada a estrutura e funcdo das membranas celulares (LIMA e COUTO,
2006).

A forma apresentada dos triglicerideos e do colesterol depende da
associacdo aos acidos graxos. Os triglicerideos podem ser apresentados na
forma sélida ou na liquida, dependo da combinacdo dos acidos graxos que 0s

constituem; entretanto, em peixes, os triglicerideos presentes sao ricos em
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PUFA e HUFA e, por isso, quase sempre estdo presentes na forma liquida
(RODRIGUEZ et al., 2009). Ja o colesterol pode ocorrer tanto na sua forma
livre ou esterificado a um &cido graxo (BROWN e LONDON, 2000) e sua
presenca auxilia na manutengdo da fluidez da membrana (MOYES e
SCHULTE, 2010).

Nesse sentido, embora na literatura as alteracbes dos niveis de
triglicerideos e colesterol estejam amplamente associadas a alimentacao
(TORSTENSEN et al., 2000, 2001; CABALLERO et al., 2006; RICHARD et al.,
2006; JORDAL et al., 2007; FERREIRA et al., 2011; ARAUJO et al., 2011),
também podem estar associadas a adaptacdes a temperaturas ambientais,
embora poucos trabalhos relatem esse efeito (CALDWELL e VERNBERG,
1970; HAZEL e WILLIAMS, 1990; COSSINS, 1994; ROBERTSON e HAZEL,
1995).

Segundo HAZEL e WILLIAMS (1990), durante a aclimatacdo a
temperaturas elevadas, peixes tendem a sofrer uma diminuicdo do numero de
ligagbes duplas nos &cidos graxos da membrana lipidica e um aumento do
colesterol da membrana plasmatica (ROBERTSON e HAZEL, 1995). Essas
mudangas tém sido comumente interpretadas como mecanismos de
compensacdo de fluidez da membrana, para que a funcdo das proteinas
embutidas na membrana ndo seja afetada (COSSINS, 1994).

Neste estudo, o tempo de exposicdo ocasionou um aumento nos niveis
plasmaticos de colesterol do tambaqui, entre 15 e 30 dias, em todos o0s
cenarios climaticos, enquanto o contraste entre as salas apontou apenas
aumento nos niveis plasmaticos de colesterol, em 90 dias, expostos ao cenario

A2. Ja para os niveis de triglicerideos plasmaticos do tambaqui, o tempo de
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exposi¢cao ocasionou um aumento entre 15 e 120 dias de exposi¢ao a todos os
cenarios climaticos, seguido de uma reducdo em 150 dias. Entretanto, a
comparacao entre as salas, apresentou uma reducéo dos niveis plasmaticos de
triglicerideos no cenario A1B e A2, em 15 dias.

O aumento dos niveis plasmaticos de colesterol em tambaqui, em funcéo
do tempo de exposicdo, pode sugerir uma adaptacdo do animal aos cenarios
climaticos no periodo inicial do experimento, enquanto o0 aumento observado
apenas para o0 cenario A2, em 90 dias, pode sugerir um mecanismo de
compensacao de fluidez da membrana, para ndo comprometer a integridade
das proteinas de membrana, como exposto por COSSINS (1994). Em
contrapartida, o aumento dos niveis de triglicerideos plasmaticos do tambaqui
em funcdo do tempo de exposicdo, além de sugerir uma adaptacdo aos
cenarios climaticos, pode inferir 0 aumento da demanda energética dos peixes

uma vez que apresentam preferéncia pela energia de lipideos (LOVELL, 1998).

4.4. Expressao de Estearoil-CoA (SCD)

A estearoil-CoA (SCD) é uma enzima de membrana, localizada no reticulo
endoplasmatico, que catalisa a dessaturacdo da dupla ligacdo da posicdo D9
de uma variedade de substratos da acil-CoA, com preferéncia pela palmitoil e
estearoil-CoA (ENOCH et al.,, 1976). A introducdo da dupla ligacdo cis é
catalisada por um conjunto de proteinas de transporte de elétrons
microssomais compostas, sequencialmente, pelo NADH citocromo-b5 redutase,
citocromo-b5 e SCD terminal, sendo a estearoil-CoA dessaturase o

componente limitante nessa reacdo (BROADWATER et al. 2000).
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Segundo NTAMBI (1995), a SCD controla o equilibrio entre os acidos
graxos saturados e monoinsaturados em animais, influenciando as
propriedades fisicas de sistemas complexos lipidicos, em especial fosfolipidios
de membrana, triglicerideos e colesterol, que pode resultar na mudanca de
fluidez da membrana e metabolismo lipidico (WATERS e NTAMBI,1996).
Embora seja uma enzima produzida endogenamente, sua regulacdo esta
associada a diferentes fatores tais como dieta, horménios, temperatura, metais,
vitamina A e os processos de desenvolvimento (NTAMBI,1999).

Em animal pecilotérmico, o frio induzido aumenta a insaturacdo de
lipideos da membrana relacionada a um aumento compensatorio na fluidez,
conservagcdo e funcbes das propriedades da membrana (adaptacao
homoviscosa) e, nesse aspecto, a propor¢cdo de acido oléico e estearico,
promovido pela SCD é crucial para interacdo célula-célula (NTAMBI, 1995).
Embora seja altamente expressa no figado e no tecido adiposo, onipresente no
organismo, tem uma clara tendéncia ascendente em animais alimentados com
dieta com elevados teores de carboidratos (NTAMBI, et al., 1988) e
descendente em animais nao alimentados (jejum) e alimentados com dietas
ricas em acidos graxos poliinsaturados (PUFA) (PRICE et al., 2000; NTAMBI e
BENE, 2001).

Em peixes, o impacto da dieta e da temperatura sobre a expressao de
SCD também tem sido relatada (JORDAL et al., 2005; ZENGH et al., 2005;
HSIEH e KUO, 2005; HSIEH et al., 2007; LEAVER et al., 2008). POLLEY et al.
(2003) e EVANS et al. (2008) relataram que a resposta a esses fatores sao
modulados por duas isoformas da SCD, sendo que uma diminuicdo na

temperatura causa uma regulacdo positiva transitéria em uma isoforma,
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enquanto que a composicao de 4cidos graxos da dieta modula a expressao de
uma segunda isoforma.

Em Salmo salar e Dicentrarchus labrax, dietas contendo altos niveis de
Oleos vegetais proporcionaram um aumento na expressdo de SCD do figado,
comparados aqueles que receberam dietas com niveis elevados de oleo de
peixe (JORDAL et al., 2005; ZENGH et al., 2005; LEAVER et al., 2008). Em
Salmo salar, o aumento do acido linoleico conjugado (CLA) na dieta
proporcionou um aumento dos transcritos mMRNA SCD no figado e musculo e
um consequente aumento na quantidade de acidos graxos altamente
insaturados (HUFA) (KENNEDY et al., 2006).

Sobre o efeito da temperatura, poucos trabalhos tém sido realizados e,
geralmente, utilizam a reducdo da temperatura ambiental a partir da
temperatura 6tima do animal sobre a atividade das dessaturases. SCHUNKE e
WODTKE (1983), por exemplo, ao avaliar o efeito da redugéo da temperatura
em Cyprinus carpio observaram um aumento da atividade das dessaturases no
figado. HSIEH e KUO (2005) ao avaliar o efeito da temperatura sobre a
atividade e expressédo da SCD de Chanos chanos e Ctenopharyngodon idella,
observaram que a reducdo da temperatura em 10°C aumentou a atividade da
SCD e a expressdo dos genes para sua sintese, bem como um aumento na
guantidade de PUFA. Resultados similares foram obtidos por HSIEH et al.
(2007), ao estudar a acdo conjunta da dieta com Oleos vegetais e baixa
temperatura em tilapia hibrida (Oreochromis niloticus X O. aureus), quando
observaram também um aumento da expressdo da SCD, seguida de um
aumento da atividade e quantidade de PUFA. Também TRUEMAN et al.

(2000), testando a aclimatacdo a frio de Cyprinus carpio, encontraram um
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aumento da expressdo de mRNA SCD, de 2 a 4 vezes maior que no grupo
controle.

Neste estudo, embora o desafio ambiental ndo tenha tratado da reducao
da temperatura, 0s resultados apresentaram variagOes significativas na
expressdo da SCD. Em funcdo do tempo de exposicdo, observou-se um
aumento dos transcritos de SCD no figado do tambaqui a partir de 30 dias para
0 cenario A1B e, a partir de 60 dias, para os demais cenarios climaticos (Bl e
A2). No musculo, todos os cenarios promoveram um aumento a partir de 60
dias. Em contrapartida, o contraste entre as salas apresentou que a submisséo
do tambaqui a todos cenarios climéticos, ocasionou um aumento da expressao
em 90 e 120 dias, seguido de reducdo em 150 dias e, no musculo, todos os
cenarios ocasionaram uma reducdo da expressdo da SCD a partir de 60 dias,
sendo que o cenario extremo (A2), em 150 dias, a reducédo foi
pronunciadamente menor.

Esses dados, embora estejam fora do que é proposto na literatura para o
efeito da temperatura nos peixes, possibilita o entendimento das mudancas
climaticas sobre o metabolismo dos lipideos. Nesse sentido, sugere que o
aumento da temperatura, acompanhado do aumento do CO2, também
influencia no aumento da expressao da SCD. Uma possivel explicacdo pode
ser dada pela relagdo da SCD com a manutencdo das propriedades da
membrana.

Segundo MURATA e LOS (1997), as membranas séo os primeiros alvos
afetados pela mudanca de temperatura e seus componentes lipidicos
respondem imediatamente a este desafio. Adicionalmente, LOS e MURATA

(1998) descreveram que mudancgas nas variaveis ambientais, especialmente a
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temperatura, podem ocasionar perturbacdées organicas que sao refletidas nas
propriedades da membrana celular. Estes relatos, acompanhados dos
resultados obtidos nesse trabalho para triglicerideos e colesterol, podem indicar
que o aumento da expressdo da SCD no figado foi causado por um disturbio
organico do tambaqui, ao enfrentar as mudancas ambientais, neste caso 0s
cenarios climaticos, na tentativa de manter as propriedades da membrana. Em
contrapartida, a reducdo observada em 150 dias pode representar que 0s
animais, apos o estresse ambiental, aclimataram-se as novas condi¢des e 0s
niveis de transcritos de mMRNA SCD tenderam a retomar a normalidade.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam claramente que €
necessario ampliar os estudos dos efeitos das mudancas climaticas,
particularmente envolvendo aumentos da temperatura ambiental e dos niveis
de di6éxido de carbono, sobre as respostas adaptativas dos peixes, quer seja
em ambiente natural, quer seja em ambiente de cultivo, especialmente sobre

as membranas celulares.

5. CONCLUSOES

1. O tambaqui apresentou ganho de peso diferenciado quando exposto aos
cenarios climaticos B1, A1B e A2 previstos pelo IPCC para o ano 2100, sendo
que apos 150 dias nota-se uma diminuigdo na taxa de crescimento especifico
dos animais expostos ao cenario extremo (A2).

2. O perfil hematolégico dos juvenis de tambaqui foi influenciado pela
exposicao aos cenarios climaticos (B1, A1B e A2) propostos pelo IPCC para o
ano 2100, que apresentou um aumento de Ht, glicose, cortisol e triglicerideos e

uma diminuicdo do VCM nos primeiros 30 dias de exposicdo e depois uma
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estabilizacdo, denotando uma adaptacdo dos organismos as condi¢cdes

ambientais a que estavam expostos.

3. Os cenarios intermediario (A1B) e extremo (A2), previstos pelo IPCC para o
ano 2100, ocasionaram um aumento nos transcritos de mRNA SCD do figado
do tambaqui, seguido de reducdo em 150 dias. No musculo, a expressao de
SCD apresentou diminui¢cdo nos cenérios B1, A1B e A2, em relacdo ao cenario

atual.
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