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RESUMO

Os peixes amazobnicos apresentam inimeras estratégias ligadas a captagéo
de oxigénio em respostas aos periodos de escassez do mesmo em meio aquatico,
levando-os ao desenvolvimento de diversos mecanismos adaptativos, sejam eles
fisiologicos, morfolégicos, bioquimicos ou genéticos. Peixes amazdnicos encontram
auséncia de oxigénio nos seus habitats durante o periodo sazonal e/ou diario e
como respostas a essas variacfes, os efeitos fisiologicos da hipdxia crénica e
intermitente ainda sdo mal compreendidos. Este estudo buscou avaliar as respostas
metabdlicas do ciclideo-ando Apistogramma agassizii afetadas pela exposicdo a
hipoxia crénica e intermitente. Grupos de adultos do ciclideo foram expostos a
hipoxia (abaixo de 1 mgO..L™) ou norméxia (6,48 + 0,04 mgO,.L™) por periodos que
variam de 96 horas para a hipdxia crénica e de 1 a 4 semanas para hipdxia
intermitente. Posteriormente o tempo de perda de equilibrio em hipoxia, consumo de
oxigénio e atividade das enzimas lactato desidrogenase e citrato sintase foram
medidos apOs o tempo de aclimatacdo em hipdxia de cada grupo experimental. As
exposicoes de ciclideos a baixa concentracdo de oxigénio mostraram um aumento
gradativo no tempo de perda de equilibrio da espécie, adultos aclimatados durante 4
semanas a hipoxia intermitente tiveram maiores reducdes da taxa metabdlica de
46% (P= <0,0017, F= 38,80) e maior LOE que chegou a 90 minutos (P= <0,04, F=
12,265). A reducdo da atividade da enzima citrato sintase, acompanhada do
aumento da atividade da enzima lactato desidrogenase demonstra que o ciclideo-
ando aumenta 0 seu potencial anaerdbico conforme a espécie € exposta a hipdxia
cronica e intermitente. Ao ser submetido a hipoxia intermitente por 4 semanas a
espécie mostrou ativar o metabolismo anaerdbico com maior eficiéncia, onde
conseguiu regular o consumo de oxigénio e as vias metabdlicas, enquanto ao ser
submetido a hipodxia crbnica, o ciclideo ativa apenas as vias metabdlicas. Este
estudo demostra que o ciclideo-ando Apistogramma agassizii possui uma grande

plasticidade fenotipica para lidar com as variagbes de oxigénio dissolvido.

Palavras-chave: HipOxia; Apistogramma agassizii; metabolismo anaerdbico e

aerobico.
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1. INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos amazobnicos apresentam diferentes desafios aos
organismos que neles habitam, levando-os ao desenvolvimento de diversos
mecanismos adaptativos (VAL et al.,, 2016), um desses desafios é a variacdo da
disponibilidade de oxigénio, uma variacao fisico-quimica que apresenta efeito direto
sobre os animais aquaticos (VAL e ALMEIDA-VAL, 1996; HEINRICHS-CALDAS et
al., 2019). Anualmente ocorre a mudanca no ciclo das aguas, resultando em
periodos de enchente, cheia, vazante e seca. Nesses periodos ha uma variacdo nos
niveis de oxigénio, criando assim ambientes hipdxicos, que possuem baixas
quantidades de oxigénio dissolvido, variando de concentracdes de 1% a 30% ou
ambientes anoxicos, onde o oxigénio dissolvido chega a 0% (VAL e ALMEIDA-VAL,
1996). Além disso, ocorrem as variacdes diarias, podendo ser mais criticas, variando
de uma concentracdo supersaturada durante o dia, até concentracdes que chegam a
zero durante a noite (JUNK et al., 1983; VAL e ALMEIDA-VAL, 2005; SOUZA, 2017).
Na figura 1 observa-se a variacdo diaria das concentracfes de oxigénio dissolvido
na regido do Lago Cataldo (CHIPPARI-GOMES, 2002, dados néo publicados) além
da relacao da profundidade com a disponibilidade de oxigénio.

Figura 1. Variacao diaria das concentracdes de oxigénio dissolvido na regido do Lago Cataldo no
més de agosto de 2001. Adaptado.
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Essas variacbes causam grandes impactos na distribuicdo dos peixes, pois 0s
mesmos precisam desenvolver ajustes metabdlicos para continuar neste habitat
(HEINRICHS-CALDAS et al.,, 2019). A hipdxia crbnica surge como resultado da

eutrofizacdo do ecossistema aquatico e pode levar ao declinio da populacdo e
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mudancas na estrutura da comunidade, eliminando espécies sensiveis a hipoéxia.
(WU, RSS, 2002; HEINRICHS-CALDAS et al., 2019)

Peixes que se encontram em ambientes hipoxicos tentam manter o
suprimento de ATP celular aumentando o transporte de O, ou aumentando o uso do
metabolismo anaerobico, todavia alguns organismos tolerantes conseguem reduzir
as demandas de ATP por meio da depresséo ativa da taxa metabdlica de repouso,
reduzindo os processos energeticamente caros, como a sintese de proteinas, o
transporte de ions, reducdo na demanda de ATP celular e diversas alteracdes
fisiolégicas (BICKLER e BUCK, 2007 ; WOOD et al., 2007 , 2009 ; DE BOECK et al.,
2013), sendo essa uma estratégia de diminuir o requerimento pelo oxigénio. No
estudo de Heinrichs-Caldas e colaboradores (2019), foi observado que a espécie de
ciclideo Astronotus crassipinnis, uma espécie altamente tolerante a hipoxia,
apresenta uma alta capacidade de reducdo da taxa metabdlica (57%), quando
exposto a hipOxia, caracteristica que esta relacionada com a tolerancia da espécie,
corroborando com dados encontrados por Chippari-Gomes e colaboradores (2005)
que observaram que o ciclideo Symphysodon aequifasciatus apresentou uma
reducdo metabdlica de apenas 32%, caracteristica que o classificou como uma
espécie pouco tolerante a baixa concentracéo de oxigénio.

Das estratégias de adaptacdo identificadas nos peixes, a ativacdo do
metabolismo anaerdbico e a supressdo da demanda de energia, dependem de
ajustes na atividade de enzimas marcadoras. Almeida-Val et al. (1995) observaram
uma reducéo significativa na atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no
figado, coracdo e cérebro do ciclideo Cichlosoma amazonarum exposto a hipdxia
severa (£30mmHg) por um periodo de 51 dias. Todavia, nenhuma modificacdo da
atividade da enzima LDH foi observada no musculo esquelético. A supressdo das
atividades da LDH em alguns peixes, como o C. amazonarum, pode ser devida a
supressdo geral das rotas anaerébicas como resultado da reducdo total do
metabolismo desta espécie de peixe.

A distribuico dessas isoenzimas da Lactato Desidrogenase (LDH) nos
tecidos dos ciclideos da Amazbnia estd relacionada com a habilidade desses
animais em tolerar ambientes hipdxicos (ALMEIDA-VAL et al., 1995). Estudos
realizados in vitro com sistemas de mamiferos revelaram que muitos genes
induzidos pela hipéxia sdo regulados por uma proteina de ligacdo do DNA,

conhecida como fator induzido pela hipdéxia (HIF-1 do inglés — Hypoxia Inducible
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Factor) (WANG & SEMENZA, 1993; BUNN & POYTON, 1996). Essa proteina,
guando recebe o sinal de um sensor de oxigénio por meio de uma reacéo de oOxi-
reducdo, ativa a transcricdo de genes induziveis pela hipoxia, tais como uma
variedade de enzimas glicoliticas, como a hexoquinase, lactato desidrogenase,
piruvato quinase (SEMENZA et al., 1994, 1996; ARANY et al.,, 1996; CHIPPARI-
GOMES, 2002).

A tolerancia organica pode surgir a partir da exposicao a um estressor ainda
em estagio embrionario e larval, conferindo alteragcbes na maquinaria génica que,
mais tarde irdo permitir a sobrevivéncia biologica. A hipoxia intermitente ou crénica
pode causar reducdo no consumo de ragao, reducdo no crescimento, aumento de
doencas e mortalidade em peixes (REMEN, et al. 2013; YANG et al., 2013), e seus
efeitos sdo mal compreendidos. Ha evidéncias de que a exposicdo a episodios
repetidos de hipdxia compromete o crescimento em algumas espécies de peixes
(salméo do Atlantico, Salmo salar e bagre do sul, Silurus meridionalis) (STIERHOFF
et al., 2003; MCNATT e RICE, 2004), além de auxiliarem na tolerancia a esse
estressor em algumas espécies. Ho e Burggren (2012) observaram gque a exposi¢cao
de individuos adultos de peixes-zebra (Danio rerio) a hipoxia cronica, em diferentes
periodos de tempo, confere resisténcia a prole, entretanto seus resultados
mostraram que essa resisténcia era dependente do tempo, pois casais expostos a
uma unica semana de hipdxia produziram larvas de peixes-zebra menos resistentes
a uma primeira exposicao a hipoxia aguda, enquanto os casais aclimatados de 2 a 4
semanas tiveram efeitos diretos nas larvas, através de alteracdes no comprimento
do corpo e resisténcia a hipoxia, corroborando com dados encontrados por Gracey e
colaboradores (2001) que observou a regulacéo positiva de genes envolvidos com a
hipéxia aumenta dramaticamente ap6s 6 dias de exposicao a hipoxia.

Os peixes da familia Cichlidae sédo frequentemente estudados devido a sua
complexidade comportamental, além de possuirem uma morfologia diversa,
abrangendo espécies de médio (Cichla spp) a pequeno porte (Apistogramma spp),
permitindo que espécies dessa familia sejam encontradas nos diferentes ambientes
aguaticos da regido, além de serem animais altamente tolerantes a hipoxia.
Apistogramma agassizii € uma espécie de ciclideo-ando encontrado em correntes de
agua clara e preta, ao longo do rio Amazonas-Solimdes, é um ciclideo de pequeno
porte onde em fase adulta o macho pode chegar a ter 60 mm e a fémea 30 mm,

ocupa ambientes de lagos e igarapés, os individuos da espécie vivem em
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associacdo com substratos como troncos, raizes e folhas, utilizando-os como local
de refugio e forrageamento. Os machos de A. agassizii sGo maiores, mais coloridos
e com as nadadeiras mais prolongadas em comparagao com as fémeas (Figuras 2 e
3) (OLIVEIRA, J. C., 2016). Por terem cores atraentes e possuirem pequeno porte,
0os membros da espécie apresentam importancia no mercado ornamental
(MENDONCA & CAMARGO, 2006). Além disso, as espécies do género
Apistogramma formam hierarquias de dominancia, o que os torna territorialistas por
natureza, sendo esta uma das suas caracteristicas mais importantes para 0s
estudos de hipoxia, pois os individuos dessa espécie conseguem tolerar esse

estressor e, na sua grande maioria, ndo demonstram mecanismo de fuga.

Figura 2. Exemplar macho de Apistogramma agassizii.

Fonte: OLIVEIRA, 2016
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Figura 3. Exemplar fémea de Apistogramma agassizii.

Fonte: OLIVEIRA, 2016

Com as previsdes de aquecimento global, aumento da urbanizacado, poluicdo
e outras causas antropicas, as variagcbes de oxigénio nos ambientes podem se
tornar mais intensas em algumas regides amazonicas, resultando no aumento da
temperatura maxima e na maior incidéncia e duracdo de periodos de hipoxia,
aumentando os desafios para peixes que habitam os ambientes tropicais. Com isso,
€ importante entender como esses animais modulam o metabolismo anaerébico em
periodos severos de hipdxia crénica e intermitente e, como essa exposi¢ao pode, ou

nao, aumentar a tolerancia desses animais a esse estressor.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da aclimatagcdo a hipdxia crbnica e intermitente sobre o
metabolismo e a tolerancia do ciclideo-ando Apistogramma agassizii.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o quanto consumo de oxigénio (MQO,), perda de equilibrio (LOE)
e pressdo critica de oxigénio (Pci) esta relacionado a tolerancia
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Apistogramma agassizii apés a aclimatacdo a hipoxia crbnica e
intermitente;

e Observar se ha relacdo entre a tolerancia adquirida e a variacdo na
atividade da Lactato Desidrogenase e Citrato Sintase do ciclideo-anao
Apistogramma agassizii ap0s a exposicdo a hipoxia cronica e

intermitente.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aquisicao dos animais e aclimatacgao

Noventa individuos de Apistogramma agassizii de ambos os sexos foram
comprados de um fornecedor comercial na loja Fish & Cia Aquarios, localizada na
cidade de Manaus, Amazonas. Foram transportados em sacos plasticos para o
Laboratério de Ecofisiologia e Evolucdo Molecular (LEEM), localizado no Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazénia (INPA), onde foram mantidos em tanques de
polietileno, com capacidade de 150 L (Fortlev), sob aeracdo constante em
temperatura ambiente (26,8 + 0,45 °C) e mudancas regulares de &agua, por um
periodo de 30 dias, para aclimatacdo. Durante a aclimatacdo, os peixes foram
alimentados diariamente com racdo comercial contendo 47,5% de proteina até 24
horas antes de iniciarmos o experimento. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados seguindo as normas do Guia Brasileiro de Uso e Cuidado de
Animais do CONCEA, sob autorizacdo do Comité de Etica do INPA (CEUA/INPA,
protocolo n° 054/2017). Os experimentos seguintes foram realizados em ambientes

fechados, durante a manha, das 08:00 as 11:00 horas.

3.2 Aclimatacao experimental de hipoxia

Os noventa exemplares de A. agassizii foram divididos em seis tanques de
aclimatacdo, cada tanque continha 15 individuos. Os peixes foram colocados em
aguarios separados, 0s grupos experimentais (n= 10 por tempo) foram exposto a
hipoxia intermitente durante diferentes periodos de tempo (1 semana, 2 semanas, 3
semanas, 4 semanas), a hipdxia cronica de 96 horas e um grupo controle que ficou

em normoxia constante durante as 4 semanas de aclimatacdo (Figura 4 e 5).
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Utilizamos uma quantidade de 5 individuos a mais caso houvesse morte de algum
deles ao decorrer do experimento.

Vinte e quatro horas antes do experimento deu-se inicio ao periodo de
aclimatacdo dos peixes nos tanques experimentais. Os tanques eram dotados de
sistema de aeracédo e de temperatura controlada (25,8 + 0,29 °C).

Apbés as 24 horas da transferéncia dos peixes para os tanques de
aclimatacdo a concentracdo de oxigénio foi reduzida, para iniciar a hipoxia nos
tanques experimentais, a partir do borbulhamento de nitrogénio gasoso para
diminuir a concentracdo de oxigénio, por meio de deslocamento, até atingir
concentracbes em torno de 1,00 mg/L. A concentragdo de oxigénio escolhida foi
abaixo do PO, dessa espécie (1,46 + 0,08 mgO,.L™?), para garantir que os peixes
estavam ativando o metabolismo anaerdbico neste periodo de aclimatacdo. A
hipéxia crénica foi mantida borbulhando a 4gua com géas nitrogénio. Depois de
atingir a concentracéo de oxigénio desejada (0,77 + 0,08 mgO,L™) o fluxo de gas
foi interrompido e os peixes foram mantidos nessa condigdo por 96 horas
consumindo o oxigénio disponivel, sendo que, no decorrer desse periodo, foi
medido, a cada 24 horas, a concentracdo de oxigénio e temperatura da agua, com
sondas YSI-55, tanto no grupo em hipoxia crénica quanto no grupo em normoxia. A
hipoxia intermitente foi mantida usando a mesma metodologia da hip6xia cronica.
Ap6s a concentracdo desejada (0,84 + 0,05 mgO,L™) ser atingida, os peixes foram
mantidos na condi¢cdo experimental por 3 horas pela manha, das 08:00 até as 11:00
horas, durante 4 semanas, 3 semanas, 2 semanas e 1 semana sendo que, no
decorrer desse periodo, foi medido, a cada 1 hora, a concentracdo de oxigénio e
temperatura da agua, tanto no grupo em hipoxia quanto no grupo em normoxia. Ao
atingir as 3 horas em hip6xia intermitente, a aeracdo foi retornada no grupo
experimental, o que durou 19,60 + 0,37 min, até atingir os niveis normais de
oxigenacdo (6,48 + 0,04 mgO,.L™"). Os peixes foram impedidos de respirar na
superficie da agua com uma barreira de plastico bolha. Em todos os experimentos
de aclimatacao a hipoxia, os peixes foram alimentados.

No ultimo dia de aclimatagdo, depois de decorrer as 96 horas em hipdxia
cronica, foram removidos 8 individuos aleatoriamente de cada tanque, pesados
(normoxia: 0,41 £ 0,03 g e hipoxia crbnica: 0,40 £ 0,05 g) e transportados para a
sala respirométrica, depois de 24 horas de recuperacdo foram realizadas as

analises de tolerancia, por meio da perda de equilibrio (LOE), e a taxa metabdlica
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dos animais, conforme os individuos iam sendo liberados das céamaras
respirométricas eles eram eutanasiados por um corte na medula espinhal. O
mesmo procedimento foi realizado com o grupo de hipdxia intermitente, no ultimo
dia de aclimatacdo depois de decorrer as 3 horas de exposicdo a hipoxia
intermitente, foram removidos 8 individuos aleatoriamente de cada tanque, pesados
(normoxia: 0,93 £ 0,09 g e hipoxia intermitente: 1,02 + 0,11 g) e transportados para
a sala respirométrica para analises de tolerancia através do LOE, MO; e POy, NO
final da analise os peixes eram eutanasiados. Em seguida esses individuos
retornaram para o seu tanque experimental e foi deixado decorrer 24 horas de
recuperacgdo, apos esse tempo 10 individuos foram escolhidos de forma aleatéria e
mortos, foram coletados amostras do muasculo esquelético branco (Figura 6 e 7),
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C para posterior

analise enzimatica.

Figura 4. Demonstracdo do sistema experimental. Tanques de aclimatagdo a hipOxia
intermitente, contendo 15 individuos de Apistogramma agassizii cada.




Figura 5. Tanques de aclimatacéo a hipoxia crdnica e normoxia, contendo 15 individuos de

Apistogramma agassizii cada.
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Figura 6. Coleta dos tecidos (musculo esquelético branco) de Apistogramma agassizii.
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Figura 7. Muasculo esquelético branco de um individuo de Apistogramma agassizii.

3.3Toleréncia fisioldégica

3.3.1 Taxa metabéblica

Taxa de consumo de oxigénio (MO,) e tensdo critica de oxigénio (POt
foram determinadas utilizando a metodologia de trabalhos anteriores (CAMPOS et
al.,, 2016; HEINRICHS-CALDAS et al., 2019). Quando finalizava os dias de
exposicdo de um dos grupos experimentais (96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3
semanas, 4 semanas) oito individuos eram retirados aleatoriamente do tanque para
serem mantidos durante a noite em camaras respirométricas, até a recuperacao do
seu manuseio, as camaras possuiam agua com aeracao e temperatura controlada
em 28°C. Foi utilizado DAQ-M (Loligo System, Tjele, Dinamarca) que trabalha em
ciclos de recirculacéo, onde para medir o consumo de oxigénio foram utilizadas as
seguintes etapas: descarga (180 s), espera (120 s), e medicéo (300 s), cada etapa
possui um tempo a se determinar, ou seja, um “loop”, e cada “loop” durou 10
minutos. O teste de POy, durou aproximadamente 4 horas para cada peixe. O
ciclo de recirculacéo foi controlado pelo software AutoResp (Loligo System, Tjele,
Dinamarca). A medicao de oxigénio nas camaras ocorreu com a utilizacdo de cabos
opticos que se conectam a OXY-4 ou Witrox-4 (Loligo System, Tjele, Dinamarca) e
pontos de sensores que estavam ligados nas camaras (Figura 8).

Para o célculo do MO, foi utilizado a seguinte férmula:
MO, =-AO.Vresp.B*,
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Onde,
AO é a taxa de variagdo na concentracdo de oxigénio
Vresp é o volume da camara respirométrica

B € a massa do individuo (kg).

3.3.2 Perda de equilibrio (LOE)

Apbs as andlises de consumo de oxigénio, o oxigénio foi reduzido dentro das
camaras respirométricas até uma concentracdo de 0,4 mg + 0,05 O,.L™ para as
andlises do tempo de perda de equilibrio (LOE) e o tempo que os individuos
permaneceram nessa condicdo foi monitorado até quando observado qualquer sinal
de perda de equilibrio. Nestas condi¢Bes foram anotados o tempo e a concentracao
de oxigénio. Sequencialmente, o peixe foi removido do tanque experimental e

colocado em um tanque bem oxigenado para recuperacao.

Figura 8. Individuos de Apistogramma agassizii condicionados a camaras respirométricas.
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3.4Andélise das atividades enziméticas

Para as andlises das atividades enzimaticas, foi retirada uma amostra do
musculo esquelético branco, sendo homogeneizado em solucdo tampéo especifica
e centrifugados para coleta do sobrenadante. Posteriormente foi adicionado o
substrato para o inicio da reacdo, buscando a detec¢do da atividade para a Lactato
Desidrogenase (LDH; EC 1.1.27) e Citrato Sintase (CS; EC 4.1.3.7). Para o
musculo, 0,01 g de tecido foram homogeneizados em um tampao imidazolico 10x
(imidazol 50 mM, EDTA 1 mM e 1% Triton x-100 em pH 7,4) e centrifugados a
10.000xg em uma Centrifuga Refrigerada 5430 R (Eppendorf, Hamburg, GE)
durante 15 minutos a 4 °C. Os protocolos para as reagfes enzimaticas sdo as
seguintes:

. LDH (EC 1.1.27) - foi realizado em placa de 300 yL de 96 pocos
contendo a solucdo tamp&o com 0,15 mM de NADH, 1 mM de KCN e 50 mM de
imidazol, pH 7,4 a 25°C. Foi utilizado para o substrato 1 mM (baixa concentracao)
de piruvato para as reacdoes da LDH, as taxas de inibicbes do piruvato foram
calculadas para obter os valores de inibicdo da LDH.

. CS (EC 4.1.3.7) - Sua solucao tampao foi: 0,25 mM de DTNB (acido
dithio-bis-2-nitrobenzoico) 75 mM base de Tris, pH 8,0 a 25°C, onde as reac¢fes
foram iniciados com 0,04 mM acetil-Co-A e teve como substrato 0,5 mM de acido
oxalacético.

Foram realizadas triplicatas a 28°C, a determinacdo das atividades
enzimaticas foi feita usando o espectofotometro de placa SpectraMax Plus 384
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), a proteina total foi quantificada apds o
ensaio de Bradford (Bradford, 1976).

3.5Andalise estatistica

As andlises estatisticas para todas as metodologias foram obtidas por intermédio
do programa SigmasStat (v. 3.5) e os gréficos foram feitos no SigmaPlot (v. 12.0). Os
valores das atividades enzimaticas foram examinados por meio da Analise de
Variancia — critério unico (Anova one-way), seguindo por testes comparativos de

comparacao multipla de Tukey e Holm-Sidak. O nivel de significancia foi mantido de
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95% (p> 0,05) em todos os testes. Os dados estdo apresentados como média e
SEM (n=10).

4. RESULTADOS

4.1 Parametros fisico-quimicos

N&o houve variagdo na temperatura entre 0S grupos experimentais. A
concentracdo de oxigénio dissolvido mostrou diferenca estatistica do grupo controle
com o grupo de hipodxia intermitente (H1, H2, H3 e H4) e crbnica (todos P= <0,001,
F=12,69) (Tabela 1). Durante o experimento de aclimatacdo a hipoxia intermitente,
trés fémeas morreram no grupo experimental de 4 semanas e duas fémeas e um

macho morreram no grupo controle.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da agua utilizada ao longo do experimento com Apistogramma
agassizii. Os dados estdo apresentados como média + SEM.

Tratamento Oxigénio (mg/L™) Temperatura (°C)
Normoéxia 7,15+0,19 25,21 +1,32
Hipoxia Cronica (96h) 0,74 +0,09 27,68 £ 0,20
H1 Intermitente 0,89 + 0,04* 24,98 + 2,56
H2 Intermitente 0,88 + 0,04* 25,23 +0,25
H3 Intermitente 0,85 + 0,05* 25,24 £ 0,22
H4 Intermitente 0,83 + 0,05* 25,24 +£0,24

(*) Representa diferenca estatistica significativa entre os diferentes tratamentos. (p<0,05)

4.2 Analise Respirométrica

Os individuos de Apistogramma agassizii expostos a diferentes tempos de
aclimatacdo a hipdxia, expressaram respostas diferentes no tempo de perda de
equilibrio (LOEj) e na taxa de consumo de oxigénio (MO;). No presente trabalho, o
POyt (Figura 9) ndo mostrou modulacdo, ndo apresentando diferenca estatistica

entre os grupos analisados (P=<0,113, F=0,792).
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Foi observado um aumento gradativo no tempo de perda de equilibrio nos
ciclideos, ao compararmos os diferentes tempos de aclimatacdo observou-se que
quanto maior foi o tempo de exposicdo a hipoxia, maior foi o LOEn, para essa
espécie. Individuos aclimatados durante 4 semanas a hipOxia intermitente
apresentaram um aumento no LOEy;, quando comparado com a normoxia (P= <0,04,
F=12,265).

E possivel observar nas figuras 10 e 11 que dentro do proprio grupo de
hipoxia intermitente tivemos resultados diferentes, 0os grupos experimentais que
ficaram durante 2 semanas e 4 semanas tiveram resultados semelhantes, visto que
durante a segunda semana em hipOxia intermitente os ciclideos modularam mais o
metabolismo anaerobico, aumentando o seu tempo de LOE;, e diminuindo o seu
consumo de oxigénio quando comparado com 0 grupo em normoxia, ja na terceira

semana de aclimatacdo ndo houve modulacéo na taxa de consumo de oxigénio.

Figura 9. Presséo critica de oxigénio (PO,ct) apos diferentes tempos de aclimatacéo a hipdxia.
Dados como média + SEM.
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Figura 10. Tempo para perda de equilibrio (LOE,) de Apistogramma agassizii apos diferentes
tempos de aclimatacao. Dados como média + SEM. Asterisco indica diferenca estatistica entre os
diferentes tratamentos.
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Figura 11. Taxa de consumo de oxigénio (MO,) do Apistogramma agassizii apos diferentes tempos
de aclimatacéo a hipdéxia. Dados como média + SEM. Asteriscos indicam diferencas entre o0 consumo
de oxigénio do grupo levado a hipdéxia em relagédo ao grupo que ficou em normédxia constante.
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Os resultados mostram que a exposicao prolongada a hipoxia intermitente
modula as respostas metabolicas dos individuos para um metabolismo anaerobico,
0s grupos gue ficaram em hipdxia intermitente durante 2 e 4 semanas tiveram as
maiores reducdes da taxa metabdlica, sendo o grupo de 2 semanas com 33% e 0

grupo de 4 semanas com uma alta reducdo de 46% (P= <0,007, F= 10,14; P=
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<0,0017, F= 38,80, respectivamente) (Figura 11) quando comparado com os demais

grupos e maior tempo de LOEy, (90 minutos) (Figura 10).

4.3 Ajustes metabdlicos enziméaticos

A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) aumentou apds a
segunda semana de exposicdo a hipoxia intermitente (P= <0,0015, F= 30,046)
(Tabela 2), enquanto no grupo de hipdxia crbnica houve uma diminuicdo da
atividade da enzima quando comparado com o grupo controle (P= <0,071, F=
4,068). Foram calculadas a razéo entre a atividade da enzima CS em relacéo a LDH
(CS/LDH) para o musculo, observa-se nesta tabela que a razdo da CS/LDH séao
menores que 1 no musculo dessa espécie (P= <0,002, F= 21,872), refletindo no

aumento da atividade da LDH.

Tabela 2. Atividade enzimética da lactato desidrogenase (LDH), malato desidrogenase (MDH) e
citrato sintase (CS) no musculo esquelético do Apistogramma agassizii (n = 6 + SEM) expostos a
hipoxia intermitente e crénica de 96 horas.

Mdusculo
LDH CS CS/LDH
Normoéxia 2,65 +0,42 0,43+0,14 0,16 £ 0,06
96h 0,63 + 0,071 0,17 £ 0,02* 0,27 £ 0,05*
H1 0,51 +0,28 0,12 + 0,02* 0,23 £ 0,05*
H2 4,05 + 0,001~ 0,31 + 0,05* 0,08 £ 0,01*
H3 4,3 +0,007* 0,18 £ 0,01* 0,04 £ 0,01*
H4 5,6 £ 0,001* 0,09 + 0,01* 0,02 +0,009*

(*) Representa diferenga estatistica significativa entre os diferentes tratamentos. (p<0,05)

5. DISCUSSAO

Os ciclideos apresentam uma grande diferenca quanto a tolerancia a
hipoxia. Alguns peixes sdo altamente tolerantes a hipoxia, podendo até passar
horas em andxia, como o Astronotus oceollatus (MUUSZE et al., 1998) e o
Astronotus crassipinnis (CHIPPARI-GOMES et al., 2005; HEINRICHS-CALDAS et
al., 2019). No presente trabalho observamos que o A. agassizii € moderadamente
tolerante a hipoxia, assim como os ciclideos Heros sp e Geophogus aff. altifrons
(CHIPPARI-GOMES et al., 2000) e a espécie Symphysodon aequifasciatus
(CHIPPARI-GOMES et al., 2005).
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Os valores para os parametros da agua sofreram variacdo entre o0s
diferentes grupos de aclimatacdo, no entanto, eles permanecem dentro do padréo
de qualidade de 4gua para os peixes (WETZEL, 1993; ARANA, 1997). Os ciclideos
possuem a capacidade de suportar a variacdo no oxigénio dissolvido desde que o
mesmo se mantenha entre o toleravel para a determinada espécie. Levando isto
em consideracéo, apesar da diferenca de oxigénio dissolvido entre os tratamentos,
0 mesmo permaneceu abaixo do PO., da espécie estudada, auxiliando na
ativacdo do metabolismo anaerdbico sem que o A. agassizii perdesse o equilibrio
dentro do tanque experimental, estando dentro da faixa de tolerancia da espécie.

Trés fémeas do grupo experimental de hipdxia intermitente por 4 semanas,
morreram durante o experimento e duas fémeas e um macho do grupo controle
também morreram. Como todas as fémeas que morreram estavam ovadas,
sugerimos que 0 seu gasto energético era maior e, por isso, houve uma maior taxa
de mortalidade. Um trabalho sobre custo fisiolégico da reproducéo foi realizado com
fémeas de Drosophila melanogaster (mosca) mostrando que fémeas que produziram
ovos foram mais susceptiveis aos estresses oxidativo e gasto energético (SALMON
et al. 2001). Diversos trabalhos foram produzidos buscando avaliar o esforco dos
animais no periodo reprodutivo e, de modo geral, os resultados mostraram mais
estresse oxidativo nos animais com maior esfor¢o reprodutivo e menos estresse
oxidativo nos animais em reproducado, especialmente quando se trata das fémeas
(DOWLING e SIMMONS 2009; METCALFE e MONAGHAN 2013; BLOUNT et al.
2016). Algumas fémeas que se encontravam no periodo reprodutivo, ao decorrer da
exposicdo a hipdxia intermitente morreram, mas como o N utilizado no projeto foi
baixo para avaliar a taxa de mortalidade, é preciso dar continuidade aos estudos por
meio de novos experimentos e realizar mais analises bioguimicas, genéticas e
fisiolégicas, para complementar o entendimento dos mecanismos que levam a
diminuicAo da sobrevivéncia das fémeas de A. agassizii expostas a baixa
concentracdo de oxigénio.

Nossos resultados mostram que 0 mecanismo de redugdo da taxa metabdlica
em hipoxia ocorreu em ambas as aclimatacdes, entretanto, 0 consumo de oxigénio
desses individuos é diferente entre os grupos de aclimatacéo, o que ja era esperado,
uma vez que a hipdxia cronica e a hipoxia intermitente tém efeitos diferentes sobre
0s metabolismos desses animais. No grupo de 2 semanas observamos um aumento

na reducdo na taxa metabdlica de 33%, e um aumento na reducdo da taxa
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metabdlica de 46% no grupo de 4 semanas. A diminuicdo da taxa de consumo de
oxigénio é uma resposta para sustentar o metabolismo de animais aclimatados a
hipoxia (BOROWIEC et al., 2015, 2018), refletindo no impacto combinado de
diversas alteracOes fisiologicas, tais como o0 ajuste no metabolismo anaerébico e
reducdo da demanda de ATP celular. Nosso resultado corrobora com o trabalho de
Chippari-Gomes e colaboradores (2005), os autores observaram que a espécie
menos tolerante, S. aequifasciatus, teve uma reducdo menor, de 32% e a mais
tolerante, A. crassipinnis, diminuiu o consumo de oxigénio significativamente, onde
depois foi observada que a espécie possui uma alta reducéo da taxa metabdlica de
57% (HEINRICHS-CALDAS et al., 2019), quanto maior a reducdo do MO,, mais
tolerante é a espécie, permitindo a exploracdo de habitats onde a hipoxia € comum,
como as areas de varzea.

O LOE é uma medida utilizada para verificar a tolerancia fisiolégica de peixes
a estressores, como temperatura ou oxigénio, por exemplo (BOROWIEC et al., 2015;
CAMPOS et al., 2019). Como esperado, houve aumento no tempo de perda de
equilibrio nos animais, aclimatados a hipdxia intermitente, indicando que a
aclimatacdo a baixas concentracdes de oxigénio e de forma prolongada aumenta a
tolerancia desse animal a hipoxia, resultados semelhantes foram encontrados no
trabalho de Borowiec e colaboradores (2015), ao analisarem as estratégias
fisiologicas de Fundulus heteroclitus observaram que a concentragdo de oxigénio no
momento da perda de equilibrio dos animais expostos a hipdxia severa foi reduzida
em animais aclimatados a hip6xia por sete dias, indicando uma tolerancia maior para
individuos desse grupo, o que pode ser associado com uma melhora na capacidade
oxidativa e maior eficiéncia a captacao do oxigénio (BOROWIEC et al., 2015, 2018).

A LDH é uma enzima indicadora de metabolismo anaerébico. Desse modo,
era esperado que sua atividade fosse aumentada a medida que o oxigénio
diminuisse. A citrato sintase (CS) é uma enzima indicadora do metabolismo
aerdbico, participando da primeira etapa do ciclo de Krebs, possuindo maior
atividade quando o organismo precisa de mais energia. Como esperado, sua
atividade foi reduzida significativamente nos grupos experimentais, apesar de ter
mostrado um resultado mais elevado no grupo que ficou sendo aclimatado em
hipoxia crénica. Observando os valores da CS, notamos que no grupo de 2 e 3

semanas em hipdxia intermitente, mostraram um aumento na atividade da enzima,
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indicando que nesse periodo apesar da atividade da LDH estar aumentando, ha uso
das vias aerdbicas.

A reducdo da atividade da enzima CS, acompanhada do aumento da
atividade da enzima LDH em ambos o0s grupos experimentais, demostra que a
espécie aumenta seu potencial anaerobico conforme as exposicdes a hipdxia
crbnica e intermitente aumentam. Em hipdxia cronica a atividade da enzima LDH se
mostrou maior quando o ciclideo foi colocado a baixa concentracdo de oxigénio
constante, corroborando com os dados encontrados no trabalho de Obirikorang e
colaboradores (2020), os autores observaram que a exposi¢cao a hipoxia cronica da
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) traz menos prejuizo a espécie do que a hipoxia
intermitente, além de mostrar uma maior adaptacdo da espécie a baixa
concentracdo de oxigénio por um tempo prolongado. Nos presentes resultados
(tabela 2), observa-se que a hipdxia crénica por requerer mais da espécie, consegue
modular o seu metabolismo rapidamente, fazendo com que o ciclideo aumente a
ativacdo do metabolismo anaerdbico. Porém, a hipdxia intermitente difere da hipoxia
cronica como um estressor, e oferece oportunidade de recuperacdo durante os
periodos de hipoxia, por isso durante as primeiras semanas em hipoxia intermitente
os valores de LDH eram menores. Resultados semelhantes foram encontrados por
Borowiec e colaboradores (2015) que concluiram que a hipdxia intermitente aumenta
a tolerancia de Fundulus heteroclitus e que os mecanismos utilizados sao distintos
daqueles usados na hipoxia constante.

As variacbes na expressdo da LDH foram descritas por estarem
relacionadas com as preferéncias metabdlicas e caracteristicas adaptativas dos
peixes aos ambientes hipoxicos da Amazénia (ALMEIDA-VAL et al.,, 1993). O
musculo branco € um tecido preferencialmente anaerdbico e como era de se esperar
houve aumento na atividade da enzima LDH. Segundo Hochachka & Somero (1984)
as enzimas glicoliticas possuem niveis maiores no musculo branco do que em
qualquer outro tecido ou 6rgédo de um vertebrado.

A razdo CS/LDH nos indica que o musculo branco do ciclideo-ando A.
agassizii € um tecido anaerébico, uma vez que o resultado dessa razao ficou abaixo
de 1, o que nos indica a capacidade natatoria de arranque, visto que essa espécie é
territorialista, resultados semelhantes foram observados por Chippari-Gomes e
colaboradores (2002) ao analisar nove espécies de ciclideos que tiveram 0 mesmo
resultado na razdo CS/LDH e MDH/LDH.
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Em um trabalho realizado por Chippari-Gomes e colaboradores (2005) foi
observado que duas espécies de ciclideos, quando expostas a hipdxia, apresentam
respostas diferentes frente a esse estressor. As duas espécies estudadas
(Astronotus crassipinis e Symphysodon aequifasciatus) apresentam, como
estratégias, a diminuicdo no metabolismo aerobico e 0 aumento no metabolismo
anaerobico, sendo que a espécie Astronotus crassipinis apresentou maior resposta
anaerobica, relacionada ao aumento da atividade da enzima anaerdbica Lactato
Desidrogenase (LDH) e diminuicdo da enzima aerébica Citrato Sintase (CS), o que
configurou esta espécie como a mais tolerante entre as duas, concluindo-se que a
tolerancia desses animais esta relacionada ao seu habitat e estilo de vida. Apesar da
espécie estudada ndo ser a mais tolerante dentre os ciclideos, observamos que
possui 0S mesmos mecanismos de ativacdo das vias anaerdbica, mostrando a sua

adaptacao e tolerancia frente ao estressor que é a hipoxia.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho investigou os efeitos de aclimatacdo a hipdxia crbnica e
intermitente no metabolismo celular do ciclideo-ando Apistogramma agassizii. A
exposicdo a hipoxia intermitente mostrou ativar o metabolismo anaerdbico da
espécie com maior eficiéncia tendo uma maior atividade da LDH e reducdo da
atividade da CS apos 4 semanas de aclimatacdo, entretanto, ao ser submetido a
hipéxia cronica, o ciclideo ativa as vias anaerbbicas através da regulacdo
enzimatica. Observamos que existem diferentes estratégias para lidar com a
exposicao a hipoxia cronica e intermitente. O A. agassizii mostrou desenvolver uma
tolerancia orgéanica relacionada com o metabolismo anaerobico, pois o grupo que foi
exposto a hipdxia por 1 semana apresentou um LOE menor quando comparado ao
grupo de 4 semanas (90 minutos), ativando o metabolismo anaerdbico por meio da
depressao metabdlica e aumento da atividade da enzima LDH, indicando uma maior
plasticidade fenotipica para lidar com as variacbes do oxigénio dissolvido, sem a
necessidade de ativacdo do metabolismo aerdbico, resultado observado pela nao
modulacdo do POy € diminuicdo da atividade da enzima CS.

A aclimatacdo a hipdxia intermitente aumenta a tolerancia do ciclideo-anéo A.

agassizii e os mecanismos envolvidos parecem ser distintos daqueles da hipoxia
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cronica. Os resultados aqui apresentados mostram que a hipoxia intermitente
modula tanto regulacdo metabdlica, quanto a diminuicdo do consumo de oxigénio e
aumento do tempo de perda de equilibrio em hip6xia, enquanto a exposicdo a
hipéxia crbnica parece estar relacionada mais com a regulacdo metabdlica. Os
peixes que sao rotineiramente expostos a hipoxia intermitente em seu habitat
natural, como o ciclideo-ando, podem usar estratégias exclusivamente
desenvolvidas para lidar com a hipoxia intermitente. A medida que a exposicdo a
hipéxia aumentar nos ambientes aquaticos, serd necessario avaliar como esse
padrdo de exposicdo a hipodxia influencia nos organismos aquaticos, principalmente
naqueles individuos que se encontram no periodo reprodutivo, onde o estresse
oxidativo é maior. Esses resultados nos mostram que é necessario analisar quais 0s
efeitos da hipdxia sobre as adaptacdes fisiologicas e bioquimicas em diferentes
sexos sejam no periodo reprodutivo, ou ndo, a fim de entender os mecanismos que

levam a tolerancia da espécie.
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