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Resumo

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desbalango entre pré-oxidantes e antioxidantes em
favor dos pré-oxidantes, levando a uma ruptura da sinalizag¢do e balango oxidativo e/ou dano
molecular. O estresse oxidativo tem sido relacionado a trade-offs entre as caracteristica da
histéria de vida dos organismos e auto-manutencao. Trade-offs sdo caracterizados por conflitos
entre a alocacdo de energia em uma determinada caracteristica em detrimento de uma outra.
Organimos que apresentam crescimento rapido e grandes investimentos em reprodugdo exibem
maior produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e aumento do estresse oxidativo,
normalmente relacionados a declinios na atividade das enzimas antioxidantes. O estresse
oxidativo pode ser influenciado pelas condi¢cdes ambientais. Peixes anuais apresentam
caracteristicas de histdria de vida relacionadas a maior produ¢do de EROS, como crescimento
rapido, intenso processo reprodutivo e acelerado envelhecimento, além de habitarem areas
umidas temporarias com grandes variacdes ambientais. Desta forma, o objetivo desse trabalho
foi avaliar marcadores do balanco oxidativo (super6xido dismutase, catalase, glutationa S-
transferase, lipoperoxidacao e proteinas totais) ao longo do ciclo de vida da espécie de peixe
anual neotropical Austrolebias minuano, coletada em ambiente natural. Nossos resultados
mostraram que a espécie apresenta um sistema antioxidante eficiente na maior parte do seu
ciclo de vida, principalmente na fae reprodutiva nas femeas e no periodo senil de vida nos
machos. Aumento da lipoperoxidacdo foi evidenciado somente em fémeas no periodo
correspondente a fase de crescimento. Machos mostraram reducdo em todos marcadores
analisados, exceto nas proteinas, ao longo da vida. Os trade-offs esperados entre as
caracteristicas de vida e automanutencao foram exclusivos entre crescimento e automanutangao
em fémeas. Além disso, demostramos que as varidveis ambientais tem influéncia na variacao
dos biomarcadores analisados ao longo do ciclo de vida da espécie. Esses resultados sugerem
que os peixes anuais apresentam um sistema de balango oxidativo bem desenvolvido e adaptado

para enfrentar a imprevisibilidade das dreas imidas temporarias.

Palavras-chaves: Espécies reativas de oxigénio; enzimas antioxidantes; estresse oxidativo;
ciclo de vida, 4dreas imidas temporérias.



Abstract

Oxidative stress occurs when there is an imbalance between pro-oxidants and antioxidants in
favor of the pro-oxidants, leading to a rupture of signaling and oxidative balance and/or
molecular damage. Oxidative stress has been related to trade-offs between the characteristics
of the life history and self-maintenance. Trade-offs are characterized by conflicts between the
allocation of energy in one characteristic over another. Organisms that present rapid growth and
large investments in reproduction exhibit higher production of oxygen-reative species (ROS)
and oxidative stress related to declines in the activity of antioxidant enzymes. Oxidative stress
can be influenced by environmental conditions. Annual fish exhibit life history characteristics
related to increased ROS production, such as rapid growth, intense reproductive process and
accelerated aging, and inhabit temporary pools with large environmental variations. Thus, the
objective of this work was to evaluate oxidative balance markers (superoxide dismutase,
catalase, glutathione S-transferase, lipoperoxidation and total proteins) throughout the life cycle
of the neotropical annual fish species Austrolebias minuano, collected in a natural environment.
Our results showed that the species presents an efficient antioxidant system during most of its
life cycle, mainly in the reproductive phase in the females and in the senile period of life in
males. Increased lipoperoxidation was evidenced only in females in the period corresponding
to the growth phase. Males showed reduction in all analyzed markers, except in proteins,
throughout life. The expected trade-offs between life and self-maintenance characteristics were
exclusive between growth and automanutanation in females. In addition, we showed that the
environmental variables influence the variation of the biomarkers analyzed during the life cycle
of the species. These results suggest that the annual fishes present a well developed oxidative

balance system adapted to face the unpredictability of temporary pools.

Keywords: Reactive oxygen species; antioxidant enzymes; oxidative stress; life cycle;
temporary pools.
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1 APRESENTACAO

Esta dissertacdo intitulada ‘““Variacdo sazonal e preditores ambientais do balanco
oxidativo em um peixe anual neotropical” foi elaborada como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre em Biologia pelo Programa de Pés-Graduagao em Biologia,

Diversidade e Manejo da Vida Silvestre da Universidade do Vale do Rio dos Sinos.

A dissertacdo estd estruturada em dois capitulos, constituidos por um referencial tedrico
que abrange uma revisao sobre os peixes anuais, espécies reativas de oxigénio e enzimas
antioxidantes e por um segundo capitulo na forma de artigo cientifico em que sdo

apresentados os resultados obtidos no presente estudo.

No marco tedrico, foram levados em considera¢ao principalmente aspectos importantes
sobre a biologia e ecologia de peixes anuais, destacando a sua relagdo com a dindmica
temporal de seu héabitat. Fornecemos um pequeno panorama sobre a representatividade
do grupo no Rio Grande do Sul e sobre a sua conserva¢do. Também sdo apresentadas
informacdes gerais sobre espécies reativas de oxigénio, enzimas antioxidantes e estresse

oxidativo, com destaque para fatores de influéncia.

Considerando o escasso conhecimento sobre o balanco oxidativo em peixes anuais
€ em ambientes naturais, bem como o grande potencial do grupo para constituir modelos
bioldgicos em estudos de ecologia, envelhecimento e ecotoxologia este estudo teve como
objetivo avaliar o balangco oxidativo de uma espécie do género Austrolebias, visando
investigar a sua variagdo ao longo do ciclo de vida e o papel das caracteristicas

ambientais.
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2 CAPITULO I - REFERENCIAL TEORICO

2.1 Peixes anuais

Peixes anuais formam um diversificado grupo de pequenos peixes da ordem
Cyprinodontiformes que se encontram atualmente divididos em duas familias
taxondmicas: Nothobranchiidae e Rivulidae, distribuidas respectivamente na Africa e nas
Américas (COSTA, 2008). Esses taxons sdo consideradas evolutivamente irmaos e
compartilham varias caracteristicas (COSTA, 1998). Nothobranchiidae e Rivulidae
compreendem na sua maioria espécies de peixes com o ciclo de vida anual, mas algumas

espécies possuem também ciclo de vida ndao anual (COSTA, 2008).

Estudos apontam que a divergéncia entre Nothobranchiidae e Rivulidae ocorreu
no inicio do Eoceno (55 milhdes de anos atras) (COSTA, AMORIM, MATTOS, 2017).
Duas hipdteses filogenéticas para o anualismo sdo consideradas: multiplas origens
independentes em espécies africanas e sul-americanas ou uma origem ancestral comum
(provavelmente em peixes residentes de Gondwana antes da divergéncia da Africa e das
Américas). Atualmente, a maioria dos pesquisadores adere as origens independentes e
multiplas do anualismo (HRBEK & LARSON, 1999; COSTA, 2009; FURNESS, LEE,
REZNICK, 2015).

Os peixes anuais habitam exclusivamente dreas imidas tempordrias, ambientes
que secam completamente em determinada época do ano (COSTA, 2002; REICHARD,
POLACIK, SEDLACEK, 2009; POLACIK & PODRABSKY, 2015; LOUREIRO & DE
SA, 2015). Areas tmidas tempordrias sdo considerados ambientes imprevisiveis,
apresentando grande variagio nas caracteristicas ambientais (POLACIK &
PODRABSKY, 2015), e os peixes anuais desenvolveram complexas adaptacdes para
sobreviver nesses sistemas. O mecanismo especial de diapausa € uma delas,
possibilitando que os embrides dos peixes anuais resistam a estacdo seca (BEROIS,
AREZO, DE SA, 2014; LANES et al. 2016; CELLERINO, VALENZANO, REICHARD,
2016; REICHARD et al. 2017). Os peixes anuais reproduzem diariamente desde a
maturidade sexual até a sua morte, resultando na deposicao dos ovos no substrato (VAZ
FERREIRA, SIERRA, SCAGLIA, 1964; ARENZON, PERET, BOHRER, 1999, 2001;
ERREA & DANULAT 2001; GONCALVES, SOUZA, VOLCAN, 2011). Com a
inundacdo no ano seguinte, os ovos eclodem sincronicamente e os peixes crescem

rapidamente até atingir a maturidade sexual, iniciando o processo reprodutivo que resulta
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na deposicdo de novos ovos no substrato (BEROIS, AREZO, DE SA, 2014; LANES et
al. 2016; VOLCAN, GONCALVES, GUADAGNIN, 2018).

A diapausa € caracterizada por uma parada no desenvolvimento associada a uma
redugdo acentuada na taxa metabdlica, sendo dividida em trés fases (diapausa I, II e III)
(WOURMS, 1972; PODRABSKY & HAND, 1999). As diferentes fases da diapausa sdo
fortemente influenciadas pelas condi¢des ambientais (WOURMS, 1972; PODRABSKY
et al. 2010; FURNESS, 2016). A entrada em qualquer uma das trés fases da diapausa é
modulada por varidveis ambientais, como temperatura, fotoperiodo, sinais quimicos de
peixes adultos e disponibilidade de oxigénio (WOURMS, 1972; FURNESS, 2016;
POLACIK et al. 2014; PODRABSKY, et al. 2017). A Diapausa I ocorre no estdgio
dispersdo dos blastdmeros ap6s a epibolia. Na Diapausa Il os embrides ja t€ém coragdo e
os elementos basicos do sistema nervoso central se formam (WOURMS, 1972). A
Diapausa III ocorre quando os embrides estdo completamente formados e prontos para
eclodir (PODRABSKY et al. 2017). Os embrides podem permanecer nas diapausas Il e
IIT até que um sinal ambiental que possibilite a eclosdo sem riscos de insucesso seja

percebido (PODRABSKY & HAND, 1999; PRI-TAL et al. 2011).

As espécies de peixes anuais apresentam caracteristicas peculiares relacionadas
ao seu tempo de vida curto, que estd intimamente relacionado com a duracdo das dreas
umidas tempordrias. O estresse de tempo, impde que o seu ciclo de vida seja completado
antes do ambiente secar, desta forma os peixes anuais apresentam o crescimento rapido,
a maturagio sexual precoce e o envelhecimento acelerado, como ji citado (BLAZEK,
POLACIK, REICHARD, 2013; VRTILEK et al. 2018a). Peixes anuais podem crescer
cerca de 50 mm ao longo de um periodo de duas semanas (VRTILEK et al. 2018b). Além
disso, as espécies de peixes anuais estdo entre os vertebrados com tempo de vida mais
curto e Nothobranchius furzeri Jubb, 1971, espécie de peixe anual africana, é considerada
o vertebrado com menor tempo de vida registrado, podendo completar o seu ciclo de vida
em um més e atingir a maturidade sexual em 14 dias na natureza (VRTILEK et al.
2018a,b). As espécies neotropicais em condi¢des naturais vivem <8 meses € atingem a
maturidade sexual entre 2 e 3 meses de vida (LANES, KEPPELER, MALTCHIK. 2014;
LANES et al. 2016; VOLCAN, GONCALVES, GUADAGNIN, 2018).

As caracteristicas dos peixes anuais sdo altamente pldsticas e envolvidas em trade-
offs (BLAZEK, POLACIK, REICHARD, 2013; POLACIK et al. 2014). Trade-offs sdo
caracterizados por conflitos entre a alocacdo de energia em uma determinada

12
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caracteristica em detrimento de uma outra. Trade-offs sao relacionados a custos para o
individuos, visto que os organismos ndo podem simultaneamente maximizar todas as
caracteristicas da histéria de vida, por exemplo crescimento, reproducdo e
automanutengdo (STEARNS 1992). Respostas pldsticas no crescimento e em
caracteristicas ligadas a reproducao sao desencadeadas pela disponibilidade de alimento
(VRTILEK & REICHARD 2015), duracio da inundacio das 4reas imidas (POLACIK et
al. 2014), dessecacdo do ambiente e predagio (GREGOIR et al. 2017; GREGOIR et al.
2018; REICHARD et al. 2018). Peixes anuais também demonstram ajustes nas
caracteristicas da histéria de vida em resposta a fatores manipulados em laboratério como
por exemplo, produtos quimicos (VALENZANO et al. 2006a), temperatura
(VALENZANO et al. 2006b; HSU & CHIU, 2009 ) e dieta (TERZIBASI et al. 2009).
Essas respostas pldasticas estdo relacionadas na maioria das vezes ao custo de uma vida

util mais curta, mostrando claro trade-off envolvido nesse processo.

O dimorfismo sexual € outra caracteristica marcante dos peixes anuais, em que 0s
machos sdo geralmente um pouco maiores que as fémeas e exibem padrdes de coloragdo
mais brilhantes (LAUFER et al. 2009). Populag¢des silvestres de peixes anuais apresentam
razdes sexuais femininas, com os machos desaparecendo geralmente mais rapido que as
fémeas ao longo do ciclo sazonal (LANES et al. 2016). A alta mortalidade (mortalidade
extrinseca) de machos foi relacionada a predacao por aves (REICHARD et al. 2018)
devido as suas cores mais chamativas e maior tamanho corporal, e também a deterioracao
ambiental (LANES et al. 2016), que poderia indicar um envelhecimento especifico do
sexo, com uma senescéncia funcional mais rdpida no sexo masculino (mortalidade

intrinseca).

Os peixes anuais africanos habitam as dreas imidas tempordarias durante o periodo
quente do ano (REICHARD, 2015), enquanto a vida dos peixes anuais neotropicais esta
confinada a periodos frios, com aumentos na temperatura da dgua somente no final do
ciclo sazonal causando a mortalidade dos peixes mesmo antes da dessecacdo do habitat
(LANES et al. 2016). Os individuos de ambos grupos de peixes anuais costumam serem
os mais abundantes e conspicuos predadores de topo nas dreas imidas, apresentando uma
dieta oportunista e generalista composta principalmente por organismos autdctones
(LAUFER et. al., 2009; POLACIK & REICHARD, 2010; GONCALVES, SOUZA,
VOLCAN, 2011; KEPPELER et al. 2015).
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Em funcdo das caracteristicas de seu ciclo de vida, os peixes anuais sao
reconhecidos como excelentes modelos biolégicos em estudos de laboratério (POLACIK
& REICHARD, 2010). As principais vantagens no seu uso como modelo bioldgico sao:
1. facilidade da sua manutencao e reproducdo em condi¢des de laboratério; 2. curto ciclo
de vida que permite respostas rapidas; 3. possibilidade de seus ovos serem estocados por
varios meses, garantindo mesmo fora do periodo reprodutivo, estoques de exemplares de
mesma origem (ARENZON, LEMOS, BOHRER, 2002; VOLCAN, GONCALVES,
2009).

Além disso, trata-se de um modelo que apresentam uma distancia filogenética
muito menor em relacio a nds seres humanos quando comparado com alguns
invertebrados, organismos tradicionalmente utilizados. Neste sentido, essas espécies tem
sido utilizadas em ensaios toxicoldgicos, que demonstraram que podem ser altamente
sensiveis a toxinas (ARENZON et al., 2003) e em pesquisas sobre envelhecimento
(VALDESALICI & CELLERINO, 2003; HERRERA & JAGADEESWARAN, 2004;
GENADE et al., 2005; VALENZANO & CELLERINO, 2006; VALENZANO et al.,
2006b; HSU et al., 2008; TERZIBAZI, VALENZANO,CELLERINO, 2007; GRAF,
CELLERINO, ENGLERT, 2010). Trabalhos de envelhecimento tem demonstrado a
presenca de alteracdes histologicas em muitos tecidos relacionadas a idade, sendo estas
observadas em outros vertebrados, inclusive humanos (LIU & WALFORD, 1966, 1969,
1970, 1972, 1975; MARKOFSKY & PERLMUTTER, 1972; MARKOFSKY, 1976;
MARKOFSKY & MILSTOC, 1979a, 1979b; COOPER et al, 1983; GENADE et al. 2005;
VALENZANO et al, 2006a; HSU et al. 2008; DI CICCO et al. 2011; LIU et al. 2012;
TOZZINI et al. 2013; LUCAS-SANCHEZ et al 2014; BAUMGART et al. 2015;
CELLERINO, VALENZANO, REICHARD, 2016; HU & BRUNET, 2018).

No Rio Grande do Sul, os peixes anuais estdo representados pelos géneros
Austrolebias Costa e Cynopoecilus Regan. O género Austrolebias é mais diverso
(COSTA, 2008; FERRER, MALABARBA, COSTA, 2008; LOUREIRO & GARCIA,
2008; LOUREIRO, DUARTE, ZARUCKI, 2011; NIELSEN & PILLET, 2015), com
espécies distribuidas desde o sul da Bolivia, sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e norte e
nordeste da Argentina (COSTA, 2010). A maior diversidade desse género se concentra
no sul do Brasil e no Uruguai, onde vérias espécies podem co-ocorrer numa mesma area
umida (COSTA, 2006; 2008; 2009). O género Cynopoecilus possui sete espécies, todas
restritas ao sul do Brasil e Uruguai (FERRER, WINGERT, MALABARBA, 2014;
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COSTA, AMORIM, MATTOQOS, 2017). Os embrides das espécies desses dois géneros
eclodem sincronicamente no outono austral e inicio do inverno (maio a julho) e durante o
ciclo de vida sazonal, que termina no final da primavera (setembro/novembro), as populacdes
apresentam declinios nas abundancias e densidades e aumento gradual no tamanho corporal
(LANES et al. 2016). A maioria dessas espécies estio ameacadas de extingio, sendo que
o principal fator de ameaca para essas espécies € a perda e alteracdo de habitat relacionada
com a pressdo humana, na qual a agricultura € a principal atividade causadora desse
impacto (VOLCAN, LANES, CHEFFE, 2010). S6 no bioma Pampa, uma das areas com
maior presenca de espécies de peixes anuais (LANES et al. 2018), a agricultura, através
das lavouras de arroz e soja, € a principal atividade responsdvel pelo desaparecimento de
cerca de 90% das areas imidas da regiao (ROLON & MALTCHIK, 2006), refletindo em

uma grande ameaca para os peixes anuais.

2.2 Espécies reativas de oxigénio e enzimas antioxidantes

Em 1956 Denham Harman propds a teoria dos radicais livres afirmando que as
espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas nas células conduziam a uma situagdo de
estresse oxidativo, resultando em danos que levariam a declinio relacionados a idade nas
funcdes bioldgicas e consequentemente no envelhecimento progressivo dos organismos
(HARMAN, 1956; KIRKWOOD & AUSTAD, 2000). No entando, estudos mais recentes
mostram que as EROs funcionam como moléculas de sinalizacdo essenciais para o
organismo, estando envolvidas em diversos processo fisioldgicos tanto aqueles
pertinentes ao ciclo de vida como aqueles decorrentes de alteragdes ambientais,
constituindo um fator importante na modulagao do sistema imunolégico, por exemplo,
defesa contra agentes patogénicos, na modulacdo do sistema enddcrino, na oxidagdo de
agentes quimicos exdgenos e na regulacdo do equilibrio oxidativo, atuando na redugdo
do estresse oxidativo (APEL & HIRT, 2004; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006;
DOWLING & SIMMONS; 2009; COSTANTINI, METCALFE, MONAGHAN, 2010;
COSTANTINI, MONAGHAN, METCALFE, 2012).

O estresse oxidativo pode ser determinado como um desbalanco entre a
producdo/eliminagdo das EROs, em favor da sua produgdo que leva a uma ruptura da
sinaliza¢do e balango oxidativo e/ou dano molecular, podendo conduzir ao dano em

macromoléculas e organelas celulares, como as mitocondrias prejudicando assim, a
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integridade e a funcionalidade celular. A exposicdo a baixos niveis de radicais livres,
entretanto, pode reduzir o estresse oxidativo e regular positivamente as defesas
antioxidantes através de respostas adaptativas que culmina na reducdo e no aumento da
resisténcia ao estresse oxidativo, podendo até promover um maior tempo de vida
(COSTANTINI, DELL’ARICCIA, LIPP, 2008; RADAK et al. 2008; COSTANTINI,
METCALFE, MONAGHAN, 2010; COSTANTINI, MONAGHAN, METCALFE,
2012). Essa resposta a baixas doses de estresse oxidativo que induzem respostas
adaptativas pode ocorrer através do fendmeno conhecido como hormese (COSTANTINI,
METCALFE & MONAGHAN 2010; COSTANTINI, MONAGHAN, METCALFE,
2012; COSTANTINI, 2014; GLADYSHEYV, 2014). Neste sentindo, o estresse oxidativo
pode ser dividido em (1) fisiolégico ou eustresse (niveis baixos) sendo este, importante
na sinalizag@o e na regulacio redox, enquanto a sobrecarga ou distresse (niveis elevados
ou suprafisioldgicos), conduziria a interrup¢cdo da sinalizacdo e balang¢o oxidativo e/ou

dano oxidativo a biomoléculas (SIES, 2018).

As EROs sdo derivadas de moléculas de oxigénio (O?), sua producdo ocorre
principalmente na mitocondria de forma continua e equilibrada apresentando grande
importancia no sistema biologico do animal (DOWLING & SIMMONS, 2009;
VASCONCELOS et al. 2007). Contudo, quando ocorre uma elevada producao de EROs
e/ou uma diminui¢do das defesas antioxidantes, o organismo pode apresentar efeitos
deletérios em diferentes moléculas como: lipidios, proteinas, DNA e RNA; este
desequilibrio pode conduzir a dano oxidativo (APEL & HIRT, 2004; BECKMAN &
AMES, 1998; COSTANTINI, 2014). Dentre estes efeitos alguns podem ser quantificados
e usados como marcadores do dano oxidativo, como a oxidacdo de proteinas, com a
consequente formacdo de proteinas carboniladas e a peroxidacdo lipidica ou
lipoperoxidagdo (LPO). Todos os componentes celulares sdo sensiveis a acdo das EROs,
contudo, a membrana plasmatica € um dos mais afetados em funcido de sua composi¢ao
lipidica.

Dentre os agentes oxidantes estio: Anion Radical Superéxido (Oze), Peréxido de
Hidrogénio (H202) e Radical Hidroxila (OHe). O Anion Radical Superéxido é produzido

continuamente em varios processos celulares e tem importancia vital para as células de

defesa. O Per6xido de Hidrogénio é gerado pela dismutagdo do O»e, reacdo catalisada por
enzimas que se encontram principalmente nos peroxissomos. O Radical Hidroxila é

conhecido como a mais reativa, lesiva e deletéria EROs ao organismo (BARREIROS,
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DAVID, DAVID 2006; VASCONCELOS et al. 2007). Para combater as EROs, os
organismos apresentam mecanismos de defesa antioxidantes que sdo classificados em
enzimaticos ¢ ndo enzimaticos (DOWLING & SIMMONS, 2009; HUGGET, 2018;
VASCONCELOS et al. 2007). Segundo BARBOSA et al. (2010), esse sistema de defesa
tem o papel de diminuir/impedir os efeitos prejudiciais provocados pela acao das espécies

reativas de oxigénio quando formadas em excesso.

O sistema antioxidante enzimético é representado pelas enzimas: Super6xido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A SOD catalisa a
dismuta¢@o do anion radical superéxido (O2") convertendo em peréxido de hidrogénio
(H202) e oxigénio (O2) (Figura 1) (APEL & HIRT, 2004; BARBOSA et al. 2010;
DOWLING & SIMMONS, 2009; VASCONCELOS et al. 2007). A CAT esta localizada
principalmente nos peroxissomos e € responsavel por catalisar a conversao de HoO> em
Oz e H20 (Figura 1) (APEL & HIRT, 2004; BARBOSA et al. 2010; VASCONCELOS et
al. 2007). J4 a GPX catalisa a redu¢do do peréxido de hidrogénio (H20.) e dos peréxidos
organicos em moléculas menos reativas, utilizando a forma reduzida de glutationa (GSH)
para manter sua atividade (Figura 1) (COSTANTINI, 2014; FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

Q?;‘ HO + Oy

— SOD GPX
O, —> HyO, VR H»O

GSH GSSG
*_/
GR

VR

NADP" NADPH

G-6-PDH
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Figura 1 — Reagdo de transformacdo dos radicais livres pelas enzimas antioxidantes

superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase. Fonte: LI, S. 2000.

A biotransformacao de metabdlitos endégenos e exdgenos também pode resultar
na producdo de espécies reativas de oxigénio e com isto, induzir as enzimas antioxidantes,
alterar as concentragdes dos antioxidantes ndo-enzimdticos e produzir lesdes que sdao
associadas ao estresse oxidativo. O processo de biotransformagdo conduz a aumento de
polaridade e do tamanho de moléculas endo e xenobidticas, por meio de reacdes de
oxidagao (Fase I, principalmente no complexo P450), e de conjugacao (fase II, com a
glutationa ou com o 4cido glicurbnico, entre outros). Entre as enzimas de
biotransformacao mais estudadas em diferentes organismos vivos estdo as glutationas S-
transferases (GSTs) que pertencem a uma familia multifuncional de enzimas que
catalisam a conjugacao da molécula de glutationa a endo e xenobidticos, possuindo assim,
um papel fundamental em mecanismos de biotransformagao intracelular de compostos
endo e xenobidticos. GSTs desempenham vérios papéis fisioldgicos, tais como sequestro
e transporte de compostos hidrofébicos enddgenos, os quais incluem hormdnios
esteroides, heme, bilirrubinas, acidos da bile e seus metabdlitos (PINHEIRO &

OLIVEIRA, 2016).

O processo de envelhecimento dos organismos tem sido relacionado com o
estresse oxidativo (HARMAN, 1956; KIRKWOOD & AUSTAD 2000). Com o aumento
da idade ocorrem declinios funcionais que levam a diminui¢do gradual da atividade de
enzimas antioxidantes causando desequilibrio entre a producdo e a eliminag¢do das EROs,
podendo estar aliado a uma diminui¢do nos mecanismos de reparo dos danos, resultando
na senescéncia dos organismos (SOHAL & WEINDRUCH, 1996; FINKEL &
HOLBROOK, 2000). Estudos laboratoriais demostraram que as EROs causam
peroxidacdo lipidica e/ou oxidacdo protéica em diferentes modelos animais e que
aumentos na peroxidacao lipidica e/ou oxidagao de proteinas aliado a uma diminui¢ao da
atividade das enzimas antioxidantes estdo relacionadas com o aumento da idade (SOHAL

& WEINDRUCH, 1996; HSU et al. 2008; LIU et al. 2012, 2015; DONG et al. 2017 ).

O estresse oxidativo também tem sido relacionado aos trade-offs, entre a alocacao
de energia para o estabelecimento das caracteristica da historia de vida e da manutengao
da vida (KIRKWOOD & HOLLIDAY, 1979; METCALFE & MONAGHAN 2003;
WIERSMA et al. 2004; METCALFE & ALONSO-ALVAREZ 2010; SPEAKMAN &
GARRATT 2014; SMITH, NAGER, COSTANTINI, 2016). Os investimento em
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crescimento rapido e na reproducao diminuem a capacidade dos individuo de investir em
mecanismos de automanuten¢do (WANG, SALMON, HARSHMAN, 2001; ALONSO-
ALVAREZ et al . 2004; WIERSMA et al. 2004; ALONSO-ALVAREZ et al. 2007; DE
BLOCK & STOKS, 2008; COSTANTINI 2008; SPEAKMAN, 2008; MONAGHAN et
al. 2009; NUSSEY et al. 2009; METCALFE & ALONSO-ALVAREZ 2010; HORAK e
COHEN 2010), como producao de enzimas antioxidantes, causando ruptura do balango
oxidativo e consequentemente estresse oxidativo nos organismos. Investimentos nessas
caracteristicas sdo relacionados a declinios mais rapidos com o aumento da idade nas
funcdes bioldgicas, resultando no envelhecimento precoce dos organismos (WANG,
SALMON, HARSHMAN, 2001; ALONSO-ALVAREZ et al . 2004, 2007; WIERSMA
et al.. 2004; DE BLOCK & STOKS, 2008; COSTANTINI, 2008; MONAGHAN,
METCALFE, TORRES, 2009; METCALFE & ALONSO-ALVAREZ 2010).
Pesquisadores tém argumentado que o aumento do investimento em alguma dessas
caracteristicas, resulta em taxas metabdlicas elevadas e, aumento da producao de EROS,
que, se nao for acompanhada por uma a regulacio das defesas antioxidantes, ird resultar
em elevado estresse oxidativo (ALONSO-ALVAREZ et al. 2004; COSTANTINI, 2008;
MONAGHAN, METCALFE, TORRES, 2009) e envelhecimento (SELMAN et al. 2012).

O crescimento constitui o ganho de massa corporal com o aumento da idade
devido principalmente a sintese proteica (VAN DER HAVE & DE JONG, 1996), sendo
considerado periodo critico da vida na maioria dos organismos. Estudos sugerem que a
alocacao de energia para o desenvolvimento do corpo no inicio da vida é relacionado a
um rapido envelhecimento (LEE, MONAGHAN, METCALFE, 2013) e que altas taxas
de crescimento sdo relacionadas ao estresse oxidativo (ROLLO, CARLSON, SAWADA,
1996; FARRELL, BENNETT, DEVLIN, 1997, MORGAN, MCCARTHY,
METCALFE, 2000; BROWN-BROG & RAKOCZY, 2003, FORSEN et al. 2004;
ALONSO-ALVAREZ et al. 2007; NUSSEY et al. 2009; STIER et al. 2014a; STIER et
al. 2014b; STIER, et al. 2014c). Crescimento rdpido resulta em beneficios para os
individuos, que atingem tamanhos maiores, tem maior qualidade intrinseca, maior
resisténcia reprodutiva, alcancam maior sucesso reprodutivo e reduzem o risco de
predacio (ANDERSSON, 1994; METCALFE & MONAGHAN, 2003; GUIMARAES
et al. 2017). No entanto, tem sido relatado que um dos Onus do aumento da taxa
crescimento € o incremento do estresse oxidativo (ALONSO-ALVAREZ et al. 2007; DE
BLOCK & STOKS 2008).
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Variacdes no estresse oxidativo, durante o ciclo de vida adulto do animal,
relacionadas ao periodo reprodutivo ocorrem devido ao fato que o animal necessita de um
maior investimento energético nesse periodo, alocando assim muitas vezes, suas reservas
tanto em fémeas como em machos para serem utilizados na sustentacdo do processo
reprodutivo em detrimento de automanutencio (BRAGHIROLLI, OLIVEIRA,
OLIVEIRA, 2016; PINHEIRO & OLIVEIRA, 2016). Devido a essa mobilizacdo e uso
das reservas energéticas na reproducao ocorre o aumento do metabolismo aerébio, maior
producdo de EROs nem sempre acompanhada de um incremento das enzimas
antioxidantes, aumentando assim o estresse oxidativo (ANGILLETTA & SEARS, 2000).
Durante o pico reprodutivo, por exemplo, ¢ comum a observacdo de um aumento nos
niveis de peroxidacdo lipidica em diferentes 6rgdos dos animais (OLIVEIRA, 2015;

PINHEIRO & OLIVEIRA, 2016; BRAGHIROLLI, OLIVEIRA, OLIVEIRA, 2016).

Além disso, estressores ambientais também podem resultar em modulagdo do
balanco oxidativo, incremento da lipoperoxidacdo sendo acompanhadas por outras
estratégias bioquimicas e fisiol6gicas do animal que conduzem a uma resposta adaptativa
as variagdes do meio (LUSHCHAK, 2011; BRAGHIROLLI, OLIVEIRA, OLIVEIRA,
2016; HURYN, BENSTEAD, PARKER, 2014; PINHEIRO & OLIVEIRA, 2016). A
dissecacdo dos ambientes aquéticos temporarios, por exemplo, causa estresse de tempo,
impondo que os organismos completem seu ciclo de vida antes que as condicdes se
deteriorem (NYLIN & GOTTHARD, 1998; GREGOIR et al. 2017). Essa situacdo pode
causar desenvolvimento mais rdpido e alterar caracteristicas ambientais aumentando o
estresse oxidativo nos organismos (STIER et al. 2014a; STIER et al. 2014b; STIER, et
al. 2014c¢). As variagdes da temperatura e do oxigénio, sdo caracteristicas ambientais que
causam estresse oxidativo em animais (LUSHCHAK, 2011; BIRNIE-GAUVIN et al.
2017; MILINKOVITCH et al. 2018). O risco de predagdo também é considerado como
causador de estresse oxidativo (JANSSENS & STOKS, 2013). Além disso, a densidade
populacional pode ter um papel importante no estresse oxidativo, visto que influencia a
disponibilidade de recusos, crescimento e mortalidade (HIXON & JONES, 2005;
LOBON-CERVIA, 2012). No entanto, efeito dessas e de outras caracteristicas ambientais

na modulacdo do balanco oxidativo ainda carece de informagdes.

Levando em consideracdo que os peixes anuais apresentam altos investimentos
nas caracteristicas de vida, como crescimento e reproducdo, e habitam &4reas umidas

tempordrias que apresentam grandes variacdes ambientais € de grande interesse investigar
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a variacdo do balango oxidativo ao longo do seu ciclo de vida. Além disso, se faz
necessdrio um estudo relacionado ao balanco oxidativo utilizando peixes anuais
neotropicais, visto que estes sdo inexistentes, sendo os estudos sobre esse tema realizados

exclusivamente com peixes anuais africanos.
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4 CAPITULO II - ARTIGO CIENTIFICO

VARIACAO SAZONAL E PREDITORES AMBIENTAIS DO BALANCO
OXIDATIVO EM UM PEIXE ANUAL NEOTROPICAL
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5 INTRODUCAO

Por varias décadas o envelhecimento foi explicado pelo paradigma proposto por
Denham Harman (1956), segundo o qual os radicais livres apresentam apenas um papel
deletério no processo de envelhecimento, conduzindo a uma situacdo de estresse
oxidativo que determina a velocidade deste processo. Este papel deletério seria causado
por espécies reativas de oxigénio (EROs), dentre estas os radicais livres, que nada mais
sao do que metabdlitos parcialmente reduzidos do oxigénio molecular gerados em
diferentes vias metabdlicas ou como subprodutos de vérios processos celulares. Porém,
estudos das ultimas décadas t€ém evidenciado que as espécies reativas de oxigé€nio
representam um importante sinalizador celular e que os organismos vivos apresentam
mecanismos celulares e moleculares adaptativos a doses subletais de espécies reativas de
oxigénio que induziriam vias de sinalizacdo que aumentam a longevidade por exemplo,
através do fendmeno definido como hormese (Gladyshev, 2014; Costantini, 2014).

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desbalango entre a producdo e a
eliminacdo de pré-oxidantes e antioxidantes, conduzindo a danos nos lipidios, nas
proteinas, no DNA, e em organelas como a mitocondria (Sohal & Weindruch, 1996;
Finkel & Holbrook, 2000). Contudo, é necessdrio destacar que este estresse oxidativo
pode ser dividido em (1) fisiolégico ou eustresse (niveis baixos) sendo este, importante
na sinalizagc@o e na regulacio redox, enquanto a sobrecarga ou distresse (niveis elevados
ou suprafisioldgicos), conduziria a interrup¢do da sinalizagao redox e/ou dano oxidativo
a biomoléculas (Sies, 2018).

O aumento das EROs e consequentemente o estresse oxidativo tem sido
relacionado a frade-offs entre as caracteristica da histéria de vida dos organismos e sua
automanutenc¢ao (Kirkwood & Holliday, 1979; Metcalfe & Monaghan, 2003; Wiersma et
al., 2004; Metcalfe & Alonso-Alvarez, 2010; Speakman & Garratt, 2014; Smith et al.,
2016) visto que essas caracteristicas ndo podem ser simultaneamente maximizadas
(Stearns, 1992). Organimos que apresentam crescimento rdpido e grande investimento
em reproducdo exibem maior produ¢ao de EROs e declinios na atividade das enzimas
antioxidantes, refletindo em estresse oxidativo (Wang et al., 2001; Alonso Alvarez et al.,
2004; Wiersma et al., 2004; Alonso-Alvarez et al., 2007; De Block & Stoks, 2008:
Costantini, 2008; Speakman, 2008; Monaghan et al., 2009, Nussey et al., 2009; Metcalfe

& Alonso-Alvarez, 2010). Estudos recentes também demostraram que o estresse
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oxidativo varia entre as fases de vida, e € influenciado pelas condi¢des ambientais
(Metcalfe & Alonso-Alvarez, 2010).

Peixes anuais (familia Rivulidae na regido Neotropical e familia
Nothobranchiidae na Africa) habitam exclusivamente dreas Umidas tempordrias,
ambientes que secam durante um periodo do ano (Costa, 2002a; Reichard et al., 2009;
PolaCik & Podrabsky, 2015; Loureiro & De S4a, 2015). Esses peixes apresentam
caracteristicas de histéria de vida relacionadas a maior producdo de EROs, como
crescimento rapido, intenso processo reprodutivo e acelerado envelhecimento (Blazek et
al., 2013; Vrtilek et al., 2018b) e habitam esses ambientes extremamente imprevisiveis
(Polacik et al., 2014; Polacik & Podrabsky, 2015).

Nas dreas umidas temporadrias, o estresse de tempo (uma vez que o periodo de
inundagdo € limitado) impde que os peixes anuais apresentem naturalmente crescimento
rapido para atingir a maturidade sexual e iniciar o processo reprodutivo antes do ambiente
secar (Polacik et al., 2014). O crescimento dos peixes anuais variam entre os sexos, onde
os machos apresentam crescimento iniciais mais elevados do que as fémeas devido ao seu
maior tamanho corporal (Laufer et al., 2009). Estudos recentes relatam que investimento
em crescimento rapido aliado a crescimento sob estresse do tempo estdo associados a um
possivel aumento do estresse oxidativo (Alonso-Alvarez et al., 2007; Nussey et al., 2009;
Stier et al., 2014a; Stier et al., 2014b; Stier et al., 2014c, Costantini, 2014; Smith et al.,
2016; Janssens & Stoks, 2018).

A reproducdo € um dos periodos fisiologicamente mais exigentes da vida de um
animal (Speakman, 2008) conduzindo a um alto custo energético estando assim,
normalmente, associado ao aumento do estresse oxidativo (Behrman et al., 2001; Wang
et al., 2001; Alonso-Alvarez et al., 2004; Murdoch & Martinchick, 2004; Wiersma et al.,
2004; Murdoch et al., 2005). Peixes anuais mantém um intenso processo reprodutivo,
reproduzindo diariamente desde a maturidade sexual até a sua morte (Vaz Ferreira et al.,
1964; Arenzon et al., 1999, 2001; Errea & Danulat 2001; Gongalves et al., 2011). Durante
a reproducdo, os machos necessitam manter constantes comportamentos agonisticos
como interacdes competitivas com outros machos e de coorte com as fémeas (Passos et
al., 2014), enquanto as fémeas produzem ovos que sdo energeticamente custosos, além
de sofrerem constante assédio e serem perseguidas pelos machos para reprodugdo
(Wootton & Smith, 2015). A produgdo ciclica de odcitos e comportamentos agressivos
foram relacionados a um aumento no risco de estresse oxidativo ( Behrman et al., 2001;

Castro et al., 2006; Mowles et al., 2009).
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Os peixes anuais também apresentam acelerado envelhecimento (Reichard, 2016).
E conhecido que o envelhecimento é modulado tanto por condicdes abidticas (Kawasaki
et al., 2008; Caruso et al., 2017 ) como bidticas (Reznick et al., 2004). O aumento da
idade em peixes anuais neotropicais foi relacionado a aumento da oxidacdo de proteinas
e de lipidios (lipoperoxidacdo), e diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes

(HSU et a., 2008; LIU et al., 2012).

As grandes variacOes das caracteristicas ambientais as quais estdo expostos os
peixes anuais nas dreas Umidas tempordrias (PolaCik & Podrabsky 2015; Lanes et al.,
2016; Lanés et al., 2018) podem relacionar-se com o grau de estresse oxidativo, mas
relativamente pouco se sabe sobre essa relacdo. A temperatura, disponibilidade de
oxigénio e risco de predacdo sdo alguns destes apontados como causadores de estresse
oxidativo em animais aquaticos, inclusive em peixes (Lushchak, 2011; Janssens & Stoks,
2013: Birnie-Gauvin et al., 2017). Além disso, a densidade populacional pode ter um
papel importante no balanco oxidativo, visto que influencia a disponibilidade de recusos,

crescimento ¢ mortalidade (Hixon & Jones, 2005; Lobén-Cervia, 2012).

Nos ambientes temporarios os peixes anuais podem ser expostos a uma variagao
de temperaturas proximas do congelamento até temperaturas acima dos 25°C durante seu
ciclo de vida nas dreas subtropicais da Argentina, Uruguai e Sul do Brasil (Errea &
Danulat; 2001; Volcan et al., 2011, Berois et al., 2014; Polac¢ik & Podrabsky, 2015, Lanés
et al., 2016). Em peixes anuais africanos senescentes uma variacdo em poucos graus da
temperatura causou aumento da peroxidagdo lipidica (LPO) (Milinkovitch et al., 2018).
Peixes anuais sdo geralmente abundantes e facilmente alcangam mais de 1000 exemplares
por area imida . Ao longo do ciclo anual conexdes com ambientes permanentes permitem
o acesso de peixes ndo anuais (Lénes et al., 2016), contribuindo para a entrada de peixes
predadores. Deve-se considerar que estas situagdes (processos denso-dependentes e

predacdo) possam influenciar o estresse oxidativo devido a predacdo e a competicao.

Apesar da grande contribuicao desses estudo para o entendimento sobre o balanco
oxidativo, a grande maioria foi realizado em ambiente laboratorial controlado. O papel
das caracteristicas de vida dos organismos no balanco oxidativo em ambiente natural
ainda nao € totalmente compreendido (Nussey et al., 2009; Horak & Cohen, 2010). Os
estudos em ambiente natural sdo escassos e considerados de grande interesse pelos

pesquisadores para que os resultados laboratoriais sejam contrastados e colocados dentro
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de um contexto ecoldgico e evolutivo mais significativo (Costantini, 2008; Selman et al.,
2008, Reichard, 2016). Neste sentido, estudos ja tem desmostrado que a pressao imposta
pelo ambiente natural faz com que caracteristicas como o crescimento € maturidade
sexual dos peixes anuais sejam muito mais rapidos em ambiente natural (Vrtilek et al.,

2018a,c)

Estudos considerando a variacdo no balango oxidativo ao longo das diferentes
fases de vida dos organismos também sdo raros e necessitam ser realizados (Malek et al.,
2004; Valenzano et al., 2006; Hsu & Chiu 2009; Hemmer-Brepson et al., 2014; Wang et
al., 2014). Além disso, nenhum estudo sobre o balan¢o oxidativo foi realizado utilizando
peixes anuais neotropicais. Os poucos estudos realizados foram feitos com peixes anuais
africanos em laboratério (Hsu et al., 2008, Liu et al., 2012, 2015; Dong et al., 2017;
Milinkovitch, 2018; Wang et al., 2018).

Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar marcadores do balango
oxidativo em ambiente natural ao longo do ciclo de vida em uma espécie de peixe anual
neotropical (Austrolebias minuano), que apresenta caracteristicas de vida relacionadas ao
estresse oxidativo. Esperamos encontrar valores elevados de lipoperoxidacdo aliados a
uma diminui¢do das enzimas antioxidantes nas diferentes fases de vida dos peixes anuais,
sendo isto influenciado pelo seu rapido crescimento, grande investimento em reproducao
e temporalidade do habitat o que conduziria a uma maior producao de EROs, diminui¢do
das defesas antioxidantes e assim maior estresse oxidativo. Nossa hipdtese é que o
estresse oxidativo aumenta ao longo da vida dos peixes anuais e é maior fase final de vida
destes animais devido aos declinios funcionais evidenciados com o aumento da idade e
as piores condi¢des do ambiente nesse periodo, refletida, por exemplo, pelo aumento da

temperatura da dgua e dos peixes predadores e competidores.
6 MATERIAL E METODOS
6.1 Espécie de estudo

Austrolebias minuano (Figura 2) € uma espécie tipica de peixe anual neotropical
e ocorre na Planicie Costeira do Sul do Brasil. Em condi¢Oes naturais, a espécie apresenta
uma Unica faixa etdria, sem sobreposicdo de geracOes e expectativa de vida <8 meses
(Lanés et al., 2014, 2016; Volcan et al., 2018). Os juvenis eclodem relativamente
sincronicos no outono austral e inicio do inverno (maio a julho) e durante o ciclo de vida

sazonal, o qual termina no final da primavera (novembro), as populagdes mostram um
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aumento gradual do tamanho corporal aliado a um declinio continuo na abundéncia e
densidade populacional (Lanés et al., 2016; Volcan et al., 2018). Em contraste com peixes
anuais africanos, o periodo de vida de A. minuano esta confinado a periodos frios, com
temperaturas da dgua mais elevadas no final do ciclo sazonal, com aumento da
mortalidade mesmo antes da dessecacao do habitat (Lanés et al., 2016). Além disso, em
muitas dreas Umidas, Austrolebias minuano pode co-ocorrer com Cynopoecilus fulgens,

outra espécie de peixe anual (Lénes et al., 2014, 2016).

Populacdes silvestres de A. minuano apresentam viés sexuais femininos, com o0s
machos desaparecendo proporcionalmente mais rapido que as fémeas ao longo do ciclo
sazonal (Lanés et al., 2016). Os machos s@o mais coloridos e supostamente mais
vulnerdveis a predag¢do. No entanto, Reichard et al. (2018) mostraram que ambos os sexos
sofrem significativa mortalidade por predacdo por aves (mortalidade extrinseca), sem
padrdo de sobrevivéncia especifico de algum dos sexo. Lanés et al. (2016) apontaram que
o declinio mais pronunciado no sexo masculino estava relacionado com a deterioragao

ambiental (mortalidade intrinseca)

Figura 2 — Macho e fémea de Austrolebias minuano. Foto: Radim Blazek
6.2 Area de estudo

Os peixes foram coletados em duas pocas tempordrias, na zona de amortecimento
do Parque Nacional da Lagoa do Peixe (PARNA Lagoa do Peixe)(Figura 3). O PARNA
Lagoa do Peixe é um dos sitios Ramsar da regido sul do Brasil, localizado na se¢ao média
da planicie costeira externa do Rio Grande do Sul (50°77'-51°15'W,'S 31°02'-31°48). A
regido possui um clima subtropical imido cuja temperatura média varia de 13°C no
inverno e até 24°C no verdo. A precipitacdo média anual varia entre 1.200 e 1.500

milimetros (Tagliani, 1995). Segundo o IBGE (2004), a vegetacdo € classificada como
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representante do Bioma Pampa, que se caracteriza por campos subtropicais, mas no local
encontram-se também componentes da Mata Atlantica, composta por espécies pioneiras
e fragmentos de florestas de restinga. Na regido ocorrem trés espécies de peixes anuais e
ha uma grande quantidade de dreas imidas temporarias (Lanés & Maltchik, 2010; Lanés
et al., 2016). Recentemente Lanés et al. (2016) avaliaram a dinamica populacional de A.
minuano nessa regido, estimando através de técnicas de marcacido e recaptura que as

populacdes da espécie podem alcangar mais de 1000 exemplares por drea imida.
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Figura 3— Mapa da drea de estudo no Sul do Brasil. ® Pontos amostrados, = Limites do Parque

Nacional da Lagoa do Peixe (PARNA Lagoa do Peixe), Tavares, Rio Grande do Sul, Brasil.
6.3 Delineamento amostral e coleta de dados

Nés realizamos quatro coletas em intervalos de 37 a 44 dias, em duas dreas imidas
ao longo de um ciclo de vida de A. minuano, entre junho e novembro de 2016. As
amostragens abrangeram diferentes fases do desenvolvimento da espécie. A primeira e a
segunda amostragem foram realizadas em junho e julho, periodo que abrange individuos
juvenis em fase de crescimento (Lanes et al., 2016; Volcan et al., 2018). As coletas de
setembro e outubro, abrangeram individuos adultos e senis, respectivamente. Em

novembro, ainda que houvesse presenca de 4gua superficial nas dreas imidas temporarias
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A. minuano nao estava mais presente nas unidades amostrais. Conforme estudo realizado
nas mesmas dreas no més de novembro os individuos de A.minuano ja ndo estdo mais

presentes nas dreas Umidas (Lanés et al., 2016).

Os peixes utilizados na determinagdo do estresse oxidativo foram coletados pelo
método de varredura utilizando pucd de mao (forma de D, 60 cm x 40 cm, 2 mm de
malha). A varredura com pugad foi paralela ao fundo da drea imida e procurou cobrir todos
os habitats. Em cada 4rea imida (ponto um e dois) foram coletados até 20 individuos de

cada sexo nos diferentes periodos de amostragem (junho, julho, setembro e outubro).

As drea imidas eram isoladas e distantes entre si pelo menos cinco quildmetros.
Em cada drea umida, os dados de drea (m?), profundidade méxima (cm), temperatura da
agua , oxigénio dissolvido (OD), Turbidez (NTU), pH e condutividade foram obtidos. Os
dados das caracteristicas fisico-quimicas da dgua foram obtidos utilizando uma sonda
Multi-Parametros HORIBA U-222. A temperatura ¢ a luminosidade também foram
acompanhadas por meio de data-logger (Hobo UA-002-08; Onset Ltd) a cada trés horas
durante todo o ciclo de vida da espécie até a dissecagdo total das drea imidas temporarias.
A drea total foi medida a cada amostragem in situ usando um GPS portétil (precisao trés
metros) percorrendo a pé os limites da drea imida. A profundidade maxima da drea imida

foi obtida usando uma régua graduada (cm).

Os peixes coletados foram submetidos a crioeutanasiados e em seguida
transportados em caixas térmicas para o Laboratério de Fisiologia da Conservacao, da
Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande do Sul (PUCRS). As coletas de peixes
foram realizadas mediante autorizacio do IBAMA / ICMBio (nimero do processo
SISBIO No. 43.251-1) e da Comissdo de Etica para Uso de Animais, da UNISINOS
(PPECEUA 12-2015). Todos os procedimentos biquimicos-funcionais foram autorizados
pela Comissdo de Etica para o Uso de Animias da PUCRS (ndmero 8271), além do
registro junto ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen: A732684).
6.4 Estimativas populacionais

N6s estimamos a abundancias das duas espécies de peixes anuais (Austroebias
minuano e Cynopoecylus fulgens), e a riqueza e abundancias de peixes nao-anuais e
potenciais predadores (cdgados, peixes piscivoros e invertebrados como baratas-d'dgua e

larvas de odonata) nas duas dreas imidas estudadas através de marcacao e recaptura. Esse
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levantamento foi realizado visando utilizar esses dados como uma varidvel ambiental de
interesse, j4 que a densidade populacional influencia a disponibilidade de recusos,
crescimento e mortalidade (Hixon & Jones, 2005; Lob6n-Cervid, 2012). O esforco de
amostragem em cada local foi padronizado por unidade de tempo. Dois pucés (forma de
D, 60 cm x 40 cm, 2 mm de malha) foram utilizados para realizar varreduras
paralelamente ao fundo da drea umida durante seis séries de 15 minutos, totalizando 1
hora e 30 minutos de amostragem em cada ponto. Todos os habitats disponiveis das dreas
umidas foram amostrados. Os periodos de coletas ao longo do ano foram junho, julho,
setembro e outubro. Para cada periodo de amostragem, os individuos coletados foram
mantidos separados em baldes de 20 litros. Os individuos ndo foram liberados entre os
periodos de amostragem. Apds a amostragem, peixes ndo-anuais foram identificados a
nivel especifico de acordo com Malabarba et al. (2013) e peixes anuais de acordo com
Costa (2002b, 2006). A classificac@o sistemdtica segue Betancur-R et al. (2013). Os
predadores (cdgados, peixes e invertebrados) foram identificados na menor classificagdo
taxondmica possivel. O sexo dos peixes anuais foi determinado com base em caracteres
externos (tamanho das nadadeiras, forma e coloragdo). O comprimento padrao dos peixes
e dos predadores foi mensurado através de régua pléstica e os peixes foram marcados pela
remog¢do de um pequeno pedaco da nadadeira caudal antes da liberagdo. No dia seguinte,
repetiu-se 0 mesmo esforco de amostragem nestas dreas imidas. O ndmero de peixes
anuais marcados e nao marcados capturados foi registado e todos os peixes foram

liberados.
6.5 Processamento das amostras

Nos analisamos os biomarcadores de 137 individuos de Austrolebias minuano (69
machos e 68 fémeas) em diferentes periodos de vida (Junho n=61, Julho n=38, Setembro
n=24, Outubro n=14). Os peixes foram mantidos congelados a -80°C para preservar a sua
integridade para andlise enzimadtica no Laboratério de Fisiologia da Conservacao da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS). No laboratdrio, os
animais foram separados conforme o sexo, més de coleta e o ponto amostral em que foram
coletados. Todos peixes foram identificados, pesados na balanga analitica
individualmente e medidos em seu comprimento padrao (mm) — desde a ponta do focinho
até o final do pedinculo caudal com paquimetro digital.

Os individuos inteiros foram separados em pools de dois exemplares para a

realizacdo do homogeneizados em solucdo de tampao Fosfato (20 mM, pH 7,0 acrescida
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de PSMF 1 mM e cloreto de potassio 140 mM), em uma propor¢ao de 1g de peso imido
para 6 ml de tampao, com o auxilio de um Ultra-Turrax® (IKA-WERK), em banho de
gelo (0-4°C). Antes do ensaio enzimdtico, 0 homogeneizado foi centrifugado (SORVALL
RC-5B Refrigerated Superseed Centrifuge), sob refrigeracao (4°C) a 3.000 rpm por 5
minutos, conforme adapta¢do do método de homogeneizagao descrito por Llesuy et al.
(1985). A partir do homogeneizado foram determinadas proteinas totais (PT),
peroxidacdo lipidica (TBARS), e atividade das enzimas antioxidantes Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa S-Transferase (GST) de cada pool de
individuos por ponto amostral, sexo e més de coleta. Todas as amostras foram

determinadas em quadruplicata.

6.6 Ensaio de Proteina Total

Os sobrenadantes dos homogenizados foram centrifugados a 3000 rpm durante 3
minutos a 4°C e as proteinas totais foram quantificadas conforme kit da Biodiagnéstica,
tendo como principio a reagdo de fons cobre com as ligacdes peptidicas das proteinas
séricas, em um meio de reacdo alcalino, formando um liquido de coloragdo ptrpura que
tem absorbancia midxima em 525nm. O resultado € expresso em mg de proteinas/G de

peso timido!
6.7 Ensaio de Peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica da-se pela reacdo das EROs com os lipideos insaturados
das membranas, resultando na formacdo de hidro ou lipoperéxidos, que sdo altamente
reativos e podem dar inicio a uma cascata oxidativa, com severos danos a integridade das
membranas. Nessa reacdo, ocorre a liberag@o de produtos da degradagdo de dcidos graxos,
como o malondialdeido, e a quantificacdo deste composto t€m sido utilizado para avaliar
a extensao do dano oxidativo (Ohkawa et al., 1979). Uma importante caracteristica do
MDA ¢ sua capacidade de reagir com o dcido tiobarbitirico sob altas temperaturas e baixo
pH, gerando um produto com cor que pode ser detectado espectrofotométricamente em
532 nm, base para método de detec¢do de produtos finais de lipoperoxidag¢do. Os niveis
de peroxidagdo lipidica foram assim, determinados através da detec¢ao de substancias
que reagem ao Acido Tiobarbitirico (TBA-RS) conforme modifica¢es de Persch et al.

(2017); os resultados foram expressos em nmol TBA/mg de proteinas.
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6.8 Ensaio de Enzimas Antioxidantes e de Biotransformacao

6.8.1 Superoxido Dismutase (SOD)

O método empregado foi o através da enzima que inibe a reagdo do radical
superéxido com a epinefrina, levando a oxidacdo da epinefrina e a formac¢do de um
produto colorido (adrenocromo), que € detectado através de cinética enzimatica por
espectrofotometria a 480nm. O meio de reagdo consiste de glicina-NaOH (50mM, pH 11)
e epinefrina (1mM) (Boveris et al., 1982). Resultados sdo expressos em unidades de
SOD/mg de PT.min, sendo uma unidade de SOD correspondente a quantidade de enzima
que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do detector utilizado, neste caso o

adenocromo.
6.8.2 Catalase (CAT)

A atividade desta enzima foi quantificada por cinética enzimdtica, por
espectrofotometria a 240 nm, através do decaimento do peréxido de hidrogénio (H>O»)
(Boveris et al., 1973). A atividade da CAT foi expressa em nmoles H202 min-'. mg de

protefnas-!
6.8.3 Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade foi quantificada também por cinética enzimatica através da
conjugacao do I-cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB), com a glutationa reduzida, em
espectrofotometria a 340 nm. A atividade da GST € expressa em nmoles de conjugado

CNDB. min-' .mg de proteinas-' (Boyland et al., 1969).
7 Andlises estatisticas

N6s utilizamos ANOV A Two-Way para testar diferengas nas médias do tamanhos
dos individuos em relag¢do ao periodo e ao sexo. Modelos lineares mistos (LMMs) foram
usados para testar a influéncia do periodo de amostragem (diferentes meses) e sexo nos
niveis de proteinas totais, atividade enzimédtica (CAT, GST, SOD), e peroxidacdo lipidica
(TBARS). Para antender a distribuicdo gaussiana as varidveis dependentes foram
transformadas em Log ou raiz quadrada. A 4rea imida (unidade amostral) foi utilizada
como fator aleatdrio, enquanto o periodo, sexo e a sua interacdo foram utilizados como

os fatores fixos de interesse. A selecao do melhor modelo foi realizada via single term
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deletions e Teste de Wald pela comparacdo dos modelos gerados (sexo, periodo e
sexo*periodo) com o modelo nulo (composto por intercepto + efeito aleatdrio). As
premissas do modelo foram checadas quanto a normalidade e homoscedasticidade. A
analise dos dados foi realizada no ambiente estatistico R (R 3.5.1). Os dados foram
visualizados graficamente usando a biblioteca ggplot (Wickham, 2009) e os modelos

lineares mistos foram concluidos utilizando a biblioteca /me4 (Bates et al., 2014).

Foi utilizada andlise de redundancia (RDA) para avaliar a influéncia das matrizes
explicativas sobre a variacao do conjunto de biomarcadores. Posteriormente uma anélise
de Particao de Variancia (Varpart) (Peres-Neto et al. 2006) foi realizada para avaliar a
importancia relativa de cada matriz explicativa sobre o conjunto de biomarcadores. A
matriz de resposta foi composta pelos biomarcadores analisados (Proteinas totais,
TBARS, CAT, GST, SOD) e as matrizes explicativas (X1 - habitat; X2 — varidveis
bidticas; X3 — varidveis fisico-quimicas da dgua). As varidveis incluidas em habitat foram
area e profundidade. As varidveis bidticas foram riqueza de predadores, abundancia de
predadores, abundancia de Austrolebias minano, abundancia de Cynopoecilus fulgens,
riqueza de peixes ndo anuais e abundancia de peixes nao anuais. As varidveis fisico-
quimicas da dgua foram temperatura, pH, condutividade, NTU (turbidez) e oxigénio
dissolvido (OD). Para eliminar colinearidades entre as varidveis explicativas realizamos
uma pré selecdo em cada matriz de varidveis explicativas através de selecdo Forward.
Desta foma, a matriz ambiental foi constituida das varidveis que nao foram excluidas
através do fator de inflacdo de variancia (VIF). O VIF € utilizado como indicador de
multicolinearidade entre varidveis explicativas, sendo que VIF =1 indica que a varidvel
ndo estd relacionada a nenhuma outra varidvel preditora do modelo. Por outro lado, VIF>
10 sugere forte colinearidade (Quinn & Keough, 2002). Utilizamos uma Andlise Parcial
de Redundancia (pRDA) para controlar o efeito do periodo sobre o conjunto de
biomarcadores. N6s aplicamos a transformacdo de Hellinger nas matrizes de resposta.
Para avaliar a significancia do modelo geral foi utilizado o teste de Monte Carlo (999
permutagdes). Por fim, nds realizamos regressdes multiplas para para testar a influéncia

das matrizes explicativas sobre cada um dos biomarcador separadamente.
8 RESULTADOS

8.1 Biomarcadores
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O tamanho médio dos peixes anuais diferiu significativamente entre os periodos
(F=16.547, p<0.001) (Figura 4), apresentando aumento ao longo do ciclo de vida. O
tamanho dos individuos ndo variou entre os sexos (F= 0.382, p=0.583). O comprimento
médio entre os periodos foi de 24.08 +£4.4 mm em junho, 26.77+ 4.0 mm em julho, 29.23+

2.9 mm em setembro e 31.3871+ 2.9 mm em outubro.
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Figura 4 — Varia¢do no comprimento padrdo em machos e fémeas entre os meses de amostragem

de A. minuano nas duas area imidas.

Os niveis de protefnas totais foram influenciados pela interacdo entre sexo e
periodo (p=0.0001). Machos mostraram aumento gradual das préteinas ao longo do ciclo
de vida com os maiores valores em outubro (Figura 5). Fémeas apresentaram diminui¢ao
nos niveis de proteinas entre junho/julho (fase de maior crescimento) seguido de aumento
entre julho e setembro (fase reprodutiva). Fémeas apresentaram maiores niveis de
proteinas no periodo correspondente a reproducdo. Em outubro (individuos senis) as

fémeas voltaram a ter reducao nas proteinas (Figura 5).
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Figura 5 — Variacdo sazonal dos niveis de proteinas totais em machos e fémeas de A. minuano.

A peroxidagdo lipidica (TBARS) apresentou variagdo distinta entre sexo e periodo
(p=0.01). Machos mostraram diminui¢do de TBARS ao longo do ciclo de vida. Fémeas
apresentaram maiores valores de TBARS nos meses de julho e outubro (Figura 6). O
periodo de crescimento (junho/julho) foi marcado por um aumento da peroxidacdo
lipidica nas fémeas e reducdo nos machos. Durante a fase reprodutiva (julho/setembro)
houve reducdo da peroxidacao lipidica em ambos sexos, sendo essa redu¢ao maior nas
fémeas. Os machos senis (outubro) apresentaram redug¢do da peroxidacao lipidica

enquanto as fémeas apresentaram aumento (Figura 6).
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Figura 6 — Variacdo sazonal dos niveis de peroxidagdo lipidica em machos e fémeas de A.

minuano.

A atividade da CAT foi influenciada pelo sexo e periodo (p=0.002), mas nao pela
sua interagdo. Em machos, a atividade da CAT mostrou os maiores valores nos meses de
junho e julho, seguido por diminuicdo nos meses seguintes. Nas fémeas, a atividade da
CAT apresentou redugdo até setembro e um aumento em outubro (Figura 7). No periodo
de crecimento (junho/julho), a atividade da CAT se manteve constante em ambos 0s
sexos. Durante a fase reprodutiva (julho/setembro) houve reducdo da sua atividade em
ambos sexos, sendo a redugdo novamente maior nas fémeas. Os machos senis
apresentaram reducdo da atividade da CAT, exibindo os menores valores nesse periodo,

enquanto as fémeas apresentaram aumento (Figura 7).
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Figura 7— Variacdo sazonal da atividade da enzima Catalase (CAT) em machos e fémeas de A.

minuano.

A atividade da GST foi influenciada pela interacdo entre sexo e periodo
(p=0.0002). A GST apresentou maior atividade em machos entre julho e setembro. Os
machos apresentaram redugdo da atividade da GST ao longo da vida, com os menores
valores no final da vida. Nas fémeas, houve redu¢do da atividade da GST em setembro
seguido de um aumento em outubro (Figura 8). O periodo de crescimento (junho/julho)
foi marcado pelos maiores valores de atividade da GST em machos, apesar da reducdo
entre esses meses. Nas fémeas houve um pequeno aumento nesse periodo. Durante a fase
reprodutiva (julho/setembro), a atividade da GST reduziu em ambos sexos, sendo essa
redu¢do muito maior nas fémeas quando comparado aos machos.. As fémeas senis
(outubro) apresentaram aumento da atividade da GST enquanto os machos apresentaram

reducgdo (Figura 8).
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Figura 8 — Variacdo sazonal da atividade da enzima glutationas S-transferases (GST) em

machos e fémeas de A. minuano.

A SOD foi influenciada pela interac@o entre sexo e periodo (p<0.001). Machos
mostraram diminuicdo da atividade da SOD ao longo do ciclo de vida. Fémeas
apresentaram aumento na atividade da SOD no mes de julho, reducdo no més de
setembro e um novo aumento em outubro (Figura 9). O periodo de crescimento
(junho/julho) foi marcado por um aumento da SOD nas fémeas e redu¢ao nos machos.
Durante a fase reprodutiva (julho/setembro) houve redu¢do da SOD nas fémeas. Nos
machos a SOD apresentou pequena variacdo em relag@o a julho. Os machos senis
(outubro) apresentaram reducgdo da atividade da SOD enquanto as fémeas apresentaram

aumento (Figura 9).
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Figura 9 — Variacdo sazonal da atividade da enzima Superéxido dismutase (SOD) em machos e

fémeas de A. minuano.
8.2 Influéncia das variaveis ambientais nos biomarcadores

A variacdo no conjunto de biomarcadores foi parcialmente explicada pelas
matrizes ambientais (F=13.877, p=0.001). A andlise de redundincia mostrou que as
varidveis explicativas ambientais explicaram 43% da variacdo do conjunto de
biomarcadores (R? ajustado = 0.4346344, p=0.001). Considerando o modelo geral, a
variacdo do conjunto de biomarcadores foi influenciada tanto por varidveis fisico-

quimicas da d4gua quanto do habitat e bidticas.

As varidveis fisico-quimicas explicaram 18% da variacdo dos biomarcadores,
representadas por pH e temperatura. A 4rea (tamanho da drea imida) foi a dnica varidvel
de habitat significativa e explicou 3% da variacdo dos biomarcadores. A abundancia de
peixes ndo-anuais foi a Unica varidvel bidtica que explicou significativamente a variagao
nos biomarcadores, explicando 6% da variagdo total. As varidveis fisico-quimicas e de
habitat em conjunto explicaram 12% da variacdo do conjunto de biomarcadores. As
varidveis fisico-quimicas e bidticas em conjunto explicaram 2%, assim como as variaveis
de habitat e bidticas juntas também explicaram 2% da variacdo do conjunto de
biomarcadores. A interacao entre todas matrizes explicativas explicou 1% dessa varia¢ao

(Figura 10).
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Figura 10 — Contribuicio das matrizes explicativas ambientais na variacdo do conjunto de

biomarcadores analisados em A. minuano.

Conforme as andlises de regressdo multipla, em relagdo aos biomarcadores
analisados separadamente, foram observados padrdes distintos. Nestes casos, diferentes
varidveis ambientais estavam relacionadas a variacao dos diferentes biomarcadores. As
proteinas foram influenciadas somente pelas varidveis bidticas, as quais explicaram quase
55% da sua variagdo (R? ajustado =0.548, F=41.707, p=0.001) (Figura 11). A abundancia
de Austrolebias minuano (Abund_AM) e abundancia Cynopoecilus fulgens (Abund_CF)
foram as varidveis bidticas selecionadas e explicaram 45% e 5% das variacdo das
proteinas, respectivamente. Ambas varidveis agrupadas explicaram 4% da variacdao dos

niveis de proteina (Figura 11).
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Figura 11 — Contribuicdo das matrizes explicativas ambientais na variagdo dos niveis

de proteinas em A. minuano.

A peroxidacdo lipidica (TBARS) foi explicada somente pela abundincia de
predadores, a qual representou 46% da sua variacdo (R? ajustado= 0.4617953, F=58.488,
p=0.001). A atividade da SOD também foi influenciada por uma unica varidvel, neste
caso pelo pH, que explicou quase 54% da sua variagcao (R? ajustado = 0.539 F= 79.392,
p=0,001).

A atividade da CAT foi influenciada somente por varidveis fisico-quimicas da
agua contribuindo com 40% da variacio desse biomarcador. A concentacio de oxigénio
(mg/L) explicou 27% da variacdo da CAT enquanto temperatura influenciou em 4% (R?
ajustado 0.403, F=23.669, p=0,001) (Figura 12). O efeito compartilhado dessas varidveis
explicou 9% da variacao da CAT.
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Figura 12 — Contribuicdo das matrizes explicativas ambientais na varia¢do da atividade da

enzima Catalase em A. minuano.

A atividade da GST foi influenciada somente pela condutividade, que explicou

cerca de 10% da sua variacao (R? ajustado = 0.09545075, F= 8.07 , p=0,006).
DISCUSSAO

Austrolebias minuano é uma espécie de peixe anual que apresenta tempo de vida
curto, com crescimento € maturagdo sexual rapidos para maximizar a reprodugdo em
funcdo do ambiente tempordrio que habitam (Lanés et al., 2014, 2016). Essas
caracteristicas sdo associadas a estresse oxidativo, demandando destes animais um
conjunto de respostas fisiologicas adaptativas. Nossos resultados revelaram que em A.
minuano na maior parte do periodo de tempo estudado o estresse oxidativo, aqui
representado pelos niveis de lipoperoxidagdo, ¢ minimizado em funcdo de um balanco
oxidativo eficiente. Além disso, ndés mostramos que os trade-offs esperados entre os
investimentos nas caracteristicas da histéria de vida (aqui representadas por crescimento
rapido e alto esforco reprodutivo) e auto-manutencao foram exclusivos de fémeas entre

crescimento e automanutencao.

Ambos os sexos mostraram um aumento gradual do comprimento corporal ao
longo de todo o ciclo de vida pds-eclosdo, atingindo valores médximos em outubro.
Embora ndo exista diferenca significativa no comprimento entre os sexos, estudos
apontam que os machos atingem tamanho corporal maior que os das fémeas (Laufer et al.
(2009), podendo isso estar relacionado ao aumento gradual das proteinas totais até o final

do ciclo de vida pds-eclosdo evidenciado apenas nos machos, com os maiores valores
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sendo observados nos individuos senis (outubro) (Figura 5). Laufer et al. (2009) ressaltam
que o maior tamanho corporal dos machos estd relacionado a manutencdo de
comportamentos reprodutivos, como a coorte, as interacdes agonisticas e o
estabelecimento de territérios reprodutivos, assim podemos sugerir que estes animais
estejam aptos a reproduzirem até préximo de sua morte. J4 nas fémeas, as proteinas totais
mostraram um aumento até setembro, seguido de uma redu¢do em outubro (animais
senis). Este padrao de resposta pode estar associado ndo s6 a0 menor tamanho atingido
em relagdo aos machos, como também a maturacdo gonadal e a constante formacdo de
ovos que exigiria das fémeas uma maior alocacdo energética para manter a reproducao.
Sabe-se que o crescimento € impulsionado principalmente pela sintese proteica (Van der
Have & De Jong, 1996) e em fémeas os ovos sdo ricos em vitelogenina, uma
glicolipofosfoproteina alocada aos ovos como substrato energético para o

desenvolvimento embrionario (Patifio & Sullivan, 2002).

Quanto ao balango oxidativo, de maneira genérica, os machos de A. minuano
apresentam uma diminui¢do da lipoperoxidacdo e da atividade das enzimas antioxidantes
estudadas (SOD, CAT e GST) (Figuras 6-7-8-9) ao longo do ciclo de vida, sendo essa
redu¢cdo mais acentuada nos meses de setembro e outubro e atingindo os valores mais
baixos em individuos senis (outubro). A diminui¢do das enzimas antioxidantes em
individuos senis também foi observada para as espécies de peixes anuais africanas
estudadas por Hsu et al. (2008) e em outros organismos modelos (Sohal et al., 1993, 1994;
Rao et al., 2003; Lombard et al., 2005; Alonso-Alvarez et al., 2006). No entanto, a
diminui¢do da peroxidacdo lipidica (LPO) com o aumento da idade contrasta com os
estudos desenvolvidos em peixes anuais africanos onde os autores evidenciaram um
incremento deste processo (Hsu et al., 2008). O aumento dos niveis de lipoperoxid¢ao no
inicio do ciclo de vida aliado a um incremento das enzimas antioxidantes estudadas pode
conduzir nas fases subsequentes do desenvolvimento a um fendmeno denominado de
hormese o que explicaria a diminui¢cdo tanto da lipoperoxidacdo como das enzimas
antioxidantes. O termo hormese € definido como uma resposta adaptativa das células e
dos organismos a um estresse moderado (normalmente intermitente) (Gladyshev, 2014;
Costantini, 2014). Ndo podemos deixar de descartar também, que vdrios fatores
contribuem para o término do processo ciclico de lipoperoxidacdo, como por exemplo a
neutralizacdo pelo sistema antioxidante das indmeras espécies reativas de

oxigénio/nitrogénio formadas ao longo do ciclo de vida, sugerindo assim, um papel
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importante para as moléculas antioxidantes e/ou para a glutationa peroxidase em machos
de A. minuano, componentes do sistema antioxidante que ndo foram analisados neste

estudo.

Diferentemente dos machos, as fémeas mostram um aumento dos niveis de
peroxidacdo lipidica em julho e em outubro, respectivamente no inicio e no final do ciclo
de vida pds-eclosdo, com os valores mais baixos sendo verificados em setembro. A
atividade enzimatica € mais elevada no inicio do ciclo de vida, coincindo com os maiores
niveis de lipoperoxidacdo. Ao final do ciclo de vida (outubro) observamos um aumento
da atividade das enzimas antioxidantes coincidindo com o aumento da peroxidacdo
lipidica, sugerindo que este incremento da atividade enzimdtica em individuos senis ndo
foi suficiente para conter a lipoperoxidacdo e possivelmente o estresse oxidativo. Esses
resultados contrastam com aqueles encontrados para os machos desta espécie, e
corroboram parcialmente com aqueles estabelecidos para peixes anuais africanos, onde
foi observado um aumento da peroxidacao lipidica aliado a uma diminuicao da atividade
enzimatica com o aumento da idade, sugerindo assim, falhas nos mecanismos de reparo

e metabolizacdo das EROs (Hsu et al., 2008; Liu et al., 2012).

Analisando os efeitos das diferentes fases de desenvolvimento da espécie nos
biomarcadores, nossos resultados mostraram que durante a maior parte da vida A.
minuano apresenta um sistema antioxidante oxidativo eficiente. Uma excessdo ocorreu
durante a fase de crescimento nas fémeas, em que encontramos aumento na peroxidacao
lipidica ndo acompanhado de aumento significativo na atividade enzimética. Neste
sentido, o investimento em crescimento pelas fémeas parece levar a danos oxidativos.
Estudos laboratoriais com aves e insetos tem mostrado que a modul¢cdo das taxas de
crescimento causam aumento do estresse oxidativo aliado a redug¢do da capacidade
antioxidante (Blount et al., 2003; Alonso Alvarez et al., 2007; De Block & Stoks, 2008).
Em ovinos o investimento em crescimento tem custos em termos de estresse oxidativo
(Nussey et al., 2009). Assim, o alto investimento em crescimento pode determinar menos
energia para ser investida em automanuten¢do, ou seja um frade-off que pode conduzir a

uma situacdo de estresse oxidativo nesse periodo nas fémeas.

O estresse oxidativo evidenciado no periodo de crescimento nas fémeas pode
também estar relacionado a reproducdo. Alguns pesquisadores sugerem que o curto tempo
de vida dessas espécies possa levar a senescéncia reprodutiva rapida fazendo com que
esses peixes tenham investimento reprodutivo precoce (Vrtilek et al., 2018a). Além disso,
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as fémeas necessitam grandes quantidades de energia para a producdo dos ovdcitos
(Wootton & Smith, 2015), resultando em que ainda nesse periodo o investimento
feminino seja em reservas para a reproducdo. Neste sentido, a presenca de estresse
oxidativo na fase de crescimento pode estar ligada a investimentos precoce em
reproducdo pelas fémeas. Além disso, trade—offs entre crescimento e reprodugao reduzem
as taxas de crescimento em funcdo da alocacdo de reservas energéticas para sustentar o
periodo reprodutivo (Vazzoler, 1996; Blazek et al., 2013). Estudos apontam que o
crescimento tende a declinar quando os individuos come¢am a alocar recursos para a
reprodugdo ou quando atingem a maturidade sexual (em aproximadamente 2 a 3 meses
de vida em peixes anuais neotropicais) (Volcan et al., 2012; Fonseca et al., 2013; Vrtilek
et al., 2015; Volcan et al., 2018). A reduc¢do dos niveis de proteinas totais evidenciada em
nosso estudo sugere uma menor capacidade de crescimento das fémeas, nesse periodo. O
papel do crescimento na condi¢do feminina nao € claro, mas existem relacdes diretas entre
o tamanho corporal e a reprodugdo (Barneche et al., 2018), risco de predagdo (Trexler et

al., 1994) e custo para atingir tamanhos maiores (Hooper et al., 2017).

A pesar da maior taxa de crescimento masculina, nenhuma relacdo entre estresse
oxidativo e crescimento foi encontrada. Nos machos no periodo de crescimento houve
um incremento nos niveis de proteinas totais, e um balanco eficiente entre a
lipoperoxidagdo e a atividade das enzimas antioxidantes, refletindo que o rdpido
crescimento ndo gera estresse oxidativo e que a energia utilizada ndo interfere na sua
automanuten¢do. As proteinas sdo relacionadas com o crescimento (Van der Have & De
Jong, 1996) e seu aumento em machos neste periodo pode estar relacionado ao ripido
crescimento inicial (Lee et al., 2013; Hooper et al., 2017) e aos beneficios de alcangar
tamanhos maiores como a qualidade intrinseca superior, maior resisténcia nas disputas
com outros machos e consequentemente maior sucesso reprodutivo (Andersson, 1994;
Guimardes et al., 2017), visto que machos maiores sio preferidos pelas fémeas de peixes

anuais (Passos et al., 2014).

No periodo de maior intensidade reprodutiva (entre julho e setembro) os
biomarcadores ndo relataram a presenca de estresse oxidativo. Nesse periodo houve
redugdo nos niveis de lipoperoxidacao e atividade das enzimas antioxidantes em ambos
os sexos, refletindo um eficiente balanco oxidativo, principalmente nas fémeas. Esses
resultados mostram que possivelmente ndo ocorrem trade-offs entre a reproducdo e

automanuten¢do nesta espécie de peixe anual. Estudos em ovinos e largartos também
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mostraram a inexisténcia ou uma fraca associagdo entre o estresse oxidativo e a
reproducdo (Nussey et al., 2009; Olsson et al., 2012). Além disso, alguns estudos tem
demostrado que a reproducdo pode reduzir o estresse oxidativo (Garratt et al., 2011;
Costantini et al., 2014) contudo os mecanismos envolvidos nesse processo ainda sao

pouco conhecidos (Alonso-Alvarez et al., 2017).

Entre setembro e outubro, periodo que compreende o periodo senil de vida dos
peixes anuais, as fémeas apresentaram reducao dos niveis de proteinas totais, retornando
aos niveis do inicio da vida (junho) e os machos apresentaram aumento. A reducao das
proteina nas fémeas nesse periodo pode ainda estar relacionado a reproducio, visto que
0s peixes anuais apds a maturacdo sexual mantém a capacidade reprodutiva até a sua
morte (Vaz Ferreira et al., 1964; Arenzon et al., 1999, 2001; Errea & Danulat, 2001;
Gongalves et al., 2011) com as fémeas desovando continuamente e a producdo dos
ovdcitos sendo extremamente custosa (Wootton & Smith, 2015). O aumento de proteinas
em machos nesse periodo pode refletir o seu maior tamanho corporal evidenciado aqui

em outubro.

Com relacdo as enzimas antioxidantes e a peroxidagcdo lipidica, machos
apresentaram reducdo e as fé€meas apresentaram aumento na atividade desses
biomarcadores na fase senil. Estudos realizados com peixes anuais africanos mostraram
que nos periodos senis de vida ocorre aumento da peroxidagdo lipidica e diminui¢do da
atividade das enzimas antioxidantes (Hsu et al., 2008, Liu et al., 2012, Milinkovitch et
al.,, 2018). O aumento na peroxidacdo lipidica nas fémeas nesse periodo pode ser
relacionada a reproducao, visto que a alocacdo reprodutiva nao diminui com o aumento
da idade em algumas espécies de peixes anuais (Blazek et al., 2017) e que esses peixes
reproduzem diariamente, com as fémeas produzindo ovos até a sua morte (Vaz Ferreira
et al., 1964; Arenzon et al., 1999, 2001; Errea & Danulat, 2001; Gongalves et al., 2011).
Errea & Danulat (2001) sugeriram que a morte dos peixes anuais pode ser devido ao alto
custo energético da reprodugdo. Além disso, enfrentar um risco iminente que ameaca a
sobrevivéncia, como a disseca¢do do ambiente, pode resultar em um aumento do esfor¢co
reprodutivo no final da vida, o chamado "investimento terminal" (Bonneaud et al., 2004).
Ainda nesse periodo as condi¢cdes do ambiente deterioram drasticamente para a
sobrevivéncia dos peixes anuais, com elevado aumento na temperatura da 4gua e
diminui¢do dréstica nos niveis da dgua (Lanés et al., 2016). Variagdes na temperatura

foram relacionadas a aumento na peroxidacao lipidica (Milinkovitch et al., 2018) e a
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diminui¢ao do nivel da 4gua, o que conduz a mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas
e favorece a acdo de predadores. Fatores relacionados ao aumento no estresse oxidativo
(Janssens & Stoks, 2013), podem também estar relacionados ao aumento da peroxidagdo

lipidica, como aqui evidenciado.

No entanto, o aumento da peroxidacdo lipidica na fase final de vida foi
acompanhado por um aumento das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST), resultado
que contrasta com os achados em estudos até aqui ja realizados. Esse resultado reflete
possivelmente, um balanco oxidativo eficiente da espécie, mostrando também que os
declinios relacionados a idade ndo afetaram a automanutencao. Isso sugere que os peixes
anuais também desenvolveram adaptagGes relacionadas ao balanco oxidativo
minimizando os efeitos das caracteristicas de seu ciclo de vida, principalmente daquelas

relacionadas a imprevisibilidade das dreas imidas tempordrias.

A diminui¢do da peroxidagdo lipidica com o aumento da idade nos machos € um
resultado muito interessante e pode estar relacionado a sua mortalidade. Estudos apontam
que existe uma maior taxa de mortalidade dos machos de peixes anuais em ambiente
natural (Reichard et al., 2009; Passos et al., 2014; Reichard et al., 2014), a qual sdo
atribuidos tanto por causas extrinsecas (predacdo, por exemplo) quanto por intrinsecas
(condi¢do do organismo) (Cellerino; Valenzano & Reichard, 2016; Reichard, 2016;
Blazek, 2017, Reichard et al., 2018). Com base nos resultados aqui encontrados,
aparentemente a maior mortalidade de machos em ambiente natural ndo € um efeito da
sua condic¢do interna, e de fato estd relacionado a fatores extrinsecos, uma vez que machos
no final do ciclo apresentam um sistema antioxidante eficiente, refletindo em boa

condicd@o do organismo.

Nossos resultados demostraram padrdes diferentes de variacdo dos biomarcadores
em relacdo as varidveis ambientais. A variacdo no conjunto de biomarcadores foi
influenciada por varidveis fisico-quimicas da dgua, do habitat e bidticas, representadas
por pH, temperatura da 4gua, tamanho da drea imida tempordria e abundancia de peixes
ndo anuais. Adicionalmente, as andlises de regressdo multipla detectaram padroes
distintos em relacdo aos biomarcadores analisados separadamente. Neste caso, os
biomarcadores foram influenciados pelo oxigénio dissolvido, temperatura,
condutividade, pH, abundancia de A. minuano, abundancia de C. fulgens (espécie anual

simpatrica e sintétipa) e também, pela abundancia de predadores.
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Segundo Lénes et al. (2016) as populagdes de peixes anuais neotropicais (A.
minuano e C. fulgens) podem passar de mais de 1000 individuos por unidade amostral.
Ao longo do ciclo anual, apdés periodos de precipitagcdo mais intensa, as dreas Umidas
tempordrias apresentam aumento na drea € conexao com dreas Umidas permanentes
permitindo assim, o acesso de peixes ndo anuais (Lanes et al., 2016). A maior densidade
populacional afeta as interacdes competitivas (intra e interespecificas), influenciando por
exemplo, a disponibilidade de recursos ( Fraser & Gilliam, 1992 ) e a predacao (Ronget
et al., 2017). A competi¢do e predagdo por peixes nao anuais € reconhecida como um
fator importante na mortalidade de peixes anuais em dreas Umidas tempordrias ( Nico &
Thomson, 1989; Winemiller & Jepsen, 1998; Lanes et al., 2016; Reichard et al., 2018).
O risco de predacdo (Janssens & Stoks, 2013) e a temperatura (Milinkovitch et al., 2018)
foram apontados como causadores de estresse oxidativo. O oxigénio dissolvido na dgua
explicou parte da variagdo nos niveis de peroxidacdo lipidica e da atividade da CAT.
Estudos apontam que relacdes positiva e negativa na concentracdo de oxigénio induzem
o aumento da atividade da catalase e da peroxidac¢do lipidica (Lushchak et al. 2001, 2005),
como visto em nosso estudo. Nas dreas umidas temporéarias ao longo do seu ciclo de vida
os peixes anuais podem enfrentar grandes variacdoes nas concentracdes de oxigénio
(Polacik & Podrabsky, 2015), com grande diminui¢do no final do ciclo, aliado a aumento
na temperatura. Nossos resultados mostram que a influéncia das varidveis ambientais na
variacdo dos biomarcadores analisados pode estar relacionada ao seu papel na
mortalidade dos peixes anuais e também, no aumento das interacdes competitivas, as
quais afetam o metabolismo e o uso das reservas energéticas. Consequentemente, em
nosso estudo a variacdo da CAT foi influenciada por esses dois fatores, com maiores
variagdes na atividade no final do ciclo de vida da espécie. Além disso, aumento na
temperatura tem sido relacionado a diminui¢do da longevidade e aumento de marcadores

de envelhecimento em peixes anuais (Liu & Walford, 1972 ,1975; Valenzano et al., 2006)

A influéncia da 4area (tamanho da drea timida) na variacdo do conjunto dos
biomarcadores pode estar relacionada a outras varidveis bidticas, uma vez que quando ha
um aumento do tamanho da 4rea umida, geralmente ocorre a conectividade com
ambientes permanentes permitindo acesso a competidores, como peixes ndo-anuais e
predadores, além de que redu¢do no tamanho da drea imida pode causar alteracdes nas
caracteristicas fisico-quimicas da &4gua (Ldnes et.al., 2016, 2018). Com relacdo a

condutividade, através dos sélidos totais podem ocorrer reducdes nos niveis de oxigénio
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dissolvido na dgua, produzindo uma escassez de oxigénio critico que pode levar a morte
(Ryan, 1991) além dos sais associados ao aumento da condutividade produzirem efeitos

téxicos nos peixes e em seus ovos (Weber-Scannell & Dufty, 2007).

Em conclusio, mostramos que o periodo de crescimento causou estresse oxidativo
em fémeas e que as varidveis ambientais influenciam na variacdo do balanc¢o oxidativo.
Ao contrario das nossas previsdes, ndo encontramos evidéncias de aumento do estresse
oxidativo no periodo reprodutivo e com o aumento da idade, principalmente em machos.
A falta de relagcdo entre o estresse oxidativo e a fase reprodutiva e senil deve-se a um
balanco oxidativo eficiente e possivelmente, a ocorréncia de hormese, isto € um conjunto
de adaptacdes adquiridas para enfretar a imprevisibilidade do seu ambiente.
Demostramos também que os trade-offs observados em outros grupos animais entre as
caracteristicas da histdria de vida e automanutengdo sao exclusivos do sexo feminino e
relacionado somente com o crescimento. Além disso, pela primeira vez foi demostrado a
influéncia de varidveis ambientais na variacdo de biomarcadores de estresse oxidativo em

peixes anuais.

Este estudo foi conduzido utilizando individuos coletados em ambientes naturais
ao longo de todo seu ciclo de vida e em diferentes fases de desenvolvimento, as quais
apresentam demandas energéticas distintas, fornecendo assim uma visdo sobre a sua
influéncia na variacdo do balanc¢o oxidativo em um modelo bioldgico de resposta rapida.
Este é o primeiro trabalho sobre balangco oxidativo em peixes anuais neotropicais
realizado com populagdes naturais e abrangendo todo o ciclo de vida de uma espécie. De
maneira geral, a maioria dos estudos sobre balanco oxidativo realizados até entdo
utilizaram organismos de vida longa, que apresentam possivelmente um conjunto de
adaptagdes diferentes daquelas presentes em uma espécie de vida extremamente curta.
Contudo, experimentos futuros visando quantificar outros marcadores de estresse
oxidativo como, oxidacdo de proteinas, DNA e RNA, por exemplo, permitirdo uma
andlise mais completa deste fendmeno. Estudos futuros deveriam também focar em como
as varidveis ambientais modulam trade-offs entre as caracteristicas de vida dos peixes

anuais e como isso influéncia o balanco oxidativo.
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