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Resumo 

O estresse oxidativo ocorre quando há um desbalanço entre pró-oxidantes e antioxidantes em 

favor dos pró-oxidantes, levando a uma ruptura da sinalização e balanço oxidativo e/ou dano 

molecular. O estresse oxidativo tem sido relacionado a trade-offs entre as característica da 

história de vida dos organismos e auto-manutenção. Trade-offs são caracterizados por conflitos 

entre a alocação de energia em uma determinada característica em detrimento de uma outra. 

Organimos que apresentam crescimento rápido e grandes investimentos em reprodução exibem 

maior produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e aumento do estresse oxidativo, 

normalmente relacionados a declínios na atividade das enzimas antioxidantes. O estresse 

oxidativo pode ser influenciado pelas condições ambientais. Peixes anuais apresentam 

características de história de vida relacionadas a maior produção de EROS, como crescimento 

rápido, intenso processo reprodutivo e acelerado envelhecimento, além de habitarem áreas 

úmidas temporarias com grandes variações ambientais. Desta forma, o objetivo desse trabalho 

foi avaliar marcadores do balanço oxidativo (superóxido dismutase, catalase, glutationa S-

transferase, lipoperoxidação e proteínas 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 período senil de vida nos 

machos. Aumento da lipoperoxidação foi  evidenciado somente em fêmeas no período 

correspondente a fase de crescimento. Machos mostraram redução em todos marcadores 

analisados, exceto nas proteínas, ao longo da vida. Os trade-offs esperados entre as 

características de vida e automanutenção foram exclusivos entre crescimento e automanutanção 

em fêmeas. Além disso, demostramos que as variáveis ambientais tem influência na variação 

dos biomarcadores analisados ao longo do ciclo de vida da espécie. Esses resultados sugerem 

que os peixes anuais apresentam um sistema de balanço oxidativo bem desenvolvido e adaptado 

para enfrentar a imprevisibilidade das áreas úmidas temporárias. 

 

 

 

 

Palavras-chaves: Espécies reativas de oxigênio; enzimas antioxidantes; estresse oxidativo; 
ciclo de vida, áreas úmidas temporárias. 
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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 APRESENTAÇÃO 

Esta dissertação intitulada “Variação sazonal e preditores ambientais do balanço 

oxidativo em um peixe anual neotropical” foi elaborada como requisito parcial para a 

obtenção do título de Mestre em Biologia pelo Programa de Pós-Graduação em Biologia, 

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

A dissertação está estruturada em dois capítulos, constituídos por um referencial teórico 

que abrange uma revisão sobre os peixes anuais, espécies reativas de oxigênio e enzimas 

antioxidantes e por um segundo capítulo na forma de artigo científico em que são 

apresentados os resultados obtidos no presente estudo.  

No marco teórico, foram levados em consideração principalmente aspectos importantes 

sobre a biologia e ecologia de peixes anuais, destacando a sua relação com a dinâmica 

temporal de seu hábitat. Fornecemos um pequeno panorama sobre a representatividade 

do grupo no Rio Grande do Sul e sobre a sua conservação. Também são apresentadas 

informações gerais sobre espécies reativas de oxigênio, enzimas antioxidantes e estresse 

oxidativo, com destaque para fatores de influência. 

Considerando o escasso conhecimento sobre o balanço oxidativo em peixes anuais 

e em ambientes naturais, bem como o grande potencial do grupo para constituir modelos 

biológicos em estudos de ecologia, envelhecimento e ecotoxologia  este estudo teve como 

objetivo avaliar o balanço oxidativo de uma espécie do gênero Austrolebias, visando 

investigar a sua variação ao longo do ciclo de vida e o papel das características 

ambientais.  
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2  CAPÍTULO I - REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1  Peixes anuais 

Peixes anuais formam um diversificado grupo de pequenos peixes da ordem 

Cyprinodontiformes que se encontram atualmente divididos em duas famílias 

taxonômicas: Nothobranchiidae e Rivulidae, distribuídas respectivamente na África e nas 

Américas (COSTA, 2008). Esses táxons são consideradas evolutivamente irmãos e 

compartilham várias características (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 não anual (COSTA, 2008).  

Estudos apontam que a divergência entre Nothobranchiidae e Rivulidae ocorreu 

no início do Eoceno (55 milhões de anos atrás) (COSTA, AMORIM, MATTOS, 2017). 

Duas hipóteses filogenéticas para o anualismo são consideradas: múltiplas origens 

independentes em espécies africanas e sul-americanas ou uma origem ancestral comum 

(provavelmente em peixes residentes de Gondwana antes da divergência da África e das 

Américas). Atualmente, a maioria dos pesquisadores adere às origens independentes e 

múltiplas do anualismo (HRBEK & LARSON, 1999; COSTA, 2009; FURNESS, LEE, 

REZNICK, 2015). 

Os peixes anuais habitam exclusivamente áreas úmidas temporárias, ambientes 

que secam completamente em determinada época do ano (COSTA, 2002; REICHARD, 

POLACIK, SEDLACEK, 2009; POLAČIK & PODRABSKY, 2015; LOUREIRO & DE 

SÁ, 2015). Áreas úmidas temporárias são considerados ambientes imprevisíveis, 

apresentando grande variação nas características ambientais (POLAČIK & 

PODRABSKY, 2015), e os peixes anuais desenvolveram complexas adaptações para 

sobreviver nesses sistemas. O mecanismo especial de diapausa é uma delas, 

possibilitando que os embriões dos peixes anuais resistam a estação seca (BEROIS, 

AREZO, DE SÁ, 2014; LANÉS 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 deposição dos ovos no substrato (VAZ 

FERREIRA, SIERRA, SCAGLIA, 1964; ARENZON, PERET, BOHRER, 1999, 2001; 

ERREA & DANULAT 2001; GONÇALVES, SOUZA, VOLCAN, 2011). Com a 

inundação 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 deposição de novos ovos no substrato (BEROIS, AREZO, DE SÁ, 2014; LANÉS et 

al. 2016; VOLCAN, GONÇALVES, GUADAGNIN, 2018). 

A diapausa é caracterizada por uma parada no desenvolvimento associada a uma 

redução acentuada na taxa metabólica, sendo dividida em três fases (diapausa I, II e III) 

(WOURMS, 1972; PODRABSKY & HAND, 1999). As diferentes fases da diapausa são 

fortemente influenciadas pelas condições ambientais (WOURMS, 1972; PODRABSKY 

et al. 2010; FURNESS, 2016). A entrada em qualquer uma das três fases da diapausa é 

modulada por variáveis ambientais, como temperatura, fotoperíodo, sinais químicos de 

peixes adultos e disponibilidade de oxigênio (WOURMS, 1972; FURNESS, 2016; 

POLAČIK et al. 2014; PODRABSKY, et al. 2017). A Diapausa I ocorre no estágio 

dispersão dos blastômeros após a epibolia. Na Diapausa II os embriões já têm coração e 

os elementos básicos do sistema nervoso central se formam (WOURMS, 1972). A 

Diapausa III ocorre quando os embriões estão completamente formados e prontos para 

eclodir (PODRABSKY et al. 2017). Os embriões podem permanecer nas diapausas II e 

III até que um sinal ambiental que possibilite a eclosão sem riscos de insucesso seja 

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

As espécies de peixes anuais apresentam características peculiares relacionadas 

ao seu tempo de vida curto, que está intimamente relacionado com a duração das áreas 

úmidas temporárias. O estresse de tempo, impõe que o seu ciclo de vida seja completado 

antes do ambiente secar, desta forma os peixes anuais apresentam o crescimento rápido, 

a maturação sexual precoce e o envelhecimento acelerado, como já citado (BLAŽEK, 

POLAČIK, REICHARD, 2013; VRTÍLEK et al. 2018a). Peixes anuais podem crescer 

cerca de 50 mm ao longo de um período de duas semanas (VRTÍLEK et al. 2018b). Além 

disso, as espécies de peixes anuais estão 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 mês e atingir a maturidade sexual em 14 dias na natureza (VRTÍLEK et al. 

2018a,b). As espécies neotropicais em condições naturais vivem <8 meses e atingem a 

maturidade sexual entre 2 e 3 meses de vida (LANÉS, KEPPELER, MALTCHIK. 2014; 

LANÉS et al. 2016; VOLCAN, GONÇALVES, GUADAGNIN, 2018). 

As características dos peixes anuais são altamente plásticas e envolvidas em trade-

offs (BLAŽEK, POLAČIK, REICHARD, 2013; POLAČIK et al. 2014). Trade-offs são 

caracterizados por conflitos entre a alocação de energia em uma determinada 
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característica em detrimento de uma outra. Trade-offs são relacionados a custos para o 

indivíduos, visto que os organismos não podem simultaneamente maximizar todas as 

características da história de vida, por exemplo crescimento, reprodução e 

automanutenção (STEARNS 1992). Respostas plásticas no crescimento e em 

características ligadas a reprodução são desencadeadas pela disponibilidade de alimento 

(VRTÍLEK & REICHARD 2015), duração da inundação das áreas úmidas (POLAČIK et 

al. 2014), dessecação do ambiente e predação (GRÉGOIR et al. 2017; GRÉGOIR et al. 

2018; REICHARD et al. 2018). Peixes anuais também demonstram ajustes nas 

características da história de vida em resposta a fatores manipulados em laboratório como 

por exemplo, produtos químicos (VALENZANO et al. 2006a), temperatura 

(VALENZANO et al. 2006b; HSU & CHIU, 2009 ) e dieta (TERZIBASI et al. 2009). 

Essas respostas plásticas estão relacionadas na maioria das vezes ao custo de uma vida 

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

O dimorfismo sexual é outra característica marcante dos peixes anuais, em que os 

machos são geralmente um pouco maiores que as fêmeas e exibem padrões de coloração 

mais brilhantes (LAUFER et al. 2009). Populações silvestres de peixes anuais apresentam 

razões sexuais femininas, com os machos desaparecendo geralmente mais rápido que as 

fêmeas ao longo do ciclo sazonal (LANÉS et al. 2016). A alta mortalidade (mortalidade 

extrínseca) de machos foi relacionada à predação por aves (REICHARD et al. 2018) 

devido as suas cores mais chamativas e maior tamanho corporal, e também a deterioração 

ambiental (LÁNES et al. 2016), que poderia indicar um envelhecimento específico do 

sexo, com uma senescência funcional mais rápida no sexo masculino (mortalidade 

intrínseca).  

Os peixes anuais africanos habitam as áreas úmidas temporárias durante o período 

quente do ano (REICHARD, 2015), enquanto a vida dos peixes anuais neotropicais está 

confinada a períodos frios, com aumentos na temperatura da água somente no final do 

ciclo sazonal causando a mortalidade dos peixes mesmo antes da dessecação do habitat 

(LANÉS et al. 2016). Os indivíduos de ambos grupos de peixes anuais costumam serem 

os mais abundantes e conspícuos predadores de topo nas áreas úmidas, apresentando uma 

dieta oportunista e generalista composta principalmente por organismos autóctones 

(LAUFER et. al., 2009; POLAČIK & REICHARD, 2010; GONÇALVES, SOUZA, 

VOLCAN, 2011; KEPPELER et al. 2015).  
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Em função das características de seu ciclo de vida, os peixes anuais são 

reconhecidos como excelentes modelos biológicos em estudos de laboratório (POLAČIK 

& REICHARD, 2010). As principais vantagens no seu uso como modelo biológico são: 

1. facilidade da sua manutenção e reprodução em condições de laboratório; 2. curto ciclo 

de vida que permite respostas rápidas; 3. possibilidade de seus ovos serem estocados por 

vários meses, garantindo mesmo fora do período reprodutivo, estoques de exemplares de 

mesma origem (ARENZON, LEMOS, BOHRER, 2002; VOLCAN, GONÇALVES, 

2009).  

Além disso, trata-se de um modelo que apresentam uma distância filogenética 

muito menor em relação à nós seres humanos quando comparado com alguns 

invertebrados, organismos tradicionalmente utilizados. Neste sentido, essas espécies tem 

sido utilizadas em ensaios toxicológicos, que demonstraram que podem ser altamente 

sensíveis à 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 

presença de alterações histológicas em muitos tecidos relacionadas à 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-SÁNCHEZ et al 2014; BAUMGART et al. 2015; 

CELLERINO, VALENZANO, REICHARD, 2016; HU & BRUNET, 2018). 

No Rio Grande do Sul, os peixes anuais estão representados pelos gêneros 

Austrolebias Costa e Cynopoecilus Regan. O gênero Austrolebias é mais diverso 

(COSTA, 2008; FERRER, MALABARBA, COSTA, 2008; LOUREIRO & GARCÍA, 

2008; LOUREIRO, DUARTE, ZARUCKI, 2011; NIELSEN & PILLET, 2015), com 

espécies distribuídas desde o sul da Bolívia, sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e norte e 

nordeste da Argentina (COSTA, 2010). A maior diversidade desse gênero se concentra 

no sul do Brasil e no Uruguai, onde várias espécies podem co-ocorrer numa mesma área 

úmida (COSTA, 2006; 2008; 2009). O gênero Cynopoecilus possui sete espécies, todas 

restritas ao sul do Brasil e Uruguai (FERRER, WINGERT, MALABARBA, 2014; 
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COSTA, AMORIM, MATTOS, 2017). Os embriões das espécies desses dois gêneros 

eclodem sincronicamente no outono austral e início do inverno (maio a julho) e durante o 

ciclo de vida sazonal, que termina no final da primavera (setembro/novembro), as populações 

apresentam declínios nas abundâncias e densidades e aumento gradual no tamanho corporal 

(LANÉS et al. 2016). A maioria dessas espécies estão ameaçadas de extinção, sendo que 

o principal fator de ameaça para essas espécies é a perda e alteração de habitat relacionada 

com a pressão humana, na qual a agricultura é a principal atividade causadora desse 

impacto (VOLCAN, LANÉS, CHEFFE, 2010). Só no bioma Pampa, uma das áreas com 

maior presença de espécies de peixes anuais (LANÉS et al. 2018), a agricultura, através 

das lavouras de arroz e soja, é a principal atividade responsável pelo desaparecimento de 

cerca de 90% das áreas úmidas da região (ROLON & MALTCHIK, 2006), refletindo em 

uma grande ameaça para os peixes anuais.  

 

 2.2  Espécies reativas de oxigênio e enzimas antioxidantes  

Em 1956 Denham Harman propôs a teoria dos radicais livres afirmando que as 

espécies reativas de oxigênio (EROs) geradas nas células conduziam a uma situação de 

estresse oxidativo, resultando em danos que levariam a declínio relacionados à idade nas 

funções biológicas 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 sinalização essenciais para o 

organismo, estando envolvidas em diversos processo fisiológicos tanto aqueles 

pertinentes ao ciclo de vida como aqueles decorrentes de alterações ambientais, 

constituindo um fator importante na modulação do sistema imunológico, por exemplo, 

defesa contra agentes patogênicos, na modulação do sistema endócrino, na oxidação de 

agentes químicos exógenos e na regulação do equilibrio oxidativo, atuando na redução 

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 desbalanço entre a 

produção/eliminação das EROs, em favor da sua produção que leva a uma ruptura da 

sinalização e balanço oxidativo e/ou dano molecular, podendo conduzir ao dano em 

macromoléculas e organelas celulares, como as mitocôndrias prejudicando assim, a 
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integridade e a funcionalidade celular. A exposição a baixos níveis de radicais livres, 

entretanto, pode reduzir o estresse oxidativo e regular positivamente as defesas 

antioxidantes através de respostas adaptativas que culmina na redução e no aumento da 

resistência 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 fenômeno conhecido como hormese (COSTANTINI, 

METCALFE & MONAGHAN 2010; COSTANTINI, MONAGHAN, METCALFE, 

2012; COSTANTINI, 2014; GLADYSHEV, 2014). Neste sentindo, o estresse oxidativo 

pode ser dividido em (1) fisiológico ou eustresse (níveis baixos) sendo este, importante 

na sinalização e na regulação redox, enquanto a sobrecarga ou distresse (níveis elevados 

ou suprafisiológicos), conduziria a interrupção da sinalização e balanço oxidativo e/ou 

dano oxidativo a biomoléculas (SIES, 2018). 

As EROs são derivadas de moléculas de oxigênio (O²), sua produção ocorre 

principalmente na mitocôndria de forma contínua e equilibrada apresentando grande 

importância no sistema biológico do animal (DOWLING & SIMMONS, 2009; 

VASCONCELOS et al. 2007). Contudo, quando ocorre uma elevada produção de EROs 

e/ou uma diminuição das defesas antioxidantes, o organismo pode apresentar efeitos 

deletérios em diferentes moléculas como: lipídios, proteínas, DNA e RNA; este 

desequilíbrio 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 oxidação de proteínas, com a 

consequente formação de proteínas carboniladas e a peroxidação lipídica ou 

lipoperoxidação (LPO). Todos os componentes celulares são sensíveis à ação das EROs, 

contudo, a membrana plasmática é um dos mais afetados em função de sua composição 

lipídica. 

Dentre os agentes oxidantes estão: Ânion Radical Superóxido (O2•), Peróxido de 

Hidrogênio (H2O2) e Radical Hidroxila (OH•). O Ânion Radical Superóxido é produzido 

continuamente em vários processos celulares e tem importância vital para as células de 

defesa. O Peróxido de Hidrogênio é gerado pela dismutação do O2•, reação 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 são classificados em 

enzimáticos e não enzimáticos (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 ação das espécies 

reativas de oxigênio quando formadas em excesso. 

O sistema antioxidante enzimático é representado pelas enzimas: Superóxido 

Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A SOD catalisa a 

dismutação do ânion radical superóxido (O2
•-) convertendo em peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e oxigênio (O2) (Figura 1) (APEL & HIRT, 2004; BARBOSA et al. 2010; 

DOWLING & SIMMONS, 2009; VASCONCELOS et al. 2007). A CAT está localizada 

principalmente nos peroxissomos e é responsável por catalisar a conversão de H2O2 em 

O2 e H2O (Figura 1) (APEL & HIRT, 2004; BARBOSA et al. 2010; VASCONCELOS et 

al. 2007). Já a GPX catalisa a redução do peróxido de hidrogênio (H2O2) e dos peróxidos 

orgânicos em moléculas menos reativas, utilizando a forma reduzida de glutationa (GSH) 

para manter sua atividade (Figura 1) (COSTANTINI, 2014; FERREIRA & 

MATSUBARA, 1997). 
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Figura 1 – Reação de transformação dos radicais livres pelas enzimas antioxidantes 

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

A biotransformação de metabólitos endógenos e exógenos também pode resultar 

na produção de espécies reativas de oxigênio e com isto, induzir as enzimas antioxidantes, 

alterar as concentrações dos antioxidantes não-enzimáticos e produzir lesões que são 

associadas ao estresse oxidativo. O processo de biotransformação conduz a aumento de 

polaridade e do tamanho de moléculas endo e xenobióticas, por meio de reações de 

oxidação (Fase I, principalmente no complexo P450), e de conjugação (fase II, com a 

glutationa ou com o ácido glicurônico, entre outros). Entre as enzimas de 

biotransformação mais estudadas em diferentes organismos vivos estão as glutationas S-

transferases (GSTs) que pertencem a uma família multifuncional de enzimas que 

catalisam a conjugação da molécula de glutationa a endo e xenobióticos, possuindo assim, 

um papel fundamental em mecanismos de biotransformação intracelular de compostos 

endo e xenobióticos. GSTs desempenham vários papéis fisiológicos, tais como sequestro 

e transporte de compostos hidrofóbicos endógenos, os quais incluem hormônios 

esteroides, heme, bilirrubinas, ácidos da bile e seus metabólitos (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 declínios funcionais que levam a diminuição gradual da atividade de 

enzimas antioxidantes causando desequilíbrio entre a produção e a eliminação das EROs, 

podendo estar aliado a uma diminuição nos mecanismos de reparo dos danos, resultando 

na senescência dos organismos (SOHAL & WEINDRUCH, 1996; FINKEL & 

HOLBROOK, 2000). Estudos laboratoriais demostraram que as EROs causam 

peroxidação lipídica e/ou oxidação protéica em diferentes modelos animais e que 

aumentos na peroxidação lipídica e/ou oxidação de proteínas aliado a uma diminuição da 

atividade das enzimas antioxidantes estão 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 alocação 

de energia para o estabelecimento das característica da história de vida e da manutenção 

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 rápido e na reprodução diminuem a capacidade dos indivíduo de investir em 

mecanismos de automanutenção (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; HÕRAK e 

COHEN 2010), como produção de enzimas antioxidantes, causando ruptura do balanço 

oxidativo e consequentemente estresse oxidativo nos organismos. Investimentos nessas 

características são relacionados a declínios mais rápidos com o aumento da idade nas 

funções biológicas, 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 têm argumentado que o aumento do investimento em alguma dessas 

características, resulta em taxas metabólicas elevadas e, aumento da produção de EROS, 

que, se não for acompanhada por uma a regulação das defesas antioxidantes, irá 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 síntese proteica (VAN DER HAVE & DE JONG, 1996), sendo 

considerado período crítico da vida na maioria dos organismos. Estudos sugerem que a 

alocação de energia para o desenvolvimento do corpo no início da vida é relacionado a 

um rápido envelhecimento (LEE, MONAGHAN, METCALFE, 2013) e que altas taxas 

de crescimento são relacionadas ao estresse oxidativo (ROLLO, CARLSON, SAWADA, 

1996; FARRELL, BENNETT, DEVLIN, 1997; MORGAN, MCCARTHY, 

METCALFE, 2000; BROWN-BROG & RAKOCZY, 2003, FORSÉN 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 rápido resulta em benefícios para os 

indivíduos, que atingem tamanhos maiores, tem maior qualidade intrínseca, maior 

resistência reprodutiva, alcançam maior sucesso reprodutivo e reduzem o risco de 

predação  (ANDERSSON, 1994; METCALFE & MONAGHAN, 2003; GUIMARÃES 

et al. 2017). No entanto, tem sido relatado que um dos ônus do aumento da taxa 

crescimento é o incremento do estresse oxidativo (ALONSO-ALVAREZ et al. 2007; DE 

BLOCK & STOKS 2008). 
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Variações no estresse oxidativo, durante o ciclo de vida adulto do animal, 

relacionadas ao período reprodutivo ocorrem devido ao fato que o animal necessita de um 

maior investimento energético nesse período, alocando assim muitas vezes, suas reservas 

tanto em fêmeas como em machos para serem utilizados na sustentação do processo 

reprodutivo em detrimento de automanutenção (BRAGHIROLLI, OLIVEIRA, 

OLIVEIRA, 2016; PINHEIRO & OLIVEIRA, 2016). Devido a essa mobilização e uso 

das reservas energéticas na reprodução ocorre o aumento do metabolismo aeróbio, maior 

produção 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, é comum à observação de um aumento nos 

níveis de peroxidação lipídica em diferentes órgãos dos animais (OLIVEIRA, 2015; 

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

Além disso, estressores ambientais também podem resultar em modulação do 

balanço oxidativo, incremento da lipoperoxidação sendo acompanhadas por outras 

estratégias bioquímicas e fisiológicas do animal que conduzem a uma resposta adaptativa 

às variações do meio (LUSHCHAK, 2011; BRAGHIROLLI, OLIVEIRA, OLIVEIRA, 

2016; HURYN, BENSTEAD, PARKER, 2014; PINHEIRO & OLIVEIRA, 2016). A 

dissecação dos ambientes aquáticos temporários, por exemplo, causa estresse de tempo, 

impondo que os organismos completem seu ciclo de vida antes que as condições se 

deteriorem (NYLIN & GOTTHARD, 1998; GRÉGOIR et al. 2017). Essa situação pode 

causar desenvolvimento mais rápido e alterar características ambientais aumentando o 

estresse oxidativo nos organismos (STIER et al. 2014a; STIER et al. 2014b; STIER, et 

al. 2014c). As variações da temperatura e do oxigênio, são características ambientais que 

causam estresse oxidativo em animais (LUSHCHAK, 2011; BIRNIE‐GAUVIN et al. 

2017; MILINKOVITCH et al. 2018). O risco de predação 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; 

LOBÓN-CERVIÁ, 2012). No entanto, efeito dessas e de outras características ambientais 

na modulação do balanço oxidativo ainda carece de informações.  

Levando em consideração que os peixes anuais apresentam altos investimentos 

nas características de vida, como crescimento e reprodução, e habitam áreas umidas 

temporárias que apresentam grandes variações ambientais é de grande interesse investigar 
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a variação do balanço oxidativo ao longo do seu ciclo de vida. Além disso, se faz 

necessário um estudo relacionado ao balanço oxidativo utilizando peixes anuais 

neotropicais, visto que estes são inexistentes, sendo os estudos sobre esse tema realizados 

exclusivamente com peixes anuais africanos.   
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5  INTRODUÇÃO 22 

Por várias décadas o envelhecimento foi explicado pelo paradigma proposto por 23 

Denham Harman (1956), segundo o qual os radicais livres apresentam apenas um papel 24 

deletério no processo de envelhecimento, conduzindo a uma situação de estresse 25 

oxidativo que determina a velocidade deste processo. Este papel deletério seria causado 26 

por espécies reativas de oxigênio (EROs), dentre estas os radicais livres, que nada mais 27 

são do que metabólitos parcialmente reduzidos do oxigênio molecular gerados em 28 

diferentes vias metabólicas ou como subprodutos de vários processos celulares. Porém, 29 

estudos das últimas décadas têm evidenciado que as espécies reativas de oxigênio 30 

representam um importante sinalizador celular e que os organismos vivos apresentam 31 

mecanismos celulares e moleculares adaptativos a doses subletais de espécies reativas de 32 

oxigênio que induziriam vias de sinalização que aumentam a longevidade por exemplo, 33 

através do fenômeno definido como hormese (Gladyshev, 2014; Costantini, 2014). 34 

O estresse oxidativo ocorre quando há um desbalanço entre a produção e a 35 

eliminação de pró-oxidantes e antioxidantes, conduzindo a danos nos lipídios, nas 36 

proteínas, no DNA, e em organelas como a mitocôndria (Sohal & Weindruch, 1996; 37 

Finkel & Holbrook, 2000). Contudo, é necessário destacar que este estresse oxidativo 38 

pode ser dividido em (1) fisiológico ou eustresse (níveis baixos) sendo este, importante 39 

na sinalização e na regulação redox, enquanto a sobrecarga ou distresse (níveis elevados 40 

ou suprafisiológicos), conduziria a interrupção da sinalização redox e/ou dano oxidativo 41 

a biomoléculas (Sies, 2018). 42 

O aumento das EROs e consequentemente o estresse oxidativo tem sido 43 

relacionado a trade-offs entre as característica da história de vida dos organismos e sua 44 

automanutenção (Kirkwood & Holliday, 1979; Metcalfe & Monaghan, 2003; Wiersma et 45 

al., 2004; Metcalfe & Alonso-Alvarez, 2010; Speakman & Garratt, 2014; Smith et al., 46 

2016) visto que essas características não podem ser simultaneamente maximizadas 47 

(Stearns, 1992). Organimos que apresentam crescimento rápido e grande investimento 48 

em reprodução exibem maior produção de EROs e declínios na atividade das enzimas 49 

antioxidantes, refletindo em estresse oxidativo (Wang et al., 2001; Alonso Alvarez et al., 50 

2004; Wiersma et al., 2004; Alonso‐Alvarez et al., 2007; De Block & Stoks, 2008: 51 

Costantini, 2008; Speakman, 2008; Monaghan et al., 2009, Nussey et al., 2009; Metcalfe 52 

& Alonso-Alvarez, 2010). Estudos recentes também demostraram que o estresse 53 
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oxidativo varia entre as fases de vida, e é influenciado pelas condições ambientais 54 

(Metcalfe & Alonso‐Alvarez, 2010).  55 

Peixes anuais (família Rivulidae na região Neotropical e família 56 

Nothobranchiidae na África) habitam exclusivamente áreas úmidas temporárias, 57 

ambientes que secam durante um período do ano (Costa, 2002a; Reichard et al., 2009; 58 

Polačik & Podrabsky, 2015; Loureiro & De Sá, 2015). Esses peixes apresentam 59 

características de história de vida relacionadas a maior produção de EROs, como 60 

crescimento rápido, intenso processo reprodutivo e acelerado envelhecimento (Blažek et 61 

al., 2013; Vrtílek et al., 2018b) e habitam esses ambientes extremamente imprevisíveis 62 

(Polačik et al., 2014; Polačik & Podrabsky, 2015). 63 

Nas áreas úmidas temporárias, o estresse de tempo (uma vez que o período de 64 

inundação é limitado) impõe que os peixes anuais apresentem naturalmente crescimento 65 

rápido para atingir a maturidade sexual e iniciar o processo reprodutivo antes do ambiente 66 

secar (Polačik et al., 2014).  O crescimento dos peixes anuais variam entre os sexos, onde 67 

os machos apresentam crescimento iniciais mais elevados do que as fêmeas devido ao seu 68 

maior tamanho corporal (Laufer et al., 2009). Estudos recentes relatam que investimento 69 

em crescimento rápido aliado a crescimento sob estresse do tempo estão associados a um 70 

possível aumento do estresse oxidativo (Alonso‐Alvarez et al., 2007; Nussey et al., 2009; 71 

Stier et al., 2014a; Stier et al., 2014b; Stier et al., 2014c, Costantini, 2014; Smith et al., 72 

2016; Janssens & Stoks, 2018).   73 

A reprodução é um dos períodos fisiologicamente mais exigentes da vida de um 74 

animal (Speakman, 2008) conduzindo a um alto custo energético estando assim, 75 

normalmente, associado ao aumento do estresse oxidativo (Behrman et al., 2001; Wang 76 

et al., 2001; Alonso-Alvarez et al., 2004; Murdoch & Martinchick, 2004; Wiersma et al., 77 

2004; Murdoch et al., 2005). Peixes anuais mantém um intenso processo reprodutivo, 78 

reproduzindo diariamente desde a maturidade sexual até a sua morte (Vaz Ferreira et al., 79 

1964; Arenzon et al., 1999, 2001; Errea & Danulat 2001; Gonçalves et al., 2011). Durante 80 

a reprodução, os machos necessitam manter constantes comportamentos agonísticos 81 

como interações competitivas com outros machos e de coorte com as fêmeas (Passos et 82 

al., 2014), enquanto as fêmeas produzem ovos que são energeticamente custosos, além 83 

de sofrerem constante assédio e serem perseguidas pelos machos para reprodução 84 

(Wootton & Smith, 2015). A produção cíclica de oócitos e comportamentos agressivos 85 

foram relacionados a um aumento no risco de estresse oxidativo ( Behrman et al., 2001; 86 

Castro et al., 2006; Mowles et al., 2009). 87 
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Os peixes anuais também apresentam acelerado envelhecimento (Reichard, 2016). 88 

É conhecido que o envelhecimento é modulado tanto por condições abióticas (Kawasaki 89 

et al., 2008; Caruso et al., 2017 ) como bióticas (Reznick et al., 2004). O aumento da 90 

idade em peixes anuais neotropicais foi relacionado a aumento da oxidação de proteínas 91 

e de lipídios (lipoperoxidação), e diminuição da atividade das enzimas antioxidantes 92 

(HSU et a., 2008; LIU et al., 2012). 93 

As grandes variações das características ambientais as quais estão expostos os 94 

peixes anuais nas áreas úmidas temporárias (Polačik & Podrabsky 2015; Lánes et al., 95 

2016; Lanés et al., 2018) podem relacionar-se com o grau de estresse oxidativo, mas 96 

relativamente pouco se sabe sobre essa relação. A temperatura, disponibilidade de 97 

oxigênio e risco de predação são alguns destes apontados como causadores de estresse 98 

oxidativo em animais aquáticos, inclusive em peixes (Lushchak, 2011; Janssens & Stoks, 99 

2013: Birnie‐Gauvin et al., 2017). Além disso, a densidade populacional pode ter um 100 

papel importante no balanço oxidativo, visto que influencia a disponibilidade de recusos, 101 

crescimento e mortalidade (Hixon & Jones, 2005; Lobón-Cerviá, 2012). 102 

Nos ambientes temporários os peixes anuais podem ser expostos a uma variação 103 

de temperaturas próximas do congelamento até temperaturas acima dos 25°C durante seu 104 

ciclo de vida nas áreas subtropicais da Argentina, Uruguai e Sul do Brasil (Errea & 105 

Danulat; 2001; Volcan et al., 2011, Berois et al., 2014;  Polačik & Podrabsky, 2015, Lanés 106 

et al., 2016). Em peixes anuais africanos senescentes uma variação em poucos graus da 107 

temperatura causou aumento da peroxidação lipídica (LPO) (Milinkovitch et al., 2018). 108 

Peixes anuais são geralmente abundantes e facilmente alcançam mais de 1000 exemplares 109 

por área úmida . Ao longo do ciclo anual conexões com ambientes permanentes permitem 110 

o acesso de peixes não anuais (Lánes et al., 2016), contribuindo para a entrada de peixes 111 

predadores. Deve-se considerar que estas situações (processos denso-dependentes e 112 

predação) possam influenciar o estresse oxidativo devido a predação e a competição.  113 

Apesar da grande contribuição desses estudo para o entendimento sobre o balanço 114 

oxidativo, a grande maioria foi realizado em ambiente laboratorial controlado. O papel 115 

das características de vida dos organismos no balanço oxidativo em ambiente natural 116 

ainda não é totalmente compreendido (Nussey et al., 2009; Hõrak & Cohen, 2010). Os 117 

estudos em ambiente natural são escassos e considerados de grande interesse pelos 118 

pesquisadores para que os resultados laboratoriais sejam contrastados e colocados dentro 119 



37 

37 
 

de um contexto ecológico e evolutivo mais significativo (Costantini, 2008; Selman et al., 120 

2008, Reichard, 2016). Neste sentido, estudos já tem desmostrado que a pressão imposta 121 

pelo ambiente natural faz com que características como o crescimento e maturidade 122 

sexual dos peixes anuais sejam muito mais rápidos em ambiente natural (Vrtílek et al., 123 

2018a,c) 124 

 Estudos considerando a variação no balanço oxidativo ao longo das diferentes 125 

fases de vida dos organismos também são raros e necessitam ser realizados (Malek et al., 126 

2004; Valenzano et al., 2006; Hsu & Chiu 2009; Hemmer-Brepson et al., 2014; Wang et 127 

al., 2014). Além disso, nenhum estudo sobre o balanço oxidativo foi realizado utilizando 128 

peixes anuais neotropicais. Os poucos estudos realizados foram feitos com peixes anuais 129 

africanos em laboratório (Hsu et al., 2008, Liu et al., 2012, 2015; Dong et al., 2017; 130 

Milinkovitch, 2018; Wang et al., 2018).   131 

 Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar marcadores do balanço 132 

oxidativo em ambiente natural ao longo do ciclo de vida em uma espécie de peixe anual 133 

neotropical (Austrolebias minuano), que apresenta características de vida relacionadas ao 134 

estresse oxidativo. Esperamos encontrar valores elevados de lipoperoxidação aliados a 135 

uma diminuição das enzimas antioxidantes nas diferentes fases de vida dos peixes anuais, 136 

sendo isto influenciado pelo seu rápido crescimento, grande investimento em reprodução 137 

e temporalidade do habitat o que conduziria a uma maior produção de EROs, diminuição 138 

das defesas antioxidantes e assim maior estresse oxidativo. Nossa hipótese é que o 139 

estresse oxidativo aumenta ao longo da vida dos peixes anuais e é maior fase final de vida 140 

destes animais devido aos declínios funcionais evidenciados com o aumento da idade e 141 

as piores condições do ambiente nesse período, refletida, por exemplo, pelo aumento da 142 

temperatura da água e dos peixes predadores e competidores. 143 

6 MATERIAL E MÉTODOS 144 

6.1  Espécie de estudo 145 

Austrolebias minuano (Fígura 2) é uma espécie típica de peixe anual neotropical 146 

e ocorre na Planície Costeira do Sul do Brasil. Em condições naturais, a espécie apresenta 147 

uma única faixa etária, sem sobreposição de gerações e expectativa de vida <8 meses 148 

(Lanés et al., 2014, 2016; Volcan et al., 2018). Os juvenis eclodem relativamente 149 

sincrônicos no outono austral e início do inverno (maio a julho) e durante o ciclo de vida 150 

sazonal, o qual termina no final da primavera (novembro), as populações mostram um 151 
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aumento gradual do tamanho corporal aliado a um declínio contínuo na abundância e 152 

densidade populacional (Lanés et al., 2016; Volcan et al., 2018). Em contraste com peixes 153 

anuais africanos, o período de vida de A. minuano está confinado a períodos frios, com 154 

temperaturas da água mais elevadas no final do ciclo sazonal, com aumento da 155 

mortalidade mesmo antes da dessecação do habitat (Lanés et al., 2016). Além disso, em 156 

muitas áreas úmidas, Austrolebias minuano pode co-ocorrer com Cynopoecilus fulgens, 157 

outra espécie de peixe anual (Lánes et al., 2014, 2016). 158 

Populações silvestres de A. minuano apresentam viés sexuais femininos, com os 159 

machos desaparecendo proporcionalmente mais rápido que as fêmeas ao longo do ciclo 160 

sazonal (Lanés et al., 2016). Os machos são mais coloridos e supostamente mais 161 

vulneráveis à predação. No entanto, Reichard et al. (2018) mostraram que ambos os sexos 162 

sofrem significativa mortalidade por predação por aves (mortalidade extrínseca), sem 163 

padrão de sobrevivência específico de algum dos sexo. Lanés et al. (2016) apontaram que 164 

o declínio mais pronunciado no sexo masculino estava relacionado com a deterioração 165 

ambiental (mortalidade intrínseca) 166 

   167 

 Fígura 2 – Macho e fêmea de Austrolebias minuano. Foto: Radim Blažek 168 

6.2  Área de estudo 169 

Os peixes foram coletados em duas poças temporárias, na zona de amortecimento 170 

do Parque Nacional da Lagoa do Peixe (PARNA Lagoa do Peixe)(Fígura 3). O PARNA 171 

Lagoa do Peixe é um dos sítios Ramsar da região sul do Brasil, localizado na seção média 172 

da planície costeira externa do Rio Grande do Sul (50º77'-51º15'W,'S 31º02'-31º48). A 173 

região possui um clima subtropical úmido cuja temperatura média varia de 13ºC no 174 

inverno e até 24ºC no verão. A precipitação média anual varia entre 1.200 e 1.500 175 

milímetros (Tagliani, 1995). Segundo o IBGE (2004), a vegetação é classificada como 176 
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representante do Bioma Pampa, que se caracteriza por campos subtropicais, mas no local 177 

encontram-se também componentes da Mata Atlântica, composta por espécies pioneiras 178 

e fragmentos de florestas de restinga. Na região ocorrem três espécies de peixes anuais e 179 

há uma grande quantidade de áreas úmidas temporárias (Lanés & Maltchik, 2010; Lanés 180 

et al., 2016). Recentemente Lanés et al. (2016) avaliaram a dinâmica populacional de A. 181 

minuano nessa região, estimando através de técnicas de marcação e recaptura que as 182 

populações da espécie podem alcançar mais de 1000 exemplares por área úmida. 183 

 184 

Fígura 3– Mapa da área de estudo no Sul do Brasil. • Pontos amostrados, ▭ Limites do Parque 185 

Nacional da Lagoa do Peixe (PARNA Lagoa do Peixe), Tavares, Rio Grande do Sul, Brasil.  186 

6.3  Delineamento amostral e coleta de dados 187 

Nós realizamos quatro coletas em intervalos de 37 a 44 dias, em duas áreas úmidas 188 

ao longo de um ciclo de vida de A. minuano, entre junho e novembro de 2016. As 189 

amostragens abrangeram diferentes fases do desenvolvimento da espécie. A primeira e a 190 

segunda amostragem foram realizadas em junho e julho, período que abrange indivíduos 191 

juvenis em fase de crescimento (Lánes et al., 2016; Volcan et al., 2018). As coletas de 192 

setembro e outubro, abrangeram indivíduos adultos e senis, respectivamente. Em 193 

novembro, ainda que houvesse presença de água superficial nas áreas úmidas temporárias 194 
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A. minuano não estava mais presente nas unidades amostrais. Conforme estudo realizado 195 

nas mesmas áreas no mês de novembro os indivíduos de A.minuano já não estão mais 196 

presentes nas áreas úmidas (Lanés et al., 2016).  197 

Os peixes utilizados na determinação do estresse oxidativo foram coletados pelo 198 

método de varredura utilizando puçá de mão (forma de D, 60 cm x 40 cm, 2 mm de 199 

malha). A varredura com puçá foi paralela ao fundo da área úmida e procurou cobrir todos 200 

os habitats. Em cada área úmida (ponto um e dois) foram coletados até 20 indivíduos de 201 

cada sexo nos diferentes períodos de amostragem (junho, julho, setembro e outubro). 202 

As área úmidas eram isoladas e distantes entre si pelo menos cinco quilômetros. 203 

Em cada área úmida, os dados de área (m²), profundidade máxima (cm), temperatura da 204 

água , oxigênio dissolvido (OD), Turbidez (NTU), pH e condutividade foram obtidos. Os 205 

dados das características físico-químicas da água foram obtidos utilizando uma sonda 206 

Multi-Parâmetros HORIBA U-222. A temperatura e a luminosidade também foram 207 

acompanhadas por meio de data-logger (Hobo UA-002-08; Onset Ltd) a cada três horas 208 

durante todo o ciclo de vida da espécie até a dissecação total das área úmidas temporárias. 209 

A área total foi medida a cada amostragem in situ usando um GPS portátil (precisão três 210 

metros) percorrendo a pé os limites da área úmida. A profundidade máxima da área úmida 211 

foi obtida usando uma régua graduada (cm). 212 

Os peixes coletados foram submetidos a crioeutanasiados e em seguida 213 

transportados em caixas térmicas para o Laboratório de Fisiologia da Conservação, da 214 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS). As coletas de peixes 215 

foram realizadas mediante autorização do IBAMA / ICMBio (número do processo 216 

SISBIO No. 43.251-1) e da Comissão de Ética para Uso de Animais, da UNISINOS 217 

(PPECEUA 12-2015). Todos os procedimentos biquímicos-funcionais foram autorizados 218 

pela Comissão de Ética para o Uso de Animias da PUCRS (número 8271), além do 219 

registro junto ao Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 220 

Tradicional Associado (SisGen: A732684). 221 

6.4 Estimativas populacionais 222 

Nós estimamos a abundâncias das duas espécies de peixes anuais (Austroebias 223 

minuano e Cynopoecylus fulgens), e a riqueza e abundâncias de peixes não-anuais e 224 

potenciais predadores (cágados, peixes piscívoros e invertebrados como baratas-d'água e 225 

larvas de odonata) nas duas áreas úmidas estudadas através de marcação e recaptura. Esse 226 
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levantamento foi realizado visando utilizar esses dados como uma variável ambiental de 227 

interesse, já que a densidade populacional influencia a disponibilidade de recusos, 228 

crescimento e mortalidade (Hixon & Jones, 2005; Lobón-Cerviá, 2012). O esforço de 229 

amostragem em cada local foi padronizado por unidade de tempo. Dois puçás (forma de 230 

D, 60 cm x 40 cm, 2 mm de malha) foram utilizados para realizar varreduras 231 

paralelamente ao fundo da área úmida durante seis séries de 15 minutos, totalizando 1 232 

hora e 30 minutos de amostragem em cada ponto. Todos os habitats disponíveis das áreas 233 

úmidas foram amostrados. Os períodos de coletas ao longo do ano foram junho, julho, 234 

setembro e outubro. Para cada período de amostragem, os indivíduos coletados foram 235 

mantidos separados em baldes de 20 litros. Os indivíduos não foram liberados entre os 236 

períodos de amostragem. Após a amostragem, peixes não-anuais foram identificados a 237 

nível específico de acordo com Malabarba et al. (2013) e peixes anuais de acordo com 238 

Costa (2002b, 2006). A classificação sistemática segue Betancur-R et al. (2013). Os 239 

predadores (cágados, peixes e invertebrados) foram identificados na menor classificação 240 

taxonômica possível. O sexo dos peixes anuais foi determinado com base em caracteres 241 

externos (tamanho das nadadeiras, forma e coloração). O comprimento padrão dos peixes 242 

e dos predadores foi mensurado através de régua plástica e os peixes foram marcados pela 243 

remoção de um pequeno pedaço da nadadeira caudal antes da liberação. No dia seguinte, 244 

repetiu-se o mesmo esforço de amostragem nestas áreas úmidas. O número de peixes 245 

anuais marcados e não marcados capturados foi registado e todos os peixes foram 246 

liberados.  247 

6.5  Processamento das amostras 248 

Nós analisamos os biomarcadores de 137 individuos de Austrolebias minuano (69 249 

machos e 68 fêmeas) em diferentes períodos de vida (Junho n=61, Julho n=38, Setembro 250 

n=24, Outubro n=14). Os peixes foram mantidos congelados a -80ºC para preservar a sua 251 

integridade para análise enzimática no Laboratório de Fisiologia da Conservação da 252 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS). No laboratório, os 253 

animais foram separados conforme o sexo, mês de coleta e o ponto amostral em que foram 254 

coletados. Todos peixes foram identificados, pesados na balança analítica 255 

individualmente e medidos em seu comprimento padrão (mm) – desde a ponta do focinho 256 

até o final do pedúnculo caudal com paquímetro digital.  257 

Os indivíduos inteiros foram separados em pools de dois exemplares para a 258 

realização do homogeneizados em solução de tampão Fosfato (20 mM, pH 7,0 acrescida 259 
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de PSMF 1 mM e cloreto de potássio 140 mM), em uma proporção de 1g de peso úmido 260 

para 6 ml de tampão, com o auxílio de um Ultra-Turrax® (IKA-WERK), em banho de 261 

gelo (0-4°C). Antes do ensaio enzimático, o homogeneizado foi centrifugado (SORVALL 262 

RC-5B Refrigerated Superseed Centrifuge), sob refrigeração (4ºC) a 3.000 rpm por 5 263 

minutos, conforme adaptação do método de homogeneização descrito por Llesuy et al. 264 

(1985). A partir do homogeneizado foram determinadas proteínas totais (PT), 265 

peroxidação lipídica (TBARS), e atividade das enzimas antioxidantes Superóxido 266 

Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa S-Transferase (GST) de cada pool de 267 

indivíduos por ponto amostral, sexo e mês de coleta. Todas as amostras foram 268 

determinadas em quadruplicata.  269 

 270 

6.6 Ensaio de Proteína Total 271 

Os sobrenadantes dos homogenizados foram centrifugados a 3000 rpm durante 3 272 

minutos a 4°C e as proteínas totais foram quantificadas conforme kit da Biodiagnóstica, 273 

tendo como princípio a reação de íons cobre com as ligações peptídicas das proteínas 274 

séricas, em um meio de reação alcalino, formando um liquido de coloração púrpura que 275 

tem absorbância máxima em 525nm. O resultado é expresso em mg de proteínas/G de 276 

peso úmido-1 277 

6.7 Ensaio de Peroxidação lipídica 278 

A peroxidação lipídica dá-se pela reação das EROs com os lipídeos insaturados 279 

das membranas, resultando na formação de hidro ou lipoperóxidos, que são altamente 280 

reativos e podem dar início a uma cascata oxidativa, com severos danos a integridade das 281 

membranas. Nessa reação, ocorre à liberação de produtos da degradação de ácidos graxos, 282 

como o malondialdeido, e a quantificação deste composto têm sido utilizado para avaliar 283 

a extensão do dano oxidativo (Ohkawa et al., 1979). Uma importante característica do 284 

MDA é sua capacidade de reagir com o ácido tiobarbitúrico sob altas temperaturas e baixo 285 

pH, gerando um produto com cor que pode ser detectado espectrofotométricamente em 286 

532 nm, base para método de detecção de produtos finais de lipoperoxidação. Os níveis 287 

de peroxidação lipídica foram assim, determinados através da detecção de substâncias 288 

que reagem ao Ácido Tiobarbitúrico (TBA-RS) conforme modificações de Persch et al. 289 

(2017); os resultados foram expressos em nmol TBA/mg de proteínas.  290 

 291 
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6.8 Ensaio de Enzimas Antioxidantes e de Biotransformação 292 

 293 

6.8.1 Superóxido Dismutase (SOD) 294 

 O método empregado foi o através da enzima que inibe a reação do radical 295 

superóxido com a epinefrina, levando a oxidação da epinefrina e a formação de um 296 

produto colorido (adrenocromo), que é detectado através de cinética enzimática por 297 

espectrofotometria a 480nm. O meio de reação consiste de glicina-NaOH (50mM, pH 11) 298 

e epinefrina (1mM) (Boveris et al., 1982). Resultados são expressos em unidades de 299 

SOD/mg de PT.min, sendo uma unidade de SOD correspondente a quantidade de enzima 300 

que inibe em 50% a velocidade de oxidação do detector utilizado, neste caso o 301 

adenocromo. 302 

6.8.2 Catalase (CAT) 303 

A atividade desta enzima foi quantificada por cinética enzimática, por 304 

espectrofotometria a 240 nm, através do decaimento do peróxido de hidrogênio (H2O2) 305 

(Boveris et al., 1973). A atividade da CAT foi expressa em nmoles H2O2 min-1. mg de 306 

proteínas-1  307 

6.8.3 Glutationa S-Transferase (GST) 308 

A atividade foi quantificada também por cinética enzimática através da 309 

conjugação do 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB), com a glutationa reduzida, em 310 

espectrofotometria a 340 nm. A atividade da GST é expressa em nmoles de conjugado 311 

CNDB. min-1 .mg de proteínas-1 (Boyland et al., 1969). 312 

7 Análises estatísticas  313 

Nós utilizamos ANOVA Two-Way para testar diferenças nas médias do tamanhos 314 

dos indivíduos em relação ao período e ao sexo. Modelos lineares mistos (LMMs) foram 315 

usados para testar a influência do período de amostragem (diferentes meses) e sexo nos 316 

níveis de proteínas totais, atividade enzimática (CAT, GST, SOD), e peroxidação lipídica 317 

(TBARS). Para antender a distribuição gaussiana as variáveis dependentes foram 318 

transformadas em Log ou raiz quadrada. A área úmida (unidade amostral) foi utilizada 319 

como fator aleatório, enquanto o período, sexo e a sua interação foram utilizados como 320 

os fatores fixos de interesse. A seleção do melhor modelo foi realizada via single term 321 
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deletions e Teste de Wald pela comparação dos modelos gerados (sexo, período e 322 

sexo*periodo) com o modelo nulo (composto por intercepto + efeito aleatório). As 323 

premissas do modelo foram checadas quanto a normalidade e homoscedasticidade. A 324 

análise dos dados foi realizada no ambiente estatístico R (R 3.5.1). Os dados foram 325 

visualizados graficamente usando a biblioteca ggplot (Wickham, 2009) e os modelos 326 

lineares mistos foram concluídos utilizando a biblioteca lme4 (Bates et al., 2014).  327 

Foi utilizada análise de redundância (RDA) para avaliar a influência das matrizes 328 

explicativas sobre a variação do conjunto de biomarcadores. Posteriormente uma análise 329 

de Partição de Variância (Varpart) (Peres-Neto et al. 2006) foi realizada para avaliar a 330 

importância relativa de cada matriz explicativa sobre o conjunto de biomarcadores. A 331 

matriz de resposta foi composta pelos biomarcadores analisados (Proteínas totais, 332 

TBARS, CAT, GST, SOD) e as matrizes explicativas (X1 - habitat; X2 – variáveis 333 

bióticas; X3 – variáveis físico-químicas da água). As variáveis incluídas em habitat foram 334 

área e profundidade. As variáveis bióticas foram riqueza de predadores, abundância de 335 

predadores, abundância de Austrolebias minano, abundância de Cynopoecilus fulgens, 336 

riqueza de peixes não anuais e abundância de peixes não anuais. As variáveis físico-337 

químicas da água foram temperatura, pH, condutividade, NTU (turbidez) e oxigênio 338 

dissolvido (OD). Para eliminar colinearidades entre as variáveis explicativas realizamos 339 

uma pré seleção em cada matriz de variáveis explicativas através de seleção Forward. 340 

Desta foma, a matriz ambiental foi constituída das variáveis que não foram excluídas 341 

através do fator de inflação de variância (VIF). O VIF é utilizado como indicador de 342 

multicolinearidade entre variáveis explicativas, sendo que VIF = 1 indica que a variável 343 

não está relacionada a nenhuma outra variável preditora do modelo. Por outro lado, VIF> 344 

10 sugere forte colinearidade (Quinn & Keough, 2002). Utilizamos uma Análise Parcial 345 

de Redundância (pRDA) para controlar o efeito do período sobre o conjunto de 346 

biomarcadores. Nós aplicamos a transformação de Hellinger nas matrizes de resposta. 347 

Para avaliar a significância do modelo geral foi utilizado o teste de Monte Carlo (999 348 

permutações). Por fim, nós realizamos regressões múltiplas para para testar a influência 349 

das matrizes explicativas sobre cada um dos biomarcador separadamente. 350 

 8 RESULTADOS 351 

8.1 Biomarcadores  352 
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O tamanho médio dos peixes anuais diferiu significativamente entre os períodos 353 

(F=16.547, p<0.001) (Figura 4), apresentando aumento ao longo do ciclo de vida. O 354 

tamanho dos indivíduos não variou entre os sexos (F= 0.382, p=0.583). O comprimento 355 

médio entre os períodos foi de 24.08 ± 4.4 mm em junho, 26.77± 4.0 mm em julho, 29.23± 356 

2.9 mm em setembro e 31.3871± 2.9 mm em outubro.  357 

 358 

 359 

Fígura 4 – Variação no comprimento padrão em machos e fêmeas entre os meses de amostragem 360 

de A. minuano nas duas área úmidas. 361 

Os níveis de proteínas totais foram influenciados pela interação entre sexo e 362 

período (p=0.0001). Machos mostraram aumento gradual das próteinas ao longo do ciclo 363 

de vida com os maiores valores em outubro (Figura 5). Fêmeas apresentaram diminuição 364 

nos níveis de proteínas entre junho/julho (fase de maior crescimento) seguido de aumento 365 

entre julho e setembro (fase reprodutiva). Fêmeas apresentaram maiores níveis de 366 

proteínas no período correspondente a reprodução. Em outubro (indivíduos senis) as 367 

fêmeas voltaram a ter redução nas proteínas  (Figura 5).  368 
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 369 

Figura 5 – Variação sazonal dos níveis de proteínas totais em machos e fêmeas de A. minuano. 370 

A peroxidação lipídica (TBARS) apresentou variação distinta entre sexo e período 371 

(p=0.01). Machos mostraram diminuição de TBARS ao longo do ciclo de vida. Fêmeas 372 

apresentaram maiores valores de TBARS nos meses de julho e outubro (Figura 6). O 373 

período de crescimento (junho/julho) foi marcado por um aumento da peroxidação 374 

lipídica nas fêmeas e redução nos machos. Durante a fase reprodutiva (julho/setembro) 375 

houve redução da peroxidação lipídica em ambos sexos, sendo essa redução maior nas 376 

fêmeas. Os machos senis (outubro) apresentaram redução da peroxidação lipídica 377 

enquanto as fêmeas apresentaram aumento (Figura 6).  378 
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 379 

Figura 6 – Variação sazonal dos níveis de peroxidação lipídica em machos e fêmeas de A. 380 

minuano. 381 

A atividade da CAT foi influenciada pelo sexo e período (p=0.002), mas não pela 382 

sua interação. Em machos, a atividade da CAT mostrou os maiores valores nos meses de 383 

junho e julho, seguido por diminuição nos meses seguintes. Nas fêmeas, a atividade da 384 

CAT apresentou redução até setembro e um aumento em outubro (Fígura 7). No período 385 

de crecimento (junho/julho), a atividade da CAT se manteve constante em ambos os 386 

sexos. Durante a fase reprodutiva (julho/setembro) houve redução da sua atividade em 387 

ambos sexos, sendo a redução novamente maior nas fêmeas. Os machos senis 388 

apresentaram redução da atividade da CAT, exibindo os menores valores nesse período, 389 

enquanto as fêmeas apresentaram aumento (Figura 7). 390 
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 391 

Fígura 7– Variação sazonal da atividade da enzima Catalase (CAT) em machos e fêmeas de A. 392 

minuano. 393 

A atividade da GST foi influenciada pela interação entre sexo e período 394 

(p=0.0002). A GST apresentou maior atividade em machos entre julho e setembro. Os 395 

machos apresentaram redução da atividade da GST ao longo da vida, com os menores 396 

valores no final da vida. Nas fêmeas, houve redução da atividade da GST em setembro 397 

seguido de um aumento em outubro (Fígura 8). O período de crescimento (junho/julho) 398 

foi marcado pelos maiores valores de atividade da GST em machos, apesar da redução 399 

entre esses meses. Nas fêmeas houve um pequeno aumento nesse período. Durante a fase 400 

reprodutiva (julho/setembro), a atividade da GST reduziu em ambos sexos, sendo essa 401 

redução muito maior nas fêmeas quando comparado aos machos.. As fêmeas senis 402 

(outubro) apresentaram aumento da atividade da GST enquanto os machos apresentaram 403 

redução (Figura 8). 404 
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 405 

Fígura 8 – Variação sazonal da atividade da enzima glutationas S-transferases (GST) em 406 

machos e fêmeas de A. minuano. 407 

A SOD foi influenciada pela interação entre sexo e periodo (p<0.001). Machos 408 

mostraram diminuição da atividade da SOD ao longo do ciclo de vida. Fêmeas 409 

apresentaram aumento na atividade da SOD no mes de julho, redução no mês de 410 

setembro e um novo aumento em outubro (Figura 9). O período de crescimento 411 

(junho/julho) foi marcado por um aumento da SOD nas fêmeas e redução nos machos. 412 

Durante a fase reprodutiva (julho/setembro) houve redução da SOD nas fêmeas. Nos 413 

machos a SOD apresentou pequena variação em relação a julho. Os machos senis 414 

(outubro) apresentaram redução da atividade da SOD enquanto as fêmeas apresentaram 415 

aumento (Figura 9). 416 
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 417 

Fígura 9 – Variação sazonal da atividade da enzima Superóxido dismutase (SOD) em machos e 418 

fêmeas de A. minuano. 419 

8.2 Influência das variáveis ambientais nos biomarcadores 420 

A variação no conjunto de biomarcadores foi parcialmente explicada pelas 421 

matrizes ambientais (F=13.877, p=0.001). A análise de redundância mostrou que as 422 

variáveis explicativas ambientais explicaram 43% da variação do conjunto de 423 

biomarcadores (R² ajustado = 0.4346344, p=0.001). Considerando o modelo geral, a 424 

variação do conjunto de biomarcadores foi influenciada tanto por variáveis físico-425 

químicas da água quanto do habitat e bióticas.  426 

As variáveis físico-químicas explicaram 18% da variação dos biomarcadores, 427 

representadas por pH e temperatura. A área (tamanho da área úmida) foi a única variável 428 

de habitat significativa e explicou 3% da variação dos biomarcadores. A abundância de 429 

peixes não-anuais foi a única variável  biótica que explicou significativamente a variação 430 

nos biomarcadores, explicando 6% da variação total. As variáveis físico-químicas e de 431 

habitat em conjunto explicaram 12% da variação do conjunto de biomarcadores. As 432 

variáveis físico-químicas e bióticas em conjunto explicaram 2%, assim como as variáveis 433 

de habitat e bióticas juntas também explicaram 2% da variação do conjunto de 434 

biomarcadores. A interação entre todas matrizes explicativas explicou 1% dessa variação 435 

(Fígura 10).  436 
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 437 

Fígura 10 – Contribuição das matrizes explicativas ambientais na variação do conjunto de 438 

biomarcadores analisados em A. minuano. 439 

Conforme as análises de regressão múltipla, em relação aos biomarcadores 440 

analisados separadamente, foram observados padrões distintos. Nestes casos, diferentes 441 

variáveis ambientais estavam relacionadas a variação dos diferentes biomarcadores. As 442 

proteínas foram influenciadas somente pelas variáveis bióticas, as quais explicaram quase 443 

55% da sua variação (R² ajustado =0.548, F= 41.707, p=0.001) (Fígura 11). A abundância 444 

de Austrolebias minuano (Abund_AM) e abundância Cynopoecilus fulgens (Abund_CF) 445 

foram as variáveis bióticas selecionadas e explicaram 45% e 5% das variação das 446 

proteínas, respectivamente. Ambas variáveis agrupadas explicaram 4% da variação dos 447 

níveis de proteína (Fígura 11). 448 

 449 
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 450 

Fígura 11 – Contribuição das matrizes explicativas ambientais na variação dos níveis 451 

de proteínas em A. minuano. 452 

A peroxidação lipídica (TBARS) foi explicada somente pela abundância de 453 

predadores, a qual representou 46% da sua variação (R² ajustado= 0.4617953, F=58.488, 454 

p=0.001). A atividade da SOD também foi influenciada por uma única variável, neste 455 

caso pelo pH, que explicou quase 54% da sua variação (R² ajustado = 0.539 F= 79.392, 456 

p=0,001). 457 

A atividade da CAT foi influenciada somente por variáveis físico-químicas da 458 

água contribuindo com 40% da variação desse biomarcador. A concentação de oxigênio 459 

(mg/L) explicou 27% da variação da CAT enquanto temperatura influenciou em 4% (R² 460 

ajustado 0.403, F= 23.669, p=0,001) (Fígura 12). O efeito compartilhado dessas variáveis 461 

explicou 9% da variação da CAT. 462 
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 463 

Fígura 12 – Contribuição das matrizes explicativas ambientais na variação da atividade da 464 

enzima Catalase em A. minuano. 465 

A atividade da GST foi influenciada somente pela condutividade, que explicou 466 

cerca de 10% da sua variação (R² ajustado = 0.09545075, F= 8.07 , p=0,006).  467 

DISCUSSÃO 468 

Austrolebias minuano é uma espécie de peixe anual que apresenta tempo de vida 469 

curto, com crescimento e maturação sexual rápidos para maximizar a reprodução em 470 

função do ambiente temporário que habitam (Lanés et al., 2014, 2016). Essas 471 

características são associadas a estresse oxidativo, demandando destes animais um 472 

conjunto de respostas fisiológicas adaptativas. Nossos resultados revelaram que em A. 473 

minuano na maior parte do período de tempo estudado o estresse oxidativo, aqui 474 

representado pelos níveis de lipoperoxidação, é minimizado em função de um balanço 475 

oxidativo eficiente. Além disso, nós mostramos que os trade-offs esperados entre os 476 

investimentos nas características da história de vida (aqui representadas por crescimento 477 

rápido e alto esforço reprodutivo) e auto-manutenção foram exclusivos de fêmeas entre 478 

crescimento e automanutenção.  479 

Ambos os sexos mostraram um aumento gradual do comprimento corporal ao 480 

longo de todo o ciclo de vida pós-eclosão, atingindo valores máximos em outubro. 481 

Embora não exista diferença significativa no comprimento entre os sexos, estudos 482 

apontam que os machos atingem tamanho corporal maior que os das fêmeas (Laufer et al. 483 

(2009), podendo isso estar relacionado ao aumento gradual das proteínas totais até o final 484 

do ciclo de vida pós-eclosão evidenciado apenas nos machos, com os maiores valores 485 
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sendo observados nos indivíduos senis (outubro) (Fìgura 5). Laufer et al. (2009) ressaltam 486 

que o maior tamanho corporal dos machos está relacionado a manutenção de 487 

comportamentos reprodutivos, como a coorte, as interações agonísticas e o 488 

estabelecimento de territórios reprodutivos, assim podemos sugerir que estes animais 489 

estejam aptos a reproduzirem até próximo de sua morte. Já nas fêmeas, as proteínas totais 490 

mostraram um aumento até setembro, seguido de uma redução em outubro (animais 491 

senis). Este padrão de resposta pode estar associado não só ao menor tamanho atingido 492 

em relação aos machos, como também a maturação gonadal e a constante formação de 493 

ovos que exigiria das fêmeas uma maior alocação energética para manter a reprodução. 494 

Sabe-se que o crescimento é impulsionado principalmente pela síntese proteica (Van der 495 

Have & De Jong, 1996) e em fêmeas os ovos são ricos em vitelogenina, uma 496 

glicolipofosfoproteína alocada aos ovos como substrato energético para o 497 

desenvolvimento embrionário (Patiño & Sullivan, 2002). 498 

Quanto ao balanço oxidativo, de maneira genérica, os machos de A. minuano 499 

apresentam uma diminuição da lipoperoxidação e da atividade das enzimas antioxidantes 500 

estudadas (SOD, CAT e GST) (Figuras 6-7-8-9) ao longo do ciclo de vida, sendo essa 501 

redução mais acentuada nos meses de setembro e outubro e atingindo os valores mais 502 

baixos em indivíduos senis (outubro). A diminuição das enzimas antioxidantes em 503 

indivíduos senis também foi observada para as espécies de peixes anuais africanas 504 

estudadas por Hsu et al. (2008) e em outros organismos modelos (Sohal et al., 1993, 1994; 505 

Rao et al., 2003; Lombard et al., 2005; Alonso-Alvarez et al., 2006). No entanto, a 506 

diminuição da peroxidação lipídica (LPO) com o aumento da idade contrasta com os 507 

estudos desenvolvidos em peixes anuais africanos onde os autores evidenciaram um 508 

incremento deste processo (Hsu et al., 2008). O aumento dos níveis de lipoperoxidção no 509 

início do ciclo de vida aliado a um incremento das enzimas antioxidantes estudadas pode 510 

conduzir nas fases subsequentes do desenvolvimento a um fenômeno denominado de 511 

hormese o que explicaria a diminuição tanto da lipoperoxidação como das enzimas 512 

antioxidantes. O termo hormese é definido como uma resposta adaptativa das células e 513 

dos organismos a um estresse moderado (normalmente intermitente) (Gladyshev, 2014; 514 

Costantini, 2014). Não podemos deixar de descartar também, que vários fatores 515 

contribuem para o término do processo cíclico de lipoperoxidação, como por exemplo a 516 

neutralização pelo sistema antioxidante das inúmeras espécies reativas de 517 

oxigênio/nitrogênio formadas ao longo do ciclo de vida, sugerindo assim, um papel 518 
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importante para as moléculas antioxidantes e/ou para a glutationa peroxidase em machos 519 

de A. minuano, componentes do sistema antioxidante que não foram analisados neste 520 

estudo. 521 

Diferentemente dos machos, as fêmeas mostram um aumento dos níveis de 522 

peroxidação lipídica em julho e em outubro, respectivamente no início e no final do ciclo 523 

de vida pós-eclosão, com os valores mais baixos sendo verificados em setembro. A 524 

atividade enzimática é mais elevada no início do ciclo de vida, coincindo com os maiores 525 

níveis de lipoperoxidação. Ao final do ciclo de vida (outubro) observamos um aumento 526 

da atividade das enzimas antioxidantes coincidindo com o aumento da peroxidação 527 

lipídica, sugerindo que este incremento da atividade enzimática em indivíduos senis não 528 

foi suficiente para conter a lipoperoxidação e possivelmente o estresse oxidativo. Esses 529 

resultados contrastam com aqueles encontrados para os machos desta espécie, e 530 

corroboram parcialmente com aqueles estabelecidos para peixes anuais africanos, onde 531 

foi observado um aumento da peroxidação lipídica aliado a uma diminuição da atividade 532 

enzimática com o aumento da idade, sugerindo assim, falhas nos mecanismos de reparo 533 

e metabolização das EROs (Hsu et al., 2008; Liu et al., 2012).   534 

Analisando os efeitos das diferentes fases de desenvolvimento da espécie nos 535 

biomarcadores, nossos resultados mostraram que durante a maior parte da vida A. 536 

minuano apresenta um sistema antioxidante oxidativo eficiente. Uma excessão ocorreu 537 

durante a fase de crescimento nas fêmeas, em que encontramos aumento na peroxidação 538 

lipídica não acompanhado de aumento significativo na atividade enzimática. Neste 539 

sentido, o investimento em crescimento pelas fêmeas parece levar a danos oxidativos. 540 

Estudos laboratoriais com aves e insetos tem mostrado que a modulção das taxas de 541 

crescimento causam aumento do estresse oxidativo aliado a redução da capacidade 542 

antioxidante (Blount et al., 2003; Alonso Alvarez et al., 2007; De Block & Stoks, 2008). 543 

Em ovinos o investimento em crescimento tem custos em termos de estresse oxidativo 544 

(Nussey et al., 2009). Assim, o alto investimento em crescimento pode determinar  menos 545 

energia para ser investida em automanutenção, ou seja um trade-off que pode conduzir a 546 

uma situação de estresse oxidativo nesse período nas fêmeas. 547 

O estresse oxidativo evidenciado no período de crescimento nas fêmeas pode 548 

também estar relacionado a reprodução. Alguns pesquisadores sugerem que o curto tempo 549 

de vida dessas espécies possa levar a senescência reprodutiva rápida fazendo com que 550 

esses peixes tenham investimento reprodutivo precoce (Vrtílek et al., 2018a). Além disso, 551 
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as fêmeas necessitam grandes quantidades de energia para a produção dos ovócitos 552 

(Wootton & Smith, 2015), resultando em que ainda nesse período o investimento 553 

feminino seja em reservas para a reprodução. Neste sentido, a presença de estresse 554 

oxidativo na fase de crescimento pode estar ligada a investimentos precoce em 555 

reprodução pelas fêmeas. Além disso, trade–offs entre crescimento e reprodução reduzem 556 

as taxas de crescimento em função da alocação de reservas energéticas para sustentar o 557 

período reprodutivo (Vazzoler, 1996; Blažek et al., 2013).  Estudos apontam que o 558 

crescimento tende a declinar quando os indivíduos começam a alocar recursos para a 559 

reprodução ou quando atingem a maturidade sexual (em aproximadamente 2 a 3 meses 560 

de vida em peixes anuais neotropicais) (Volcan et al., 2012; Fonseca et al., 2013; Vrtílek 561 

et al., 2015; Volcan et al., 2018). A redução dos níveis de proteínas totais evidenciada em 562 

nosso estudo sugere uma menor capacidade de crescimento das fêmeas, nesse período. O 563 

papel do crescimento na condição feminina não é claro, mas existem relações diretas entre 564 

o tamanho corporal e a reprodução (Barneche et al., 2018), risco de predação (Trexler et 565 

al., 1994) e custo para atingir tamanhos maiores (Hooper et al., 2017). 566 

A pesar da maior taxa de crescimento masculina, nenhuma relação entre estresse 567 

oxidativo e crescimento foi encontrada. Nos machos no periodo de crescimento houve 568 

um incremento nos níveis de proteínas totais, e um balanço eficiente entre a 569 

lipoperoxidação e a atividade das enzimas antioxidantes, refletindo que o rápido 570 

crescimento não gera estresse oxidativo e que a energia utilizada não interfere na sua 571 

automanutenção. As proteínas são relacionadas com o crescimento (Van der Have & De 572 

Jong, 1996) e seu aumento em machos neste periodo pode estar relacionado ao rápido 573 

crescimento inicial (Lee et al., 2013; Hooper et al., 2017) e aos benefícios de alcançar 574 

tamanhos maiores como a qualidade intrínseca superior, maior resistência nas disputas 575 

com outros machos e consequentemente maior sucesso reprodutivo (Andersson, 1994; 576 

Guimarães et al., 2017), visto que machos maiores são preferidos pelas fêmeas de peixes 577 

anuais (Passos et al., 2014).  578 

No período de maior intensidade reprodutiva (entre julho e setembro) os 579 

biomarcadores não relataram a presença de estresse oxidativo. Nesse periodo houve 580 

redução nos níveis de lipoperoxidação e atividade das enzimas antioxidantes em ambos 581 

os sexos, refletindo um eficiente balanço oxidativo, principalmente nas fêmeas. Esses 582 

resultados mostram que possivelmente não ocorrem trade-offs entre a reprodução e 583 

automanutenção nesta espécie de peixe anual. Estudos em ovinos e largartos também 584 
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mostraram a inexistência ou uma fraca associação entre o estresse oxidativo e a 585 

reprodução (Nussey et al., 2009; Olsson et al., 2012). Além disso, alguns estudos tem 586 

demostrado que a reprodução pode reduzir o estresse oxidativo (Garratt et al., 2011; 587 

Costantini et al., 2014) contudo os mecanismos envolvidos nesse processo ainda são 588 

pouco conhecidos (Alonso-Alvarez et al., 2017). 589 

Entre setembro e outubro, período que compreende o período senil de vida dos 590 

peixes anuais, as fêmeas apresentaram redução dos níveis de proteínas totais, retornando 591 

aos níveis do inicio da vida (junho) e os machos apresentaram aumento. A redução das 592 

proteína nas fêmeas nesse período pode ainda estar relacionado a reprodução, visto que 593 

os peixes anuais após a maturação sexual mantém a capacidade reprodutiva até a sua 594 

morte (Vaz Ferreira et al., 1964; Arenzon et al., 1999, 2001; Errea & Danulat, 2001; 595 

Gonçalves et al., 2011) com as fêmeas desovando continuamente e a produção dos 596 

ovócitos sendo extremamente custosa (Wootton & Smith, 2015). O aumento de proteínas 597 

em machos nesse período pode refletir o seu maior tamanho corporal evidenciado aqui 598 

em outubro. 599 

Com relação as enzimas antioxidantes e a peroxidação lipídica, machos 600 

apresentaram redução e as fêmeas apresentaram aumento na atividade desses 601 

biomarcadores na fase senil.  Estudos realizados com peixes anuais africanos mostraram 602 

que nos períodos senis de vida ocorre aumento da peroxidação lipídica e diminuição da 603 

atividade das enzimas antioxidantes (Hsu et al., 2008, Liu et al., 2012, Milinkovitch et 604 

al., 2018). O aumento na peroxidação lipídica nas fêmeas nesse período pode ser 605 

relacionada a reprodução, visto que a alocação reprodutiva não diminui com o aumento 606 

da idade em algumas espécies de peixes anuais (Blažek et al., 2017) e que esses peixes 607 

reproduzem diariamente, com as fêmeas produzindo ovos até a sua morte (Vaz Ferreira 608 

et al., 1964; Arenzon et al., 1999, 2001; Errea & Danulat, 2001; Gonçalves et al., 2011). 609 

Errea & Danulat (2001) sugeriram que a morte dos peixes anuais pode ser devido ao alto 610 

custo energético da reprodução. Além disso, enfrentar um risco iminente que ameaça a 611 

sobrevivência, como a dissecação do ambiente, pode resultar em um aumento do esforço 612 

reprodutivo no final da vida, o chamado "investimento terminal" (Bonneaud et al., 2004). 613 

Ainda nesse período as condições do ambiente deterioram drasticamente para a 614 

sobrevivência dos peixes anuais, com elevado aumento na temperatura da água e 615 

diminuição drástica nos níveis da água (Lanés et al., 2016). Variações na temperatura 616 

foram relacionadas a aumento na peroxidação lipídica (Milinkovitch et al., 2018) e a 617 
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diminuição do nível da água, o que conduz a mudanças nas características físico-quimicas 618 

e favorece a ação de predadores. Fatores relacionados ao aumento no estresse oxidativo 619 

(Janssens & Stoks, 2013), podem também estar relacionados ao aumento da peroxidação 620 

lipídica, como aqui evidenciado. 621 

No entanto, o aumento da peroxidação lipídica na fase final de vida foi 622 

acompanhado por um aumento das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST), resultado 623 

que contrasta com os achados em estudos até aqui já realizados. Esse resultado reflete 624 

possivelmente, um balanço oxidativo eficiente da espécie, mostrando também que os 625 

declínios relacionados a idade não afetaram a automanutenção. Isso sugere que os peixes 626 

anuais também desenvolveram adaptações relacionadas ao balanço oxidativo 627 

minimizando os efeitos das características de seu ciclo de vida, principalmente daquelas 628 

relacionadas a imprevisibilidade das áreas úmidas temporárias. 629 

A diminuição da peroxidação lipídica com o aumento da idade nos machos é um 630 

resultado muito interessante e pode estar relacionado a sua mortalidade. Estudos apontam 631 

que existe uma maior taxa de mortalidade dos machos de peixes anuais em ambiente 632 

natural (Reichard et al., 2009; Passos et al., 2014; Reichard et al., 2014), a qual são 633 

atribuídos tanto por causas extrínsecas (predação, por exemplo) quanto por intrínsecas 634 

(condição do organismo) (Cellerino; Valenzano & Reichard, 2016; Reichard, 2016; 635 

Blažek, 2017, Reichard et al., 2018). Com base nos resultados aqui encontrados, 636 

aparentemente a maior mortalidade de machos em ambiente natural não é um efeito da 637 

sua condição interna, e de fato está relacionado a fatores extrínsecos, uma vez que machos 638 

no final do ciclo apresentam um sistema antioxidante eficiente, refletindo em boa 639 

condição do organismo. 640 

Nossos resultados demostraram padrões diferentes de variação dos biomarcadores 641 

em relação as variáveis ambientais. A variação no conjunto de biomarcadores foi 642 

influenciada por variáveis físico-químicas da água, do habitat e bióticas, representadas 643 

por pH, temperatura da água, tamanho da área úmida temporária e abundância de peixes 644 

não anuais. Adicionalmente, as análises de regressão múltipla detectaram padrões 645 

distintos em relação aos biomarcadores analisados separadamente. Neste caso, os 646 

biomarcadores foram influenciados pelo oxigênio dissolvido, temperatura, 647 

condutividade, pH, abundância de A. minuano, abundância de C. fulgens (espécie anual 648 

simpátrica e sintótipa) e também, pela abundância de predadores.  649 



59 

59 
 

Segundo Lánes et al. (2016) as populações de peixes anuais neotropicais (A. 650 

minuano e C. fulgens) podem passar de mais de 1000 individuos por unidade amostral. 651 

Ao longo do ciclo anual, após períodos de precipitação mais intensa, as áreas úmidas 652 

temporárias apresentam aumento na área e conexão com áreas úmidas permanentes 653 

permitindo assim, o acesso de peixes não anuais (Lánes et al., 2016). A maior densidade 654 

populacional afeta as interações competitivas (intra e interespecíficas), influenciando por 655 

exemplo, a disponibilidade de recursos ( Fraser & Gilliam, 1992 ) e a predação (Ronget 656 

et al., 2017). A competição e predação por peixes não anuais é reconhecida como um 657 

fator importante na mortalidade de peixes anuais em áreas úmidas temporárias ( Nico & 658 

Thomson, 1989; Winemiller & Jepsen, 1998; Lánes et al., 2016; Reichard et al., 2018). 659 

O risco de predação (Janssens & Stoks, 2013) e a temperatura (Milinkovitch et al., 2018) 660 

foram apontados como causadores de estresse oxidativo. O oxigênio dissolvido na água 661 

explicou parte da variação nos níveis de peroxidação lipídica e da atividade da CAT. 662 

Estudos apontam que relações positiva e negativa na concentração de oxigênio induzem 663 

o aumento da atividade da catalase e da peroxidação lipídica (Lushchak et al. 2001, 2005), 664 

como visto em nosso estudo. Nas áreas úmidas temporárias ao longo do seu ciclo de vida 665 

os peixes anuais podem enfrentar grandes variações nas concentrações de oxigênio 666 

(Polačik & Podrabsky, 2015), com grande diminuição no final do ciclo, aliado a aumento 667 

na temperatura. Nossos resultados mostram que a influência das variáveis ambientais na 668 

variação dos biomarcadores analisados pode estar relacionada ao seu papel na 669 

mortalidade dos peixes anuais e também, no aumento das interações competitivas, as 670 

quais afetam o metabolismo e o uso das reservas energéticas. Consequentemente, em 671 

nosso estudo a variação da CAT foi influenciada por esses dois fatores, com maiores 672 

variações na atividade no final do ciclo de vida da espécie. Além disso, aumento na 673 

temperatura tem sido relacionado a diminuição da longevidade e aumento de marcadores 674 

de envelhecimento em peixes anuais (Liu & Walford, 1972 ,1975; Valenzano et al., 2006) 675 

A influência da área (tamanho da área úmida) na variação do conjunto dos 676 

biomarcadores pode estar relacionada a outras variáveis bióticas, uma vez que quando há 677 

um aumento do tamanho da área úmida, geralmente ocorre a conectividade com 678 

ambientes permanentes permitindo acesso a competidores, como peixes não-anuais e 679 

predadores, além de que redução no tamanho da área úmida pode causar alterações nas 680 

características físico-químicas da água (Lánes et.al., 2016, 2018). Com relação a 681 

condutividade, através dos sólidos totais podem ocorrer reduções nos níveis de oxigênio 682 
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dissolvido na água, produzindo uma escassez de oxigénio crítico que pode levar a morte 683 

(Ryan, 1991) além dos sais associados ao aumento da condutividade produzirem efeitos 684 

tóxicos nos peixes e em seus ovos (Weber-Scannell & Duffy, 2007). 685 

Em conclusão, mostramos que o período de crescimento causou estresse oxidativo 686 

em fêmeas e que as variáveis ambientais influenciam na variação do balanço oxidativo. 687 

Ao contrário das nossas previsões, não encontramos evidências de aumento do estresse 688 

oxidativo no período reprodutivo e com o aumento da idade, principalmente em machos. 689 

A falta de relação entre o estresse oxidativo e a fase reprodutiva e senil deve-se a um 690 

balanço oxidativo eficiente e possivelmente, a ocorrência de hormese, isto é um conjunto 691 

de adaptações adquiridas para enfretar a imprevisibilidade do seu ambiente. 692 

Demostramos também que os trade-offs observados em outros grupos animais entre as 693 

características da história de vida e automanutenção são exclusivos do sexo feminino e 694 

relacionado somente com o crescimento. Além disso, pela primeira vez foi demostrado a 695 

influência de variáveis ambientais na variação de biomarcadores de estresse oxidativo em 696 

peixes anuais. 697 

Este estudo foi conduzido utilizando indivíduos coletados em ambientes naturais 698 

ao longo de todo seu ciclo de vida e em diferentes fases de desenvolvimento, as quais 699 

apresentam demandas energéticas distintas, fornecendo assim uma visão sobre a sua 700 

influência na variação do balanço oxidativo em um modelo biológico de resposta rápida. 701 

Este é o primeiro trabalho sobre balanço oxidativo em peixes anuais neotropicais 702 

realizado com populações naturais e abrangendo todo o ciclo de vida de uma espécie. De 703 

maneira geral, a maioria dos estudos sobre balanço oxidativo realizados até então 704 

utilizaram organismos de vida longa, que apresentam possivelmente um conjunto de 705 

adaptações diferentes daquelas presentes em uma espécie de vida extremamente curta. 706 

Contudo, experimentos futuros visando quantificar outros marcadores de estresse 707 

oxidativo como, oxidação de proteínas, DNA e RNA, por exemplo, permitirão uma 708 

análise mais completa deste fenômeno. Estudos futuros deveriam também focar em como 709 

as variáveis ambientais modulam trade-offs entre as características de vida dos peixes 710 

anuais e como isso influência o balanço oxidativo.   711 
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