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Resumo

Os peixes de &gua doce sdo considerados um dos grupos mais ameacados do mundo,
visto que 0S ecossistemas aquaticos atualmente estdo enfrentando constantes
interferéncias de acBes antrdpicas, principalmente, com a intensificacdo da agricultura
que tem impactado e descaracterizado diversos habitats de muitas espécies. Frente a
isto, para a conservacdo da diversidade biolégica nesses ambientes aquéaticos é de
extrema importancia obter informacdes sobre as espécies constituintes destes habitats.
Desta forma, ferramentas fisioldgicas podem ser utilizadas para caracterizar a
diversidade biologica e suas implicacfes ecoldgicas, e abranger também, as respostas
dos organismos as alteracbes ambientais e agentes estressores. Os peixes anuais sao
organismos que vivem em areas Umidas temporarias que secam sazonalmente. Devido a
isto, apresentam um ciclo de vida curto e rapido, mostrando um grande potencial para
serem utilizados como modelos bioldgicos para diversas pesquisas, principalmente,
aquelas ligadas ao estudo de envelhecimento. O objetivo do presente trabalho foi
analisar marcadores fisiologicos relacionados ao balango redox do peixe anual
Cynopoecilus fulgens, endémico da regido sul do Brasil, com varidveis ambientais e
estimativas do periodo reprodutivo. Foram coletados 443 individuos compreendendo
juvenis, adultos e senis, entre 0 més de junho e novembro de 2016, nos arredores do
Parque Nacional da Lagoa do Peixe (PNLP), localizado na Planicie Costeira Externa do
Rio Grande do Sul, em trés diferentes unidades amostrais (P1, P2 e P3). Estes animais
foram eutanasiados em campo e em laboratorio foram medidos (comprimento padrédo) e
pesados (massa corporal). Apés, foram homogeneizados para a realizacdo dos ensaios
da Superédxido Dismutase, Catalase, Glutationa Peroxidase e Glutationa S-transferase, e
para determinacdo dos niveis de Lipoperoxidacdo, atraves do TBARS, Proteinas
Carboniladas e Proteinas Totais. Os resultados mostraram que machos e fémeas de C.
fulgens empregam estratégias fisiologicas diferentes em seu balango redox durante o
ciclo de vida, sendo influenciados pelo periodo reprodutivo e varidveis ambientais
(bidticas e abidticas). Dentre as estratégias, as fémeas mostram investir bastante na
reproducdo, principalmente no periodo de maturacdo sexual e producdo dos ovos,
evidenciado pelos niveis mais elevados de TBARS quando comparadas aos machos que
parecem investir no crescimento somatico e massa corporal. Além disso, as variaveis
que apresentaram maiores influéncias no balanco oxidativo destes animais foram:
temperatura, abundéncia de predador, abundancia do peixe anual Austrolebias minuano
e abundancia de C. fulgens. Também, a populacdo de cada area Umida temporaria
apresenta respostas fisioldgicas distintas frente a adaptagdo ao seu ciclo de vida,
corroborando a influéncia de algum componente ambiental como modulador deste ciclo.
Adicionalmente, foi observado que os animais das pogas P2 e P3 se comportam de
maneira semelhante entre si apresentando um ciclo mais longo; sugerindo que o sistema
antioxidante destes animais apresenta alta eficiéncia mantendo os niveis de
lipoperoxidagédo e proteinas carboniladas baixos. Enquanto os da P1 tém seu ciclo de
vida pos-eclosdo mais curto possivelmente devido ao incremento do estresse oxidativo
evidenciado pelo aumento da lipoperoxidacdo. Estes resultados demonstram que a
utilizacdo dos peixes anuais neotropicais na pesquisa € altamente promissora,
permitindo um estudo aprofundado sobre o envelhecimento e ensaio toxicologico. Além
disso, enfatizam a importancia do desenvolvimento de estratégias de conservacao
ambiental para preservar as caracteristicas das areas Umidas temporarias, estabelecendo
estes animais como espécies sentinelas.

Palavras-chave: Areas Umidas temporarias, Balanco redox, Conservacdo ambiental,
Cynopoecilus fulgens, Envelhecimento, Variaveis ambientais

IX



Abstract

Ecophysiology and Oxidative Stress Biomarkers in the characterization of the post-
embryonic Life Cycle of a Neotropical Annual Fish Species

Freshwater fish are considered one of the most threatened groups in the world, as
aquatic ecosystems are currently facing constant interference from anthropic actions,
mainly with the intensification of agriculture that has impacted and de-characterized
diverse habitats of many species. To conserve biological diversity in these aquatic
environments, it is extremely important to obtain information about the species that
constitute these habitats. In this way, physiological tools can be used to characterized
biological diversity and its ecological implications, and also include organisms
responses to environmental changes and stressors. Annual fish are organisms that live in
temporary wetlands that dry out seasonally. Due to this, the life cycle is considered
short and fast presenting great potential as biological models for several researches,
mainly those related to the study of aging. The aim of the present study was to analyze
physiological markers related to the redox balance of the annual fish Cynopoecilus
fulgens, endemic to southern Brazil, with environmental variables and estimates of the
reproductive period. A total of 443 individuals were collected, including juveniles,
adults and senile, between June to November 2016, around the Parque Nacional da
Lagoa do Peixe, located in the Coastal Plain of Rio Grande do Sul, in three sampling
units (P1, P2 and P3). These animals were euthanized in the field and in the laboratory
were measured and weighed. After, they were homogenized for the Superoxide
Dismutase, Catalase, Glutathione Peroxidase and Glutathione S-transferase assays, and
for the determination of the levels of Lipoperoxidation, through TBARS, Carbonylated
Proteins and Total Proteins. The results showed that males and females of C. fulgens
use different physiological strategies of their redox balance during the life cycle, being
influenced by the reproductive period and environmental variables (biotic and abiotic).
Among the strategies, females show a great deal of investment in reproduction,
especially in the period of sexual maturation and egg production, evidenced by the
higher levels of TBARS when compared to males that seem to invest in somatic growth
and body mass. In addition, the variables that had the greatest influence on the oxidative
balance of these animals were: temperature, abundance of predator, abundance of
annual fish Austrolebias minuano and abundance of C. fulgens. Also, the population of
each temporary wetland presented different physiological responses to the adaptation to
their life cycle, corroborating the influence of an environmental component as a
modulator of this cycle. Additionally, it was observed that the animals of the pools P2
and P3 behave in a similar way among each other presented a longer cycle; suggesting
that the antioxidant system of these animals presents high efficiency keeping the levels
of lipoperoxidation and carbonylated proteins low. Fish of P1 have their shorter post-
hatch life cycle possibly due to increased oxidative stress evidenced by increased
lipoperoxidation. These results demonstrate that the use of Neotropical annual fish in
the research is highly promising, allowing in-depth study on aging and toxicology
testing. In addition, they emphasize the importance of developing environmental
conservation strategies to preserve the characteristics of temporary wetlands,
establishing these animals as sentinel species.

Keywords: Aging, Cynopoecilus fulgens, Environmental Conservation, Environmental
variables, Redox balance, Temporary wetlands



Apresentacao

O presente trabalho intitulado “Ecofisiologia e Biomarcadores de Estresse
Oxidativo na caracterizacdo do Ciclo de Vida pos-embrionario de uma espécie de Peixe
Anual Neotropical”, foi elaborado como parte das exigéncias ou requisitos necessarios
para a obtencdo do titulo de Mestre pelo Programa de P6s-Graduagdo em Ecologia e
Evolucédo da Biodiversidade da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
(PUCRS).

A dissertacdo esta estruturada em capitulo I com marco tedrico geral e capitulo Il
redigido em forma de artigo cientifico. O marco tedrico abrange aspectos importantes
sobre fisiologia da conservacdo, estresse oxidativo e peixes anuais. E, o capitulo em
forma de artigo cientifico, apresenta os resultados obtidos durante a realizacdo deste
estudo. Posteriormente, o artigo seré traduzido para a lingua inglesa e submetido para a
publicagdo na revista “Science of the Total Environment”, a qual ¢ Qualis “A1” na
plataforma Capes na area de “Biodiversidade”.

O artigo cientifico trata sobre o estudo de marcadores fisioldgicos relacionados ao
balanco redox de uma espécie nativa da regido sul do Brasil, o peixe anual
Cynopoecilus fulgens (Fig. 1), em diferentes estagios de desenvolvimento pos-
embrionario ou pés-eclosdo, coletados em ambiente natural (Fig. 2) ao longo do ciclo de
vida. Neste capitulo foi analisado o status oxidativo nos animais em ambos 0s sexos,
sendo utilizado como indicadores as enzimas (Superoxido Dismutase, Catalase,
Glutationa Peroxidase e Glutationa S-transferase) e as medidas de dano oxidativo
(Lipoperoxidacéo e Proteinas Carboniladas).

Com os resultados obtidos nessa pesquisa, foi realizada a caracterizacdo do ciclo
de vida, pos-eclosdo, desta espécie; além da determinacdo da relagdo destes

biomarcadores com a variagdo natural de parametros fisico-quimicos e bioldgicos.

Xl



Fig. 1: Foto da espécie Cynopoecilus fulgens. Fonte: Lanés, L.E.K.

Fig. 2: Imagem de um dos Pontos de Coleta localizado nos arredores do Parque Nacional da Lagoa do
Peixe, nos municipios de Tavares e Mostardas, RS — Brasil. (A) Registro da area Umida temporaria,
durante época de chuva no inverno de 2016; (B) Registro da area seca, no verdo de 2016. Fonte:

Lanés, L.E.K
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

A fisiologia da conservacédo é definida como uma disciplina cientifica integrativa
que emprega conceitos e conhecimentos fisiologicos buscando compreender como a
diversidade biologica responde as alteracbes ambientais e a agentes estressores
(COOKE et al., 2013). Sendo assim, a fisiologia tem como foco 0s mecanismos
envolvidos no funcionamento do organismo/respostas funcionais (metabolismo,
homeostase, aclimatacéo a alteracbes ambientais, entre outros) e a conservacéo, enfoca
no estudo/refinamento de estratégias visando a protecdo dos recursos naturais (COOKE
et al., 2013). Além disso, cabe ressaltar que a fisiologia da conservacgdo disponibiliza
ferramentas que sdo fundamentais para a caracterizacdo dos organismos frente as
mudancas as quais estdo expostos no meio ambiente, estando inserido neste contexto o
estabelecimento de bioindicadores e biomarcadores.

Os bioindicadores (indicadores bioldgicos) sdo organismos vivos que indicam e
fornecem informacgdes sobre as condigdes ambientais (VAN GESTEL & VAN
BRUMMELEN, 1996). Destaca-se a importancia da padronizacdo destes na pesquisa,
principalmente, a utilizacdo de organismos autéctones que podem proporcionar
resultados mais préximos da realidade por serem adaptados as caracteristicas do
ambiente (PERSCH et al., 2017). J& os biomarcadores (marcadores biolégicos) séo
considerados como um indicador de estado fisiolégico do organismo/uma resposta
bioldgica a exposicdo a uma substdncia quimica e/ou um estressor presente no
ambiente. Sendo assim, podem ser consideradas as alteracbes moleculares e
bioquimicas as primeiras e mais sensiveis respostas a essas mudancas no ambiente a
serem detectadas e quantificadas. Frente a isso, dentre estes biomarcadores podemos
destacar o padrdo e a intensidade da atividade de enzimas, com especial destaque as
enzimas do metabolismo intermediario, do balanco oxidativo e de biotransformagéo
(BRAGHIROLLI; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016; DANTZER et al., 2014; PERSCH et
al., 2017). Assim, através da padronizacdo de espécies consideradas bioindicadoras é
possivel obter o diagnostico de mudancgas fisioldgicas no ciclo de vida destes
organismos em ambiente natural ou mesmo no laboratorio (BRAGHIROLLI;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016).

X



Balanco Oxidativo

As espécies Reativas de Oxigénio (EROs) estdo envolvidas em diversos processos
fisiologicos tanto aqueles pertinentes ao ciclo de vida do animal como aqueles
decorrentes de alteragdes ambientais; constituindo um passo importante na modulagéo
do sistema imunolégico como por exemplo, defesa contra agentes patogénicos; na
modulacdo do sistema endocrino e na oxidacdo de agentes quimicos exdgenos e
enddgenos (APEL & HIRT, 2004; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; DOWLING
& SIMMONS, 2009). As EROs sdo derivadas de moléculas de oxigénio (O2) e sua
producdo ocorre principalmente na mitocondria de forma continua e equilibrada
apresentando grande importancia no sistema biologico do animal (DOWLING &
SIMMONS, 2009). Contudo, quando ocorre uma elevada producdo de EROs e/ou uma
diminuicdo das defesas antioxidantes, isto pode conduzir a efeitos deletérios em
diferentes moléculas como: lipidios, proteinas, DNA e RNA,; este desequilibrio pode
conduzir a dano oxidativo e pode induzir, a instalacdo de um quadro patoldgico no
organismo comprometendo sua sobrevivéncia e/ou alterando o tempo de seu ciclo de
vida (APEL; HIRT, 2004; COSTANTINI, 2014; SIES, 2018). Dentre estes efeitos
alguns podem ser quantificados e usados como marcadores do dano oxidativo, assim
podemos citar, a oxidacdo de proteinas, com a consequente formacdo de proteinas
carboniladas (PC) e a oxidacéo de lipidios ou lipoperoxidacdo (LPO).

O Estresse Oxidativo pode ser determinado como um desequilibrio entre os
agentes pro-oxidantes e os antioxidantes (SIES, 1991, 2018). Dentre os agentes pro-
oxidantes (EROs) estdo: Anion Radical Superoxido (Oye-), Peroxido de Hidrogénio
(H,0,) e Radical Hidroxila (OH-). O Anion Radical Superdxido é produzido
continuamente em varios processos celulares e tem importancia vital para as células de
defesa; o Peroxido de Hidrogénio é gerado pela dismutacdo do O,e- catalisada por
enzimas que se encontram em diferentes compartimentos celulares e apesar de ndo ser
um radical livre, como o anion superdxido, é considerado mais lesivo a célula que este;
e, 0 Radical Hidroxila que é considerado o mais reativo, lesivo e deletério das EROs
produzidas pelo organismo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS
et al., 2007). Para combater as EROs e manter o equilibrio redox, os organismos
apresentam um sistema antioxidante classificado em enzimatico e ndo enzimatico
(VASCONCELOS et al., 2007). Segundo BARBOSA et al. (2010), este sistema de
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defesa antioxidante tem o papel de diminuir/impedir os efeitos prejudiciais provocados
pela acdo das espeécies reativas de oxigénio quando formadas em excesso.

O sistema antioxidante enzimatico é representado pelas enzimas: Superéxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A SOD catalisa a
dismutacdo do anion radical superoxido (Oze-) convertendo-o em peroxido de
hidrogénio (H,O,) e oxigénio (O,) (APEL & HIRT, 2004; BARBOSA et al., 2010;
COSTANTINI, 2014; VASCONCELOS et al.,, 2007). A CAT esta localizada
principalmente nos peroxissomos e € responsavel por catalisar a conversdo de H,O, em
O, e H,O (APEL; HIRT, 2004; BARBOSA et al., 2010; COSTANTINI, 2014;
VASCONCELOS et al., 2007). E, a GPX catalisa a reducdo ndo s6 do perdéxido de
hidrogénio (H,0,;) como também, dos perdxidos orgénicos em moléculas menos
reativas, utilizando a forma reduzida da glutationa (GSH) para manter sua atividade
(COSTANTINI, 2014; FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS
et al., 2007). Ja o sistema antioxidante ndo enzimatico € representado por moléculas, de
baixo peso molecular, de origem tanto endégena como exdgenas, podendo-se destacar a
Glutationa (GSH), a Melatonina, o Acido Urico, as Vitaminas (a-tocoferol, B-caroteno,
acido ascorbico) entre outras (BARBOSA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

A biotransformacdo de metabdlitos enddgenos e exdgenos pode resultar na
producdo de espécies reativas de oxigénio e com isto, pode induzir as enzimas
antioxidantes, alterar as concentracfes dos antioxidantes ndo-enziméticos e produzir
lesbes que sdo associadas ao estresse oxidativo. O processo de biotransformacdo tem
como objetivo tornar a molécula mais polar, aumentar o tamanho e o peso molecular
tornando as moléculas endo e xenobidticas mais faceis de serem excretadas. Este
processo envolve reacOes de oxidacdo/reducdo e hidrdlise (Fase I, principalmente no
complexo P450), e de conjugacao (fase Il, com a glutationa ou com o acido glicurdnico,
entre outros). Entre as enzimas de biotransformagcdo mais estudadas em diferentes
organismos vivos estdo as glutationas S-transferases (GSTs) que pertencem a uma
familia multifuncional de enzimas que catalisam a conjugacdo da molécula de
glutationa a varias outras moléculas, e possuem um papel fundamental em mecanismos
de biotransformacéo intracelular. As GSTs desempenham varios papéis fisioldgicos, tais
como sequestro e transporte de compostos hidrofébicos enddgenos, os quais incluem
horménios esteroides, grupamentos heme, bilirrubinas, acidos da bile e seus metabolitos
(CNUBBEN et al., 2001; PINHEIRO; OLIVEIRA, 2016).

XV



Peixes Como Indicadores Bioldgicos

Segundo FAUSCH et al. (1990), os peixes sdo organismos indicadores da
degradacdo do meio ambiente podendo ser usados como marcadores de qualidade do
ecossistema aquatico, pois sdo bastante sensiveis a mudangas ambientais, a estressores e
a perturbacdes ambientais. Em peixes, os tecidos e 6rgdos sdo ferramentas suscetiveis a
alteracdes ambientais e tém sido utilizadas quanto a aspectos ligados ao metabolismo
intermediério e ao balanco redox. Contudo, ainda ndo ha estudos que tenham avaliado o
estresse oxidativo ao longo do ciclo de vida em trés populagdes naturais distintas
(organismos que vivem em diferentes areas Umidas temporarias dentro da mesma regiao
de coleta) de uma mesma espécie de peixe anual neotropical e relacionando o0s
resultados com as variaveis ambientais.

Além disso, segundo LUCAS-SANCHEZ et al. (2014), os peixes apresentam
grande potencial para o uso como modelos em pesquisas ndo s6 de toxicologia como
também, no estudo do envelhecimento, devido a facilidade na adaptacdo as condicdes
ambientais, a sensibilidade as variacbes de manutencdo, como a dieta, e as
oportunidades reprodutivas. Também, para a obtencdo de um bom modelo biolégico na
pesquisa de envelhecimento, o organismo necessita mostrar mudancas ou deterioracfes
relacionadas a idade, principalmente, apresentar um ciclo de vida curto para o estudo ser
realizado em pouco tempo (LUCAS-SA et al., 2014).

Peixes Anuais

Os peixes anuais compreendem um grupo da ordem Cyprinodontiformes com
distribuicio na Africa e nas Américas, sendo representado pelas familias
Nothobranchiidae e Rivulidae que estdo intimamente relacionadas e apresentam
caracteristicas fisioldgicas e ecoldgicas reciprocas (LANES, 2011).

O termo “peixes anuais” ¢ designado as espécies que vivem ou sdo encontradas
em areas Umidas temporarias que secam sazonalmente (COSTA, 1998). Sendo assim, 0
ciclo de vida destes organismos € considerado curto e rapido, pois esta intimamente
relacionado a formacdo das areas Umidas temporarias. Estas areas se formam em épocas
de chuva na qual proporciona o desenvolvimento, a reproducéo e a deposi¢do dos ovos
no substrato, como uma estratégia de sobrevivéncia da populagéo para o periodo em que
ocorre a dessecacdo desta area. Na estacdo seca, estes ovos permanecem em estado de

dorméncia (diapausa) no substrato até a proxima estacdo chuvosa que acarretard na
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formacdo das éareas Umidas e, consequentemente, na eclosdo dos ovos para a
continuidade do ciclo de vida destes organismos (Fig. 3) (BEROIS et al.,, 2012;
PODRABSKY; CARPENTER; HAND, 2001; PODRABSKY; HAND, 2015).

Contudo, estes ambientes temporarios constituem diversas restricdes no
comportamento destes organismos exigindo mecanismos de adaptacdo especificos para
que estes sobrevivam ao meio, tais como: elevada plasticidade fenotipica, rapida taxa de
crescimento, maturagdo sexual precoce e producdo de ovos resistentes a estacdo seca
(LAUFER et al., 2009).

Fig. 3: lHustragdo esquematica do ciclo de vida do peixe anual na regido Sul do Brasil, baseado no
ciclo de vida da espécie Austrofundulus myersi Dahl, 1958, representante da familia Rivulidae. Fonte:
Modificado por Lanés (2011) de Wourms (1972).

O mecanismo de diapausa € a adaptacdo mais notavel dos peixes anuais, a qual
permite a manutencdo destas populacdes de peixes anuais em ambientes que secam
completamente. Esta estratégia é analoga a determinados tipos de plantas
(GUTTERMAN, 2002) e microcrustaceos (PODRABSKY; HAND, 2015). De maneira
geral os ovos dos peixes anuais que sdo depositados no substrato apresentam diferentes
fases de desenvolvimento embrionario (Diapausa I, Il e Ill), estando o estagio de
desenvolvimento intimamente relacionado com as condi¢bes ambientais. A diapausa |
ocorre no inicio do desenvolvimento e estd associada a disperséo e a reagregacdo dos
blastdmeros. Na diapausa Il ocorre a formagéo do eixo embrionario, o estabelecimento
das fundacbes do sistema nervoso central e o surgimento de baixos batimentos
cardiacos (BEROIS et al., 2012; WOURMS, 1972). E, por fim, a diapausa Il que

acontece antes da eclosdo, quando o embrido estd bem desenvolvido eclodindo apenas
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quando as condi¢Ges do ambiente apresentarem-se favoraveis (BEROIS et al., 2012;
PODRABSKY; HAND, 1999).

Segundo BEROIS et al. (2012), os peixes anuais apresentam diversas
caracteristicas semelhantes a de outros peixes, como: oviparidade, transparéncia de ovos
e embrides, periodo reprodutivo intenso e longo, e facil manutencdo em laboratorio. Em
funcdo de caracteristicas como, ciclo de vida curto e rapido, crescimento acelerado,
maturidade sexual precoce, e capacidade de estocagem dos ovos por meses, em
condicdes laboratoriais, fazem com que estes organismos sejam reconhecidos como
potencias modelos bioldgicos para a pesquisa tanto basica como aplicada. Destacando-
se ainda, que estes animais podem permitir o desenvolvimento de estudos que avaliem
diferentes aspectos funcionais ao longo de fases especificas do ciclo de vida e do
envelhecimento destes organismos (BEROIS et al., 2012).

A familia Rivulidae ocorre desde a Argentina até o Sul da Flérida (LOUREIRO et
al., 2018) e tem entre 0s seus representantes a espécie Cynopoecilus fulgens Costa,
2002, a qual é endémica de areas costeiras da regido sul do Brasil. Estes organismos
habitam ambientes aquaticos muito rasos e isolados, sdo de pequeno porte e
caracterizam-se por uma dieta oportunista e generalista, se alimentando de organismos
aquaticos (LAUFER et al., 2009). Além disso, a espécie C. fulgens encontra-se na
categoria “Vulnerdavel” da Lista de Espécies Ameacadas de Extincdo do Brasil
(BRASIL, 2014) e do Rio Grande do Sul (RIO GRANDE DO SUL, 2014), devido a
acao antropica, principalmente a agricultura que tem destruido e alterado drasticamente
seus habitats (VOLCAN et al., 2010). Cabe ressaltar, que apesar da grande
representatividade de espécies da familia Rivulidae e varios trabalhos enfatizando as
espécies desta familia como possivel modelo bioldgico na pesquisa, estudos ainda sdo
incipientes em relagdo a histdria natural, a ecologia e a fisiologia destes animais.

Frente a isto, este estudo propde estabelecer e analisar marcadores fisioldgicos
relacionados ao balanco oxidativo em individuos de diferentes estagios de
desenvolvimento pés-embrionario de Cynopoecilus fulgens, coletados em ambiente
natural. Deste modo, obtendo uma caracterizacdo do ciclo de vida pds-embrionario
desses organismos, em termos de alteracGes fisioldgicas naturais que podem contribuir
para entendimento das adaptacdes da espécie ao meio e obter informacOes sobre a
qualidade do ambiente aquatico. Com isso, permitindo que tanto esta espécie como

estes parametros fisioldégicos possam ser utilizados em estudos que visem compreender
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melhor aspectos ligados ao envelhecimento como também realizar ensaios toxicoldgicos

em fases especificas do ciclo de vida.
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49  Graphical Abstract

‘ Temporary wetlands

Males and females use different redox balance
strategies during life cycle, influenced by
environmental variables and reproduction

Oxidative Stress:

» Lipoperoxidation
o » Carbonylated Proteins
Antioxidant Temporary wetlands (P1, *  Superoxido dismutase
system presents P2 and P3) used different + Catalase
high efficiency physiological responses + Glutathione Peroxidase
* Glutathione S-transferase
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52 Highlights

53 e Females show considerable investment in sexual maturation and egg production.

54 e Males indicated greater investment in somatic growth and body mass.

55 e Abiotic variables had a greater influence on TBARS, PT and GST.

56 e SOD and CAT were more influenced by biotic variables.

57 e Temporary wetlands fish P2/P3 presented similar in most oxidative balance markers.
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Resumo

Peixes anuais sdo conhecidos por habitarem areas Umidas temporarias que secam
sazonalmente e que determinam um ciclo de vida curto para estes organismos. Estas
caracteristicas sdo consideradas promissoras para 0 uso destes animais como modelos
bioldgicos em pesquisas que envolvam processos de senescéncia, contudo ressalta-se a
falta de informacdes sobre o balango oxidativo ao longo do ciclo de vida associado ao
processo de envelhecimento natural destes animais neotropicais em ambiente natural.
Neste estudo, padronizamos e analisamos marcadores fisioldgicos relacionados ao
balanco redox do peixe anual Cynopoecilus fulgens, e testamos a influéncia de variaveis
ambientais nestes biomarcadores. Os espécimes foram coletados em diferentes estagios
do ciclo de vida (juvenis, adultos e senis) durante cinco meses, nos arredores do Parque
Nacional da Lagoa do Peixe - Rio Grande do Sul, em trés diferentes unidades amostrais.
Os peixes foram eutanasiados, medidos (comprimento padrdo), pesados (massa
corporal) e homogeneizados para a realizacdo dos ensaios da Superoxido Dismutase,
Catalase, Glutationa Peroxidase e Glutationa S-transferase, e para determinacdo dos
niveis de Lipoperoxidacdo (TBARS), Proteinas Carboniladas e Proteinas Totais. Os
resultados mostraram que as populacdes da espécie estudada em cada unidade amostral
(&4rea Umida temporaria) apresentaram respostas fisioldgicas distintas frente a adaptacao
ao seu ciclo de vida pos-embrionério, evidenciando a influéncia do componente
ambiental como modulador do ciclo de vida destes animais. Adicionalmente, foi
observado que os animais das unidades amostrais P2 e P3 se comportam de maneira
semelhante entre si apresentado um ciclo de vida mais longo; sugerindo que o sistema
antioxidante destes animais apresenta alta eficiéncia mantendo os niveis de
lipoperoxidagédo e proteinas carboniladas baixos. Enquanto os da P1 tém seu ciclo de
vida pos-eclosdo mais curto possivelmente devido ao incremento do estresse oxidativo
evidenciado pelo aumento da lipoperoxidacdo. Machos e fémeas desta especie se
utilizam de estratégias fisiologicas diferentes de seu balanco redox durante o ciclo de
vida, sendo este balanco influenciado pelo periodo reprodutivo, machos parecem
investir grande parte da energia para obter crescimento e massa corporal, e para a
procura pela parceira reprodutiva, enquanto fémeas mostram investir esse gasto
energético na maturacdo sexual e producdo dos ovos. Além disto, o perfil de resposta
destes biomarcadores ¢ modulado por varidveis abidticas, como a temperatura, e

bidticas, como a abundéncia de predadores, abundancia de C. fulgens e de uma espécie
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simpatrica, Austrolebias minuano. Os resultados apontam que a utilizacdo dos peixes
anuais neotropicais na pesquisa € altamente promissora, permitindo um estudo
aprofundado sobre o envelhecimento e ensaio toxicologico. Também, ressaltam a
necessidade do desenvolvimento de estratégias de conservacao ambiental com o intuito
de manter as caracteristicas deste habitat, estabelecendo estes animais como espécies

sentinelas.

Palavras-chave: Areas Umidas temporarias; Balanco redox; Biomarcadores; Ciclo de

Vida; Cynopoecilus fulgens; Peixes anuais

Abreviaturas

PNPL, Parque Nacional da Lagoa do Peixe; ICMBIO, Instituto Chico Mendes de
Conservacio da Biodiversidade; CEUA, Comissdo de Etica para Uso de Animais;
PUCRS, Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul; RS, Rio Grande do
Sul; P1, poca temporéaria 1; P2, poca temporaria 2; P3, poca temporaria 3; ORP,
potencial de reducdo da oxidacdo; NTU, turbidez; TDS, solidos totais dissolvidos; OD,
oxigénio dissolvido; EROS, espécies reativas de oxigénio; GST, glutationa S-
transferase; CAT, catalase; SOD, superdxido dismutase; GPx, glutationa peroxidase;
LPO, lipoperoxidacdo; TBARS, acido tiobarbitdrico; PC, proteina carbonilada; PT,

proteinas totais.

1. Introducéo

Globalmente, os ecossistemas aquaticos estdo sofrendo constantes interferéncias
e modificacOes através de acOes antropicas, desencadeando alteragdes marcantes na
qualidade do habitat e composicdo da biodiversidade (SAUNDERS; MEEUWIG;
VINCENT, 2002). Segundo Tylianakis et al. (2007), a principal causa global da
extingdo e modificacdo na abundéncia de espécies € a alteracdo do habitat natural que,
consequentemente, pode influenciar na capacidade de interacdo entre 0S organismos.
Sdo diversas as espécies presentes nestes ambientes aquaticos que podem estar correndo
risco de exting¢do e reducdo da populacdo, destacando-se as espécies de peixes de agua
doce que sdo consideradas um dos grupos mais ameagado do mundo (SAUNDERS;
MEEUWIG; VINCENT, 2002).
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A diversidade de peixes de dgua doce enfrenta uma grave crise em todo 0 mundo
(COLLEN et al.,, 2014, DARWALL; FREYHOF, 2015; DUDGEON et al., 2006).
Destacando-se a regido sul do Brasil, que com a intensificacdo da atividade humana,
com destaque para a agricultura e a urbanizacdo, estd provocando diversas alteracdes
em ecossistemas naturais (ARIM et al., 2010; FONSECA et al., 2013; VOLCAN et al.,
2015). Dentre esses ecossistemas, as areas Umidas sdo consideradas as mais ameagadas,
principalmente, os ambientes efémeros/ temporarios (CALHOUN et al., 2017; LANES
et al., 2018; MALTCHIK et al., 2010, 2014) que sdo habitats aquaticos que secam
periodicamente e sofrem diversas variacdes fisico-quimicas da agua (e.g.: O,
luminosidade, temperatura), como também, alteragdes em componentes bidticos (e.g.:
disponibilidade de alimento) (AREZO et al., 2007; BEROIS et al., 2012) ao longo de
seu ciclo de inundacao.

Contudo, ressalta-se a grande diversidade bioldgica presente nestes ambientes
aquaticos temporérios e a grande relevancia ecolégica que representam para esses
ecossistemas (CALHOUN et al., 2017; CREED et al., 2017). Além disso, abrangem
organismos especialistas, tais quais 0S peixes anuais que apresentam populacdes
pequenas e geograficamente isoladas, estando mais expostas as agdes antropicas e
possuindo maior vulnerabilidade e risco de extingdo ( FONSECA et al., 2013; BEROIS;
AREZO; DE SA, 2014; VOLCAN et al., 2015). Adicionalmente, a area de distribuicio
das espécies de peixes anuais na regido sul do Brasil, coincide com éreas
tradicionalmente utilizadas para o cultivo de arroz e soja, que além de provocarem
alteracéo e destruicdo de habitats aquaticos temporarios (LANES et al., 2018), utilizam
grandes quantidades de agrotoxicos, principalmente herbicidas e inseticidas (VOLCAN
etal., 2015).

Os peixes anuais sdo definidos como um grupo da ordem Cyprinodontiformes e,
na sua maioria, compreendem espécies de pequeno porte e de dgua doce (ARENZON;
LEMOS; BOHRER, 2002; ARENZON; PERET; BOHRER, 2001; FONSECA et al.,
2013). Distribuem-se na regido Neotropical (Familia Rivulidae) e Africa (familia
Nothobranchiidae) (FURNESS et al., 2015). Sdo conhecidos por habitarem areas
umidas temporarias (ambientes efémeros), as quais determinam o ciclo de vida curto
desses organismos, 0s quais exibem um crescimento rapido, maturidade sexual precoce
e reproducgdo continua, além da producgdo de ovos de resisténcia (ARENZON; PERET;
BOHRER, 2001; ERREA & DANULAT, 2001; ARENZON; LEMOS; BOHRER,
2002; BEROIS et al, 2012; FONSECA et al., 2013; LANES; KEPPELER;

XXV



159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192

MALTCHIK, 2014). Assim, estes peixes sdo reconhecidos como excelentes modelos
biologicos para estudos de envelhecimento e ensaios toxicologicos devido as
peculiaridades acima citadas e facilidade de manutencdo e estocagem de seus ovos por
meses em condic¢des laboratoriais (ARENZON; PERET; BOHRER, 2001; ARENZON;
LEMOS; BOHRER, 2002; BEROIS et al., 2012)

O envelhecimento refere-se a deterioracdo da integridade fisiologica ao longo do
tempo, ou seja, € 0 processo que exibe o aumento do risco da mortalidade relacionado a
idade devido ao declinio das funcdes vitais (BLAZEK et al., 2017; DONG et al., 2017).
Segundo Dong et al. (2017) estes declinios, podem estar relacionados com disfuncgdes
mitocondriais que ocorrem com o0 envelhecimento, podendo induzir a producdo
exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs) que por sua vez, podem conduzir a
um dano celular. No entanto, considera-se que o desenvolvimento de pesquisas no
processo de envelhecimento em vertebrados é limitado pela falta de modelos que
apresentem um ciclo de vida curto (GENADE et al., 2005). Segundo Liu et al. (2012),
0s peixes anuais mostram diferentes padrdes de envelhecimento e ja foram realizados
alguns estudos em laboratério com espécies representantes da ordem
Cyprinodontiformes envolvendo pesquisas sobre testes de toxicidade (ARENZON et al.,
2003) e, também, no processo de envelhecimento em peixes anuais africanos (DI
CICCO et al., 2011). Contudo, cabe ressaltar a inexisténcia de dados sobre o balanco
oxidativo ao longo do ciclo de vida associado ao processo de envelhecimento natural de
peixes anuais neotropicais em ambiente natural. Os trabalhos realizados com peixes
anuais africanos sdo baseados em estudos em condi¢des controladas de laboratério,
sendo imprescindiveis pesquisas em ambiente natural para o avan¢o do entendimento do
processo de envelhecimento (REICHARD, 2016).

Considerando o balango oxidativo, destaca-se a utilizacdo de marcadores de
dano oxidativo, como as proteinas carboniladas e a peroxidacdo lipidica, além da
atividade das enzimas antioxidantes para avaliar o papel dos diferentes componentes do
sistema antioxidante, por exemplo, ao longo do envelhecimento ou sob a influéncia de
estressores ambientais (LIU et al., 2012). Segundo Cooke et al. (2013), tais ferramentas
fisiologicas podem ser utilizadas para caracterizar a diversidade biologica e suas
implicagOes ecologicas; como também, compreender as respostas dos organismos as
variagcOes ambientais e a agentes estressores, sendo essas alteracbes acompanhadas de
estratégias bioquimicas e fisiologicas do animal em resposta a adaptacdo ao meio
(BRAGHIROLLI; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016; PINHEIRO & OLIVEIRA, 2016).
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Este sistema de defesa antioxidante dos animais tem como funcdo neutralizar as
EROs produzidas em excesso, prevenindo danos as estruturas celulares. Neste contexto,
como parte do sistema antioxidante enzimatico as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) representam a primeira linha de
defesa contra o estresse oxidativo. A SOD tem o papel de prevenir a peroxidagéo
lipidica, pois catalisa a dismutacdo do anion radical superoxido (O2¢) convertendo em
perdxido de hidrogénio (H,0;) e oxigénio (O,). Apesar do perdxido de hidrogénio ser
mais lesivo as células que o proprio anion superoxido, ele é rapidamente convertido em
O, e H,O por acdo da CAT, encontra-se ativa preferencialmente nos peroxissomas
(APEL; HIRT, 2004). A enzima glutationa peroxidase (GPx) que catalisa a reducéo do
perdxido de hidrogénio (H,0,) e dos perdxidos organicos em moléculas menos reativas,
atuando principalmente na mitocondria e eventualmente no citosol (APEL; HIRT,
2004; HERMES-LIMA, 2004). As GSTs estdo presentes em quase todos 0s organismos
e sdo um importante mecanismo de biotransformacdo intracelular de endo e
xenobidticos (PAPADOPOULOQOS et al., 2004); além disto, dentre suas fungdes nédo
associadas diretamente com a biotransformacdo estdo o reparo de macromoléculas
oxidadas por espécies reativas de oxigénio, a regeneracdo de proteinas S-tioladas e a
biossintese de metabdlitos fisiologicamente importantes (ARMSTRONG, 1997;
SHEEHAN et al., 2001).

A espécie Cynopoecilus fulgens Costa, 2002 é um peixe anual pertencente a
familia Rivulidae, endémica da Planicie Costeira da regido sul do Brasil, onde a
atividade agricola constitui a principal atividade econdmica (LANES, 2011). Estudo
realizado por Lanés et al. (2016), demonstrou a existéncia de uma Unica coorte etaria
nas suas populagbes, sendo a expectativa de vida destes organismos de
aproximadamente oito meses em ambiente natural. Estes animais apresentam um
tamanho corporal reduzido (aproximadamente ~50 mm), aumentando gradualmente ao
longo do ciclo de vida, sendo os machos mais coloridos e geralmente maiores que as
fémeas (LANES; KEPPELER; MALTCHIK, 2014: LANES et al., 2016). A densidade
das populagdes de C. fulgens diminui gradualmente ao longo do seu ciclo de vida,
ocorrendo diferenga na taxa de mortalidade entre os sexos, com 0s machos apresentando
uma taxa de mortalidade mais elevada, o que pode estar relacionado a diferencas
fisiologicas entre 0s sexos e ao padrdo de coloragdo que aumenta o risco de predacao
(LANES et al., 2014, 2016).
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No habitat efémero, esses rivulideos sdo considerados predadores de topo,
generalistas e oportunistas, apresentando uma dieta que consiste em organismos
aquaticos (e.g.: zooplancton, ovos, larvas de insetos, algas e diatoméaceas)
(GONGALVES; SOUZA; VOLCAN, 2011; LAUFER et al., 2009). Contudo, ap6s
periodos de precipitacdo intensa as areas Umidas temporarias podem se conectar com
massas d’agua permanentes e serem colonizadas por outras espécies de peixes com ciclo
de vida ndo-anual, inclusive grandes predadores. A distincdo da dieta dos peixes anuais
estd relacionada com as transformacfes do seu tamanho corporal, pois a medida que
aumentam de tamanho séo acrescentadas presas maiores a dieta e presas menores sdo
suprimidas (KEPPELER et al., 2013, 2014; LAUFER et al., 2009). De maneira geral, 0s
peixes anuais sdo considerados um grupo taxonémico de grande importancia
conservacionista (VOLCAN; LANES, 2018), representando um dos grupos de
vertebrados mais ameagados do Brasil. Inclusive, os peixes anuais sdo considerados
espécies bandeira para a conservacio destas areas imidas temporarias (LANES et al.,
2016, 2018). Particularmente, a espécie C. fulgens encontra-se enquadrada na categoria
“Vulnerdvel” da lista de espécies ameacadas de extin¢do do Brasil e do Rio Grande do
Sul (BRASIL, 2014; RIO GRANDE DO SUL, 2014).

Dessa forma, compreender os impactos do ciclo de vida e das variagdes
ambientais geradas sobre as populacdes de peixes anuais torna-se fundamental.
InvestigacBes quanto a resposta ao estresse fisiolégico podem ser avaliadas utilizando
biomarcadores fisiolégicos, por meio da atividade das enzimas do metabolismo
intermediério, do balanco oxidativo e de biotransformacdo (BRAGHIROLLLI;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016; COOKE et al., 2013; DANTZER et al., 2014).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho é estabelecer e analisar marcadores
fisiologicos relacionados ao balango redox do peixe anual Cynopoecilus fulgens, em
diferentes estagios de desenvolvimento pos-embrionario, coletados em ambiente natural
ao longo do ciclo de vida da espécie. Isto é especialmente importante, ja que
recentemente ZEBRAL et al. (2018) demonstraram efeitos deletérios de herbicida a
base de glifosato, o qual provocou uma reducdo da fertilidade, tolerancia termal e
alteracdo no desenvolvimento embrionario de uma espécie de peixe anual endémica da
regido Sul do Brasil. Inclusive nessa mesma regido QUINTELA et al. (2019)
verificaram uma contaminacdo por arsénio sem precedentes em peixes ndo anuais,

atribuida a utilizacdo indiscriminada de agrotoxicos utilizados para a producao agricola.
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Assim, a expectativa deste estudo foi verificar e estabelecer um padrdo dos
biomarcadores relacionado com o inicio, 0 meio e o fim do ciclo de vida p6s-eclosdo
para esta espécie. Esperava-se que o inicio do ciclo fosse marcado pelo aumento dos
marcadores de dano oxidativo associados a reproducdo (maturacdo e copula), aliado a
um incremento das enzimas antioxidantes a fim de manterem o balango oxidativo; e que
o final do ciclo de vida (fase senescente) fosse marcado pelo declinio das atividades das
enzimas e aumento do dano oxidativo, culminando com o envelhecimento e morte dos
animais. Adicionalmente, testamos a influéncia de varidveis ambientais de diferentes
tipos (pardmetros fisico-quimicos da &gua, habitat e bidticas) nos diferentes
biomarcadores analisados.

2. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos executados nessa pesquisa, foram realizados com as
devidas autorizacGes do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBIo - sob o namero: 43251-4), chefia do Parque Nacional da Lagoa do Peixe
(PNLP) e da Comissdo de Etica para Uso de Animais da Universidade do Vale do Rio
dos Sinos (CEUA- UNISINOS: PPECEUA 12.2015) que englobam a coleta e a
eutanésia dos animais. Como também, com a aprovacio da Comisséo de Etica para Uso
de Animais da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (CEUA- PUCRS:
8271) para a realizacdo dos protocolos experimentais, contando com cadastro no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen: A732684).

2.1 Procedimentos em Campo

Foram coletados exemplares de Cynopoecilus fulgens, em diferentes unidades
amostrais/areas umidas temporarias (P1, P2 e P3), durante os meses de junho (etapa
inicial do ciclo), julho, setembro, outubro e novembro (final do ciclo de vida) durante o
ano de 2016, considerando & época de chuvas em que ha a formacdo dos ambientes
aquaticos temporarios e consequentemente, a presenca destes animais. Contudo, no més
de novembro mesmo que as unidades amostrais apresentassem um volume minimo de
agua ndo havia mais peixes anuais. Coordenadas geogréaficas de cada unidade amostral:
P1 (W 51°05'15", S 31°18'13"), P2 (W 51°05' 17", S 31°18'14") e P3 (W 51°08'03", S
31°16'46").
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A periodicidade das amostragens foi delineada de forma a permitir o
acompanhamento de todo o ciclo de vida pds-eclosdo da espécie estudada. A coleta foi
realizada nos municipios de Tavares e Mostardas, arredores do Parque Nacional da
Lagoa do Peixe (31° 02" —31° 48'S; 50° 77" —51° 15" W) localizado na Planicie Costeira
Externa do Rio Grande do Sul, a qual apresenta uma elevada biodiversidade e grande
quantidade de areas Umidas de diferentes tipologias (LANES & MALTCHIK, 2010;
LANES et al., 2016).

Durante cada campanha de coleta foram medidos e registrados os parametros
fisico-quimicos da agua (temperatura, potencial de oxiredu¢do (ORP), turbidez (NTU),
oxigénio, oxigénio dissolvido (OD), sélidos totais dissolvidos (TDS), salinidade, pH e
condutividade), com uso de uma sonda multi-Parametros HORIBA U-50. Além disso,
foi realizada a medida de cada area Umida temporaria durante cada amostragem no
local, como a area superficial (m?), através de GPS percorrendo os limites da &rea (imida
temporéria para posteriormente calcular e a profundidade maxima da &gua (cm), por
meio de régua milimetrada. Para obter uma estimativa sobre o hidroperiodo das areas
Umidas temporarias, a temperatura e a luminosidade foram determinadas por meio de
data logger (Hobo UA-002-08; Onset Ltd), com registro de 3h-3h, até a dissecacao
completa de cada poca temporéria.

O procedimento de captura no campo foi realizado através de coleta ativa com o
auxilio de um pucéd/rede de médo (60 x 40 cm e 2 mm de malha), seguindo a
metodologia ja aplicada para o grupo de interesse (LANES et al., 2016; VOLCAN et
al., 2015). O namero total de espécimes de C. fulgens coletados nesse estudo foi de 443
animais, de ambos 0s sexos e em diferentes estagios do ciclo de vida (juvenis, adultos e
senis). Apds, esses exemplares foram sexados e eutanasiados no local de coleta,
considerando a baixa massa corporal como também a necessidade de ndo ter
interferéncia quimica nos parametros a serem analisados, conforme as recomendacgdes
do CONCEA (Diretrizes e Préaticas de Eutandsia do CONCEA, 2013). Todo o material
bioldgico foi etiquetado, armazenado em caixas térmicas com gelo e transportado para o
Laboratério de Fisiologia da Conservacdo — PUCRS, onde foram armazenados em
freezer (-80°C) para realizagdo a posteriori das analises bioquimicas.

Os dados bidticos (riqueza de predadores, abundancia de predadores, abundancia
de Austrolebias minuano, espécie simpatrica de peixe anual, abundancia de C. fulgens,
riqueza de peixes e abundancia de peixes ndo anuais) também foram registrados. Foram

considerados especies de peixes potencialmente predadoras de rivulideos: Hoplias
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malabaricus, Oligosarcus jenynsii, Oligosarcus robustus, Cichlassoma portalegrensis,
além de larvas de insetos da ordem Odonata, hemipteros aquaticos da familia

Belostomatidae e lagostins do género Parastacus.

2.2 Procedimentos em Laboratorio

No laboratdrio, os animais foram separados pelo sexo, més de coleta (estagio do
ciclo) e unidade amostral (P1, P2 ou P3) em que foram coletados. Posteriormente, estes
foram divididos: uma parte para quantificacdo de Proteinas Carboniladas e outra
formando pools para a quantificacdo das enzimas, Proteina Total e Lipoperoxidacao.
Foram realizados de 3 até 8 pools por sexo, composto de dois até trés animais, para cada
poca em cada més. Para os animais das pogas 3 (P3) coletados no més de outubro o
homogeneizado foi feito por individuo, sendo usado no minimo trés individuos para
cada parte; tal procedimento foi adotado pois encontramos e coletamos um ndmero
menor de animais. Ja para a poga P1 ndo encontramos animais no més de outubro.

Todos os animais foram pesados (massa corporal) e medidos (comprimento
padrdo) paquimetro digital (0,01 cm) e com balanca analitica (0,001 g) respectivamente,

para serem em seguida homogeneizados e analisados.

2.2.1 Preparacédo do Homogeneizado para as medidas de Dano Oxidativo e para os
Ensaios Enzimaticos

Os individuos inteiros (pool de dois a trés animais, exce¢do do P3 outubro que foi
por individuo) foram homogeneizados, em solucdo de tampéo Fosfato (20 mM, pH 7,4,
acrescida de PSMF 1 mM e cloreto de potéssio a 140 mM), em volume de sete vezes a
massa obtido (1g: 7ml), com o auxilio de um Ultra-Turrax® (IKA-WERK), em banho
de gelo (0-4°C). Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado (SORVALL RC-5B
Refrigerated Superseed Centrifuge), sob refrigeracdo (4°C) a 1000 xg, por 10 minutos.
O sobrenadante foi utilizado para os ensaios enzimaticos da SOD, CAT, GPx e GST, e
quantificacdo das Proteinas Totais e da LPO, todas as amostras foram conservadas em -
20°C até a realizacdo das quantificagdes; conforme método ja descrito por PERSCH et
al. (2017, 2018).
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2.2.2 Proteinas Totais do Sobrenadante

A amostra de proteinas do sobrenadante foi quantificada usando o kit comercial
de Proteina Total da BioTécnica. O ensaio é baseado na reacdo das proteinas presentes
na amostra com ions de cobre, em meio alcalino. O produto dessa reacdo resulta numa

cor violacea que é detectada numa absorbancia de 550nm.

2.2.3 Dano Oxidativo

Lipoperoxidacdo (LPO): A lipoperoxidacdo foi determinada seguindo o método
descrito por BUEGE & AUST (1978), técnica bastante utilizada para medir o dano dos

lipidios de membrana, através da deteccdo de substancias que reagem ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Para a quantificacdo dos niveis de Lipoperoxidacdo foram
adicionados em microtubos: 300uL de acido tricloroacético (TCA), 200uL de &cido
tiobarbitarico (TBA), 100uL de agua Milli-Q e 100uL da amostra do homogeneizado.
Estes microtubos foram aquecidos a 100°C durante 15 minutos e resfriados durante 10
minutos. Em seguida, foi acrescentado 600uL de alcool n-butilico, agitados em Vortex e
centrifugados em 1200 xg durante 10 minutos (LIMA; ABDALLA, 2001). A
concentracdo de TBARS foi medida em espectrofotdmetro com comprimento de onda

de 535nm e o resultado foi expresso em nmoles TBA. mg de proteinas™.

Proteinas Carboniladas (PC): A quantificacdo de carbonilacdo de proteinas é um

método para determinar a existéncia de estresse oxidativo em amostras bioldgicas, que
levam a uma maior oxidacdo e, consequentemente, a degradacdo das mesmas. A
quantificacdo foi por espectrofotometria com comprimento de onda de 370nm, e com 0
resultado expresso em pmoles. mg de proteinas™, baseada no método descrito por
LEVINE et al. (1994).

2.2.4 Ensaios Enzimaticos

Superoxido dismutase: Para a determinacgéo da atividade da SOD foi empregado

0 método que se baseia na inibi¢do da reacdo entre o radical superdxido e a epinefrina.
Com a oxidacdo da epinefrina, obtém-se a formacdo de um produto colorido
(adrenocromo), que é detectado através de cinética enzimatica por espectrofotometria a
480nm. O meio de reacdo consiste de glicina-NaOH (50mM, pH 11) e epinefrina
(ImM) (BOVERIS & CADENAS, 1982). Para a realizacdo desse procedimento,
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primeiramente, as amostras foram centrifugadas em 1000 xg durante 3 minutos a 4°C; e
para a determinag&o da atividade da SOD as curvas foram verificadas em 20pL, 30pL e
40pL de amostra. Os resultados foram 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 oxidagao do detector utilizado, neste caso a epinefrina.

Catalase: A atividade da CAT foi determinada por meio da avaliacdo do
decaimento do peroxido de hidrogénio (H,0O,). Para a realizacdo deste protocolo,
primeiramente foi feita a centrifugacdo das amostras em 3000 xg durante 5 minutos a
4°C; em seguida, foi utilizada uma cubeta de quartzo, na qual foi adicionado 955uL do
tampdo fosfato de sodio e uma aliquota de 10uL de amostra, para posteriormente ser
feita a calibracdo do espectrofotdmetro e ser descontado do branco do tampéo fosfato.
Apos a calibragdo, foi acrescentado 35uL de perdxido de hidrogénio e monitorada a
atividade da enzima em 240nm, sendo considerada a leitura a cada 10 seg., durante por
X min. Os resultados foram expressos em nmoles H,O, min™®. mg de proteinas™
(BOVERIS & CHANCE, 1973).

Glutationa Peroxidase: A atividade da GPx foi determinada por cinética através

da dismutacdo do t-BuOOH pela oxidacdo da GSH e formacdo de GSSG, catalisada
pela GPx, na qual a oxidacdo do NADPH ¢ detectada em 340nm. Para a realizacdo do
protocolo as amostras foram centrifugadas a 1000 xg durante 3 minutos a 4°C. Apds, foi
utilizado uma cubeta de quartzo e acrescentado 350ul da mistura de reacdo e 45ul do
sobrenadante obtido ap0s a centrifugacdo. O resultado foi expresso em  pmoles de
NADPH consumido. min™. mg de proteinas™ (WENDEL; FEUERSTEIN, 1981).

Glutationa S-transferase: A atividade da GST foi quantificada seguindo o
método descrito por BOYLAND e CHASSEAUD (1969), por meio da conjugagao do 1-

cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB), com a glutationa reduzida (GSH). As amostras foram

centrifugadas em 1000 xg durante 3 minutos antes dos procedimentos de leitura do
sobrenadante no espectrofotometro. A atividade da GST € medida em absorbancia de
340nm e o resultado é expresso em nmoles de conjugado CNDB. min™. mg de

protefnas™.
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2.3 Analises Estatisticas

Antes das analises, todos os dados foram avaliados examinando possiveis outliers
ou padrbes incomuns de distribuicao, e testados quanto a sua normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade através do teste de Levene. Para dados com
distribuicdo normal (p>0,05) foram utilizados testes paramétricos.

Para analisar a variagdo dos biomarcadores foi utilizado o teste de andlise de
variancia de uma via (one-way ANOVA), com correcdo de Bonferroni, comparando 0s
biomarcadores por més (periodo da amostragem), e o teste de analise de variancia de
duas vias (two-way ANOVA), comparando os biomarcadores por més e por sexo. As
analises com ANOVA para os biomarcadores foram realizadas com dados agrupados de
todas as unidades amostrais (P1, P2 e P3) e, também, separadamente para cada unidade
amostral. A variacdo do tamanho corporeo e do peso dos individuos foram testadas
através de one-way ANOVA (comparando os meses entre si) e two-way ANOVA
considerando o periodo e 0 sexo, separadamente para cada poca temporaria. As analises
estatisticas de variancia foram realizadas no Programa SPSS Statistics, versdo 17.0.
Foram consideradas significativas quando o p<0,05 e todos os resultados foram
expressos com média + erro padréo.

Para testar a influéncia das varidveis ambientais nos biomarcadores, foram
utilizados modelos de regressdes lineares mdltiplas para cada uma das variaveis
resposta avaliadas (Proteinas totais, TBARS, PC, SOD, CAT, GPx e GST). As variaveis
dependentes (biomarcadores) foram transformadas para coeficiente de Hellinger. Para
eliminar os efeitos das colinearidades entre as variaveis explicativas foi realizada uma
pré-selecdo em cada matriz de variaveis explicativas, por meio de selecdo Forward. A
matriz ambiental final foi, portanto, constituida daquelas variaveis explicativas que nao
foram excluidas pelo fator de inflagdo de variéncia (VIF). O VIF ¢é geralmente utilizado
como um indicador de multicolinearidade entre as varidveis explicativas, sendo que
valores acima de 1 (VIF>1) indicam que a variavel ndo estd relacionada a nenhuma
outra variavel preditora do modelo, enquanto valores acima de 10 (VIF>10) sugerem
forte colinearidade (ZUUR; IENO; ELPHICK, 2010). A contribuicdo relativa de cada
categoria de variavel ambiental foi obtida através de Analise de Particdo de Variancia
(rotina VARPARP) (PERES-NETO et al., 2006). Para tanto, as variaveis ambientais
foram categorizadas em (i) “Habitat”, (ii) “Bidticas” e (iii) “Fisico-Quimicas”. As
variaveis incluidas no componente “Habitat” foram constituidas pela area (tamanho da

area umida) e profundidade. As variaveis “Bidticas” foram representadas pela riqueza
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de predadores, abundancia de predadores, abundancia de Austrolebias minuano,
abundancia de Cynopoecilus fulgens, riqueza de peixes ndo anuais e abundancia de
peixes ndo anuais. As varidveis fisico-quimicas da agua foram temperatura, pH,
condutividade, NTU (turbidez) e oxigénio dissolvido (OD). A matriz de resposta foi
composta pelos biomarcadores analisados (Proteinas totais, TBARS, CAT, GST, SOD)
e as matrizes explicativas foram constituidas por X1 - habitat; X2 — variaveis bidticas;
X3 — variaveis fisico-quimicas da agua. As analises estatisticas referentes a relagcdo das
variaveis ambientais com o0s biomarcadores de metabolismo e stress oxidativo
investigados foram todas realizadas no ambiente estatistico R (versao 3.5.1), através dos
pacotes vegan (OKSANEN et al., 2018) para as analises de regressao mdltipla, e
adespatial (DRAY et al., 2018) para a particdo da variancia. Estas analises foram
realizadas com dados agrupados de todas as unidades amostrais (P1, P2 e P3) e ambos

0S Sexo0s.

3. Resultados

3.1 Crescimento, peso e niveis de proteinas totais dos individuos

Os resultados mostram que na pocga P1 as fémeas tiveram um aumento nos niveis
de PT no més de julho (Fig. 4A). Este padrdo também foi observado para os machos da
P1 (Fig.4A); ndo havendo assim, diferenca estatistica entre os sexos em cada més na P1
para PT (F, = 0,944; p = 0,40). Em relacdo aos dados do crescimento, estes indicam que
tanto as fémeas como 0s machos apresentaram um aumento no comprimento padrédo do
més de junho para julho (Fig.4D). Houve diferenca estatistica entre os sexos, ao longo
dos meses, na P1 para o CP (F,= 10,247; p<0,01). Ja os resultados referentes a massa
corporal mostraram que as fémeas da P1 tém um aumento da massa no més de setembro
(Fig.4G). Em machos da P1 é observado um declinio na massa corporal; contudo, tem-
se no ultimo més (setembro) o incremento desta, sendo semelhante & massa inicial no
més de junho (Fig.4G). Houve diferenca significativa entre os sexos no decorrer dos
meses, na P1, para massa corporal (F, = 13,682; p<0,01).

Na poga P2, os resultados mostraram que os niveis de PT em fémeas e em machos
apresentam um aumento do més de junho para julho (Fig.4B). Ndo houve diferenca
estatistica entre os sexos ao longo dos meses na P2 para PT (F3 = 1,667; p = 0,19). J& 0s

resultados observados para o comprimento padrdo, mostraram que ambos 0S Sexos
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apresentaram uma tendéncia em crescimento linear ao longo dos meses; contudo, as
fémeas apresentaram um crescimento mais tardio (outubro) comparado aos machos que
apresentaram ja no més de setembro (Fig.4E). Houve diferenca significativa entre os
sexos ao longo dos meses na P2 para CP (F3 = 4,623; p<0,01). Além disso, observou-se
que as fémeas da P2 parecem manter a massa corporal durante 0 més de junho e julho, e
apos ocorre um incremento de massa corporal nos meses finais do ciclo (Fig.4H). Ja os
machos tiveram uma diminuicdo da massa corporal do més de junho para julho, contudo
nos ultimos meses apresentaram um incremento da massa como as fémeas (Fig.4H).
Houve diferenca estatistica entre machos e fémeas ao longo do ciclo na P2 para massa
corporal (F; = 4,184, p<0,01).

Os dados referentes a poca P3 mostraram que 0s niveis de PT em fémeas e
machos apresentaram um aumento nos meses finais (setembro e outubro) quando
comparado aos iniciais estudados (Fig.4C). Além disso, na poca P3 observou-se que
ambos 0s sexos apresentaram um crescimento linear ao longo dos meses (Fig.4F). Este
mesmo padrdo foi observado para o resultado da massa corporal em fémeas e machos da
P3, que segue uma linearidade no decorrer dos meses, porém os machos ja apresentam
um aumento da massa corporal no més de julho, enquanto as fémeas sé em setembro
(Fig. 41). N&o houve diferenca estatistica entre 0s sexos ao longo dos meses para PT
(F3=0,684; p = 0,06), comprimento padréo (F3 = 0,143; p = 0,93) e massa corporal (Fz=
1,587; p = 0,20) na P3.

Quando comparamos 0s resultados das unidades amostrais, observamos que 0S
niveis de PT aumentaram no més de julho para as pocas P1 e P2 para ambos 0s sexos
(Fig. 4A e 4B), contudo na P3 este aumento s6 foi observado nos ultimos meses (Fig.
4C). J& o comprimento padréo destes animais, mostrou que as pogas P2 e P3 (Fig. 4E e
4F) apresentaram uma tendéncia a crescimento linear em machos e fémeas, mas na P1
este crescimento foi destacado no més de julho (Fig. 4D). E, a massa corporal destes
animais mostrou que em fémeas de todas as pocas tem-se um aumento da massa no més
de setembro (Fig. 4G, 4H e 41). Contudo, em machos da P1 e da P2 observa-se um
declinio de massa corporal no més de julho, seguido de um aumento nos meses
seguintes (Fig. 4G e 4H). Ja na P3 os machos tiveram um aumento linear ao longo do
ciclo de vida (Fig. 4l).
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3.2 Niveis de dano oxidativo

Os niveis de lipoperoxidacdo (TBARS) nas fémeas da P1 mostraram-se constantes
ao longo do ciclo, mesmo apresentando uma tendéncia de aumento ao longo dos meses
(Fig. 5). Contudo, machos da P1 apresentaram um aumento significativo no ultimo més
(setembro) quando comparado aos meses iniciais (Fig. 5). Ndo houve diferenca
estatistica entre os sexos ao longo dos meses na P1 para TBARS (F, =1,122; p = 0,34).
Ja os niveis de proteinas carboniladas (PC) em fémeas e machos da P1 apresentaram-se
altos no més de junho seguido de um declinio até o Gltimo més estudado (setembro)
(Fig. 5). Houve diferenca significativa entre machos e fémeas da P1, ao longo dos
meses para PC (F, = 10,536; p<0,01).

As fémeas e os machos da P2 apresentaram uma diminuicdo dos niveis de
TBARS ao longo do ciclo (Fig. 6). Os testes ndo mostraram diferenca significativa entre
0s sexos, ao longo dos meses, na P2 para TBARS (F; = 0,513; p = 0,68). Ja os
resultados das PC para ambos os sexos da P2 indicaram um pico de PC no inicio do
ciclo, seguido de um declinio destes niveis e posterior aumento no més de outubro (Fig.
6). Teve diferenca significativa entre machos e fémeas ao longo dos meses na P2 para
PC (F3 = 35,225; p<0,01).

Os resultados do TBARS na P3 em fémeas mostraram um pico no més de junho,
declinio destes niveis até setembro e o retorno para valores semelhantes aos iniciais no
ultimo més (Fig. 7). J& em machos estes niveis mostraram-se constantes ao longo do
ciclo (Fig. 7). Além disso, os resultados observados de PC em fémeas e machos da P3
apresentaram oscilagcdes no decorrer dos meses, contudo ambos 0s sexos apresentaram
um pico de PC no més de junho e diminuigcdo desses niveis no ultimo més (outubro)
(Fig. 7). N&o houve diferenca estatistica para ambos o0s sexos ao longo dos meses na P3
para TBARS (F3 =2,441; p=0,09) e PC (F; = 2,891; p = 0,06).

Em relagdo aos niveis de TBARS quando comparamos todas as unidades
amostrais, foi possivel observar que temos comportamentos diferentes das pogas (P1, P2
e P3). Contudo, os resultados da P2 e P3 indicam um aumento de TBARS no més de
junho e um posterior declinio destes niveis (Fig. 6 e 7), o que ndo foi visto para a P1 que
apresenta uma tendéncia ao aumento dos niveis de TBARS ao longo dos meses (Fig. 5).
Ja para as PC das fémeas e dos machos em todas as pogas verificamos um pico nos
niveis de PC no més de junho e uma reducdo no més de julho (Fig. 5, 6 e 7). Contudo,

na P2 observa-se um aumento dos niveis de PC no altimo més (outubro) tanto em
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machos como em fémeas (Fig. 6); e, na P3 este aumento dos niveis de PC, em ambos 0s

sexos, ocorre em setembro, mas seguido de uma diminuic¢do no ultimo més (Fig.7).

3.3 Atividade das enzimas antioxidantes e de biotransformacao

Os resultados da SOD na poga P1 mostraram que tanto fémeas como machos
apresentaram um pico de atividade no ultimo més (setembro) (Fig. 5). Houve diferenca
estatistica entre os sexos ao longo dos meses na poca P1 para SOD (F, = 3,656; p<0,04).
Além disso, os niveis de atividade da CAT em ambos o0s sexos na P1 mantiveram-se
constantes ao longo do ciclo (Fig. 5). N&o houve diferenca significativa na P1 para CAT
(F2, = 0,726; p = 0,49). Ja a atividade da GPx nas fémeas da poca P1 apresentou-se
constante ao longo do ciclo, como a CAT (Fig. 5); enquanto os machos da poca P1
indicam uma diminui¢do da atividade da GPx no més de julho e um incremento na
atividade desta enzima no final do ciclo (setembro) (Fig.5). Houve diferenca estatistica
entre 0s sexos ao longo dos meses na poca Pl para GPx (F, = 6,466; p<0,02). E a
atividade da GST na P1 em ambos 0s sexos segue 0 mesmo padrdo da enzima SOD,
apresentando um pico de atividade no més de setembro (Fig. 5). Houve diferenca
estatistica na P1 para GST (F, = 4,652; p<0,02).

Ja os resultados observados da SOD na poca P2 mostraram que tanto machos
como fémeas apresentam uma alta atividade da enzima no comeco de ciclo (junho) e um
declinio ja nos meses seguintes (Fig.6). A CAT em fémeas da po¢a P2 mostrou uma
atividade constante da enzima ao longo do ciclo, contudo em machos tem-se um pico de
atividade da CAT em junho e diminui¢cdo no decorrer dos meses (Fig. 6). Também, a
atividade da GPx para ambos os sexos da po¢a P2 manteve-se constante ao longo do
ciclo (Fig. 6). E, a enzima GST apresentou 0 mesmo padrdo de atividade que a SOD
para ambos 0s sexos da poc¢a P2, ou seja, uma alta atividade no inicio do ciclo e seguido
de uma diminuicdo (Fig. 6). Nao houve diferenca estatistica entre os sexos ao longo dos
meses para SOD (F3; = 0,099; p = 0,96), CAT (F; = 1,512; p = 0,22), GPx (Fs= 0,503; p
=0,69) e GST (F3 = 0,196; p = 0,90) na P2.

Em relacdo aos resultados da poca P3, os dados de atividade da SOD mostraram
que fémeas e machos tiveram uma alta atividade da enzima nos meses iniciais (junho e
julho) e uma diminuigdo dessa atividade nos Gltimos meses estudados (setembro e
outubro) (Fig. 7). Os resultados da SOD mostraram diferenca estatistica entre 0s sexos
ao longo dos meses na poca P3 (F3 = 4,273; p<0,02). Ja os resultados da CAT

mantiveram-se constantes para ambos 0s sexos na P3 (Fig. 7). Ndo houve diferenca
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estatistica para CAT na P3 (F; = 1,128; p = 0,36). Da mesma forma, a atividade da GPx
em fémeas da poga P3 manteve-se constante ao longo do ciclo, contudo em machos
tém-se um pico de atividade da GPx no més de julho e declinio nos meses seguintes
(Fig. 7). Houve diferenca estatistica entre os sexos ao longo dos meses na poca P3 para
GPx (F; = 6,475; p<0,01). Além disso, a GST apresentou 0 mesmo padrdo de atividade
que a SOD para ambos 0s sexos, com um pico de atividade nos dois primeiros meses e
um declinio nos meses finais (Fig. 7). Ndo houve diferenca estatistica na poca P3 para
GST (F3=2,081; p=0,13).

Comparando as unidades amostrais observa-se que as pogas P2 e P3 apresentam
semelhancas na atividade das enzimas tanto em machos como em fémeas (Fig. 6 e 7). Ja
a poca P1 mostra um comportamento distinto em alguns destes biomarcadores,
principalmente, da SOD e GST que apresentam um pico de atividade no ultimo més
(setembro), em ambos os sexos (Fig. 5). Nas pogas P2 e P3 estas enzimas (SOD e GST)
apresentaram um pico de atividade nos meses iniciais em machos e fémeas (Fig. 6 e 7).

Observamos que os gréaficos referentes a todas as unidades amostrais (P1, P2 e P3)
agrupadas interferiu na real interpretacdo dos resultados de cada poca temporéria, tanto
para fémeas como para machos (Fig. 8). Além disso, os testes ndo mostraram diferenca
estatistica entre os sexos ao longo dos meses para cada biomarcador, com todas as pocas
agrupadas (Fig.8); contudo, isso foi observado quando analisamos as unidades

amostrais separadamente (Fig. 5, 6 e 7).

3.4 Balanco oxidativo e variaveis ambientais

As diferentes variaveis ambientais registradas durante o estudo variaram durante
0s meses e unidades amostrais (Tabela 1). Destes dados referentes aos parametros
abiodticos da agua, principalmente, a temperatura e 0 oxigénio alteraram-se bastante,
destacando que quando a temperatura da agua estava alta os niveis de oxigénio eram
menores (Tabela 1). Os valores registrados da temperatura foram aumentando conforme
passavam 0s meses, ficando entre 8 e 23°C, e 0 oxigénio entre 2 e 14 mg/L (Tabela 1).
Entretanto, observamos que estes parametros estavam relacionados conforme o tamanho
(&rea e profundidade) de cada area Umida temporaria (Tabela 2). As medidas referentes
a cada unidade amostral mostraram que as areas aumentavam até o més de setembro e

em outubro comecavam a diminuir, tanto a area superficial como a profundidade. A
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maior unidade amostral registrada foi a P3 em relacdo a area superficial e a maior
profundidade a unidade P2 (Tabela 2).

O dado relacionado as PT mostrou que foi somente influenciada pela temperatura,
que explicou aproximadamente 11,5% da variacdo (R* = 0.1159142, F = 15.864, p =
0,001) (Tabela 3). J& os resultados para TBARS mostraram que este foi influenciado
pelas variaveis fisico-quimicas (15%), habitat (12%) e bidticas (4%). Dentre as fisico-
quimicas a temperatura explicou 3% (R? = 0.03413963, F = 7.096042, p = 0.009), pH
14% (R? = 0.14353308, F = 20.278078, p = 0.001), NTU 2% (R? = 0.02605025, F =
4504172, p = 0.044) e condutividade 4% (R? = 0.04845357, F = 8.138135, p = 0.008)
da variacdo nos niveis de TBARS. Na categoria habitat foram as varidveis, area que
explicou 9% (R® = 0.09950035, F = 15.773540, p = 0.001) e profundidade 6% (R? =
0.06272652, F = 12.386964, p = 0.002). E, nas bidticas apenas a abundancia de A.
minuano que explicou 3% (R? = 0.03232224, F = 5.816746, p = 0.020) da variacio
(Tabela 3) foi significativa.

Os resultados da SOD mostraram que a enzima foi explicada por variaveis
bioticas (7%) e fisico-quimicas (6%). Dentre as varidveis bidticas, a abundancia de A.
minuano explicou 3% (R* = 0.03523132, F = 4.944652, p = 0.022) e a abundancia de C.
fulgens 4% (R? = 0.04557978, F = 6.700949, p = 0.007) da variagdo na SOD. Na
categoria fisico-quimica somente a temperatura explicou 10% (R? = 0.10975228, F =
14.917225, p = 0.001) (Tabela 3).

Ja para a CAT, os resultados mostraram que foi influenciada pelas variaveis
bidticas (32%) e habitat (2%). Dentre as variaveis bioticas a abundancia de A. minuano
explicou 36% (R? = 0.36385923, F = 69.209472, p = 0.001), riqueza de n&o anuais 4%
(R? = 0.04579076, F = 9.307852, p = 0.002), abundancia de C. fulgens 5% (R?
0.05987385, F = 13.431308, p = 0.001) e abundancia de predador 5% (R?
0.05359829, F = 13.262510, p = 0.001). Dentre as variaveis de habitat somente a area
que explicou 2% (R?* = 0.02093794, F = 5372941, p = 0.018) (Tabela 3) foi

significativa.

A variacdo da GST foi explicada pelas varidveis fisico-quimicas (16%), bidticas
(9%) e habitat (5%). Entre as fisico-quimicas foi apenas a temperatura que explicou
26% (R? = 0.26917321, F = 44.565907, p = 0.001). Na categoria bidtica somente a
abundancia de A. minuano que explicou 4% (R? = 0.04294921, F = 7.492474, p =
0.008). J& em habitat foram a &rea 3% (R® = 0.03203049, F = 5.811764, p = 0.017) e a
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profundidade 2% (R® = 0.02529656, F = 4.733948, p = 0.029) as varidveis que
influenciaram a GST (Tabela 3).
As varidveis ambientais ndo apresentaram influéncia sobre as proteinas

carboniladas (PC) e para a glutationa peroxidase (GPx).

4. Discussao

Este estudo constituiu a primeira contribuicdo sobre a variagdo temporal do
estresse oxidativo em peixes anuais neotropicais, obtida em ambiente natural e
abrangendo o ciclo de vida pds-eclosdo de uma espécie.

Sabe-se que o periodo reprodutivo de Cynopoecilus fulgens representa um longo
periodo temporal (de 3 até 4 meses) em relacdo ao ciclo de vida total pos-eclosao (de 5
até 8 meses), consistindo este em maturidade sexual, desova e comportamentos
reprodutivos (interacdes de coorte e agonisticas) (BEROIS et al., 2012; GONCALVES;
SOUZA; VOLCAN, 2011; LANES; KEPPELER; MALTCHIK, 2014). Sendo assim
exige, possivelmente, uma alta demanda energética para que estes animais obtenham
sucesso reprodutivo; como também, requer uma alta capacidade do sistema antioxidante
a fim de combater as EROs formadas em excesso nesta situacao, auxiliando no controle
da homeostase do organismo. Como ja evidenciado para outros animais por diferentes
autores (BRAGHIROLLI; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016; OLIVEIRA et al., 2007;
PINHEIRO; OLIVEIRA, 2016). Nossos resultados mostram gue machos e fémeas desta
espécie se utilizam de estratégias diferentes de seu balanco redox durante o ciclo de
vida, sendo este balanco influenciado, tanto pelo periodo reprodutivo, como também,
por variaveis ambientais (bidticas e abioticas). Além disso, observou-se que as
populacbes da especie C.fulgens presentes em cada unidade amostral (P1, P2 e P3)
apresentaram respostas fisiologicas distintas frente a adaptacdo ao seu ciclo de vida,
portanto foram analisadas separadamente (por unidade amostral) o que evidéncia a
influéncia do componente ambiental como modulador do ciclo de vida destes animais
(Fig.5,6¢e7).

Tendo em vista a caracteristica dos ambientes que estes animais habitam, nao foi
possivel obter um registro do més de outubro da P1 devido a secagem mais precoce
desta area umida temporaria em relacdo as demais (P2 e P3) determinando assim, a
auséncia de peixes pds-eclosdo na mesma. Também, cabe ressaltar a diminui¢do do

namero de individuos encontrados nas pocas (P1, P2 e P3) ao longo dos meses,

XL



687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720

principalmente, de machos em relagdo as fémeas. Segundo LANES et al. (2014, 2016),
0s machos apresentam uma taxa de mortalidade mais elevada do que as fémeas em
ambiente natural. Como o ciclo de vida pos-eclosdo estd terminando em outubro,
acreditamos que os animais tenham seu pico de maturacdo sexual em junho, com as
interacdes reprodutivas ocorrendo entre julho e agosto, seguindo-se um aumento da
postura em setembro que diminui em outubro, onde verificamos a morte dos animais.
Tal perfil do ciclo de vida pds-eclosdo € reforcado pelos dados encontrados por
(LANES et al. 2014, 2016).

Os niveis de proteinas totais foram registrados em valores méaximos no periodo
p6s-maturacdo sexual (julho) na poca P1, seguidos de uma reducdo em setembro. Este
padrdo de resposta observado tanto para fémeas como para machos pode refletir uma
condicdo ambiental adversa sobre esta populacdo. Normalmente, fémeas de peixes
alocam uma quantidade significativa de nutrientes para o desenvolvimento de ovos do
tipo megalécitos, caracterizados por uma grande quantidade de vitelo. A vitelogénese
consiste no sequestro de um precursor plasmatico, a vitelogenina, derivada do figado,
que se acumula no citoplasma do ovécito sob a forma de granulos de vitelo.
Possivelmente a sintese de vitelo aliada a adversidades ambientais parece ser
determinante para impedir o aumento de massa corporal verificado nas fémeas em julho
e setembro, na poca P1. Ja os machos apresentam um incremento da massa corporal
somente ao final do ciclo de vida (setembro). Cabe lembrar que na P1 ndo encontramos
animais adultos vivos no més de outubro, pois a poca havia secado.

Na poga P2 observamos um pico de proteinas totais em julho, periodo de inicio da
reproducdo, seguido de uma reducdo em setembro e posterior aumento ao final do ciclo
de vida (outubro) (Fig. 4B). A manutencéo de niveis elevados de PT nas pogas P2 e P3
(Fig. 4B e C) podem estar associadas a manutengdo da massa corporal nos meses
seguintes a maturacdo, ou seja, 0 aumento das PT pode estar auxiliando e permitindo
que estes animais invistam no crescimento somatico. Tal hipdtese é reforgada pelo
resultado apresentado pelas fémeas que ndo investiram em crescimento somatico nos
meses iniciais (junho e julho) em ambas as pogas; sugerindo que estariam utilizando
suas reservas para eventos reprodutivos, principalmente, aqueles ligados a maturagéo
sexual e a producdo dos ovos (Fig.4E, F, He l).

Segundo VRTILEK & REICHARD (2015), pela pressio ambiental, determinada
pela iminéncia da seca, as fémeas de peixes anuais devem investir na reproducao

mesmo que sejam baixas as condi¢Ges de alimento no ambiente. Além disso, estudo
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realizado com a espécie Nothobranchius furzeri mostrou que as fémeas tém a
capacidade de modular a alocacdo de energia para o crescimento e reproducdo em
resposta as condicdes de alimento (VRTILEK & REICHARD, 2015).

Por outro lado, os machos mantém um crescimento somatico lento e gradual,
principalmente naqueles coletados na poga P3, sendo este intensificado ao final do ciclo
de vida (P2 e P3). Deste modo, com o aumento da PT, sugere-se que 0s machos
invistam mais em crescimento somatico do que as fémeas, sendo este padréo indicado
pelo tamanho superior dos machos ao longo do ciclo, tanto em termos de massa
corporal como de comprimento padrdo. Segundo VRTILEK & REICHARD (2015) a
alocacdo de energia para o crescimento do animal pode ser interpretada como um
investimento futuro em reproducdo. Dessa forma, pode-se relacionar este investimento
no crescimento com a procura por parceira reprodutiva, visto que as fémeas sao
consideradas bastante seletivas, preferindo machos com maior tamanho corporal
(PASSOS et al., 2013, 2014). Esta preferéncia pode ser explicada por diversas causas,
sendo uma delas o tamanho do corpo que esta relacionado com status de dominancia do
macho e selecdo sexual; com isso, as fémeas poderiam apresentar potenciais beneficios
de locais de desova e viabilidade dos ovos (PASSOS et al., 2013).

Nas fémeas da P1, observamos ao longo do ciclo de vida pés-eclosdo uma
manutencdo dos niveis de lipoperoxidacdo aliados a uma diminuicdo das proteinas
carboniladas a partir de julho (inicio das interacdes reprodutivas) até o final do ciclo de
vida (setembro). O incremento da atividade da SOD e da GST ao final do ciclo aliado a
manutencdo da atividade da CAT e da GPx parecem ser determinantes para a
diminuicdo do dano oxidativo descrito anteriormente. Estes resultados sugerem que as
fémeas conseguem manter um sistema antioxidante eficiente ao longo de seu ciclo de
vida pos-eclosdo, apesar do investimento de parte de seus recursos energéticos para a
reproducdo. Ja os machos apresentaram um incremento dos niveis de lipoperoxidacao
no final do ciclo de vida, apesar do aumento da atividade das enzimas antioxidantes
(SOD, GPx e GST). Estes resultados corroboram com os resultados observados por
LANES et al. (2014, 2016) que mostram que os machos apresentam uma mortalidade
mais elevada do que as fémeas nesta fase do desenvolvimento.

Niveis mais elevados de lipoperoxidacdo foram observados na fase de
predomindncia da maturacdo sexual (junho) tanto para as fémeas da P2 como para 0s
machos da P2 e da P3 (Fig. 6 e 7), apresentando uma diminuicédo até o final do ciclo de

vida dos organismos. Ja as fémeas da poca P3 apresentam uma variacdo em forma de U
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na lipoperoxidagdo, onde observamos niveis mais elevados em junho (maturacéo) e
outubro (senescéncia). Para todas as pogas estudadas (P1, P2 e P3) percebe-se que as
fémeas apresentaram niveis mais altos de lipoperoxidacéo do que os machos, indicando
um pico de TBARS no periodo de predominancia da maturacao sexual e surgimento dos
comportamentos reprodutivos que coincide com o periodo de maior demanda
energética, onde as fémeas necessitam sintetizar e/ou alocar vitelogenina, vitaminas,
moléculas antioxidantes, entre outras moléculas para o ovo.

As proteinas carboniladas podem ser formadas através da acdo de pro-oxidantes,
entre eles as EROs, que oxidam proteinas alterando suas estruturas e fungdes, podendo
resultar em uma situacao de estresse oxidativo. Em nosso estudo, os niveis elevados de
proteinas carboniladas coincidem com os baixos niveis de TBARS em todas as pocas
(Fig. 5, 6 e 7), sugerindo que existe uma relacdo inversa entre a peroxidacéo lipidica e a
oxidacdo de proteinas (proteinas carboniladas). Segundo ALMROTH et al. (2005) o
aumento da peroxidacdo lipidica poderia estar atuando para prevenir a formacdo de
proteinas carboniladas.

Segundo HSU et al. (2008), a biologia do envelhecimento é caracterizada pela
deterioracdo funcional dos organismos vivos ao longo do tempo. Esta deterioracdo €
induzida entre outros fatores, pelo aumento da geracdo de EROs associada com o
avanco da idade, que podem danificar partes componentes da célula e macromoléculas,
afetar a atividade de enzimas antioxidantes, provocando assim, acumulo de dano
oxidativo (DONG et al., 2017; HSU et al., 2008). Em nosso estudo foi observado que o
animal mostra um aumento dos niveis de oxidacdo de proteinas, verificado pelo
incremento das proteinas carboniladas tanto em fémeas como em machos na poca P2, e
de peroxidacéo lipidica nas fémeas da poga P3 no final do ciclo de vida. Tal padrdo de
resposta coincidindo com o declinio da atividade das enzimas antioxidantes ao longo do
ciclo, onde observamos uma reducdo da atividade da SOD e GST em ambos 0s sexos e
pocas, aliado a uma diminuicdo da CAT nos machos da P2 e da GPx nos machos da P3
(Fig. 6 e 7). Estes resultados evidenciam uma estreita relagdo entre a lipoperoxidagéo, a
oxidacdo de proteinas e a atividade de enzimas antioxidantes, podendo caracterizar um
possivel processo de deterioracdo funcional destes organismos na fase de senescéncia
determinando possivelmente a morte desses animais. Novamente, os resultados
reforcam a hipdtese apresentada por LANES et al. (2014, 2016) que as fémeas tornam-

se prevalentes no ambiente na fase final do ciclo de vida pds-ecloséo.
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Neste contexto, relacionado ao processo de envelhecimento, um padrdo
semelhante, mas obtido sob condic¢Bes controladas de laboratério, foi registrado em
peixes anuais africanos, Nothobranchius rachovii e Nothobranchius guentheri, que
apresentaram um aumento de peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas, aliado a uma
diminuicdo das enzimas antioxidantes com o avanco da idade. Além disto, estes estudos
sugerem que estas espéecies podem ser consideradas como modelos em potencial para
estudos de envelhecimento (HSU et al., 2008; LIU et al., 2012).

Segundo GARCIA et al. (2008), os peixes anuais necessitam de altas taxas
metabdlicas para manter a sobrevivéncia da populacdo as condicGes extremas de
ambientes efémeros. Inclui-se neste contexto, o esforco gasto por esses peixes no
periodo reprodutivo ao longo de uma Unica estacdo (PASSOS et al., 2014), o qual exige
um grande investimento energético em ambos 0s sexos para alocar reservas endogenas
que serdo utilizadas na sustentacdo da reproducdo (maturacdo sexual, desova e
comportamentos reprodutivos). Sendo assim, com a mobilizagdo das reservas
energéticas enddgenas e o aumento da sintese de ATP para sustentar os eventos
reprodutivos, podemos ter o incremento da producdo de EROs o que exige do
organismo um aumento tanto da atividade como possivelmente da expressao génica das
enzimas antioxidantes a fim de auxiliarem na manutencdo do balanco redox. Como
sugerido por PINHEIRO; OLIVEIRA (2016) para o lagostim de agua doce Parastacus
brasiliensis promatensis, coletados em ambiente natural.

Os animais da poca Pl apresentaram um perfil de resposta das enzimas
antioxidantes que difere dos peixes coletados nas pogas P2 e P3; onde verificamos, ao
final do ciclo de vida desta populacdo (setembro), um incremento da atividade da SOD
e da GST tanto para fémeas como para 0s machos, e da CAT somente em machos. Além
disto, a faixa de variacdo dos niveis de lipoperoxidacdo, proteinas carboniladas e de
todas as enzimas antioxidantes estudadas (SOD, CAT, GPx e GST) foi mais ampla
atingindo valores mais elevados que aqueles verificados nos animais das pocas P2 e P3.
Tais peculiaridades reforcam a hipotese de algum estresse agregado a pocga P1, o que
talvez possa estar associado a secagem precoce do ambiente.

Ja para os animais da P2 e P3, a atividade da SOD mostra-se mais elevada na fase
de maturagéo sexual (junho), diminuindo a partir de julho até o final do ciclo de vida,
nas pogas P2 e P3 (Fig. 6 e 7). Este perfil de atividade da SOD foi observado tanto em
machos como em fémeas, o que pode indicar um preparo ou antecipacdo do sistema

antioxidante face ao aumento de EROs produzidas possivelmente nos eventos
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reprodutivos subsequentes, no qual o animal estd metabolicamente mais ativo e
desviando a carga significativa da energia para atingir a maturidade sexual e realizar
comportamentos reprodutivos, mantendo ou evitando que altos niveis de TBARS e PC
sejam gerados. Corroborando com a Teoria de Preparo para o Estresse Oxidativo
proposta por HERMES-LIMA et al. (2015) para animais que enfrentam situacGes
extremas.

A atividade da CAT em fémeas se manteve constante em todas as pocas. J& nos
machos a atividade desta enzima apresentou uma diminuicdo ao longo do ciclo de vida
nos peixes da poga P2, entretanto, nas outras pocas também se manteve constante. A
CAT é uma enzima antioxidante altamente eficiente e abundante em quase todos os
tecidos vivos que utilizam o oxigénio, ela pode decompor milhdes de moléculas de
peréxido de hidrogénio em um segundo completando assim o processo iniciado pela
SOD (IGHODARO; AKINLOYE, 2017). A manutencdo da atividade da catalase, ao
longo do ciclo de vida pos-eclosdo, nestes animais, parece representar uma alta
eficiéncia do sistema antioxidante.

A enzima GPx apresenta uma atividade complementar a CAT, visto que ambas
atuam de forma conjunta para catalisar a reducdo do H,O, derivado principalmente do
metabolismo oxidativo; se distribuindo em ambientes celulares diferentes, uma nas
mitocondrias (GPx) e a outra nos peroxissomas (CAT). Além disto, a GPx é
considerada, por alguns autores, mais eficaz do que a CAT por catalisar, além da
reducdo do H,O, a de outros perdxidos como os lipidicos (TRENZADO et al., 2006).
Em nosso estudo, sugere-se que a GPx esteja atuando juntamente com a CAT, na
manutencdo do TBARS e PC em ambos o0s sexos (Fig. 5, 6 e 7).

As GSTs estdo presentes em quase todos 0s organismos e sdo um importante
mecanismo de  biotransformagdo intracelular de endo e  xenobidticos
(PAPADOPOULOS et al., 2004); além disto, dentre suas funcGes ndo associadas
diretamente com a biotransformacéo estdo o reparo de macromoléculas oxidadas por
espécies reativas de oxigénio, a regeneracdo de proteinas S-tioladas e a biossintese de
metabolitos fisiologicamente importantes (ARMSTRONG, 1997; SHEEHAN et al.,
2001).

Nosso estudo mostrou altos niveis de atividade da GST no inicio do ciclo de vida
pos-eclosdo (periodo de maturagdo sexual) em peixes de ambos 0s sexos coletados nas
pocas P2 e P3 (Fig. 6 e 7). Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a GST

pode ter uma funcdo importante durante o periodo de maturagcdo sexual e pre-postura,
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atuando ndo sé no processo de biotransformacédo, possivelmente de hormdnios sexuais
secretados intensamente nesta fase de vida, como também atuando como um agente
antioxidante. FREITAS et al. (2008) e PINHEIRO; OLIVEIRA (2016) também
sugerem um papel semelhante ao aqui proposto para a GST nesta fase do ciclo de vida
dos animais; contudo, os autores trabalharam com carrapatos e lagostins,
respectivamente.

Ja na poca P1 estes niveis aumentaram no més de setembro tanto em machos
como em fémeas. Esta atividade da GST em machos e fémeas pode indicar uma
tentativa de reparo de dano a macromoléculas geradas pelo incremento da formacéo de
EROs ao logo do ciclo de vida, auxiliando a manter os niveis de LPO, em fémeas, e de
proteinas carboniladas, em ambos os sexos (Fig 5). Apesar deste aumento da GST
observamos em machos um incremento da lipoperoxidacao; além disto, os machos
apresentaram maiores valores de atividade da GST do que as fémeas, o0 que pode ser
justificado pelo comportamento territorial e agressivo durante a reproducéo, além de um
aumento nos niveis de testosterona circulantes, visto que as fémeas dessa espécie
incitam a competicdo entre 0s machos para aumentar a chance de reproduzir com o
dominante (PASSOS et al., 2013). Além de dano oxidativo gerado pelas caracteristicas
do ciclo de vida destes animais (maturagdo precoce, atividade reprodutiva longa e
intensa, producdo de um namero elevado de ovos de resisténcia) ndo podemos descartar
a presenca de dano oxidativo mais intenso gerado pela interacdo dos animais com o seu
habitat visto que os peixes desta poca (P1) morrem antes dos animais presentes nas
pocas P2 e P3. Lembrando que todos os marcadores de dano oxidativo (TBARS e PC),
além das enzimas antioxidantes estudadas (SOD, CAT, GST e GPx) mantém uma faixa
de atividade mais ampla e elevada que aquelas verificadas nas outras pogas. Juntamente
com estes processos, ocorre o envelhecimento concomitante das fémeas e dos machos
que culminard com sua morte apos a postura dos ovos, no periodo de seca ambiental.

Em nosso estudo, podemos verificar variacdes amplas de temperatura, oxigénio
dissolvido e pH na &gua das pogas, além de um periodo de duragdo efémero das
mesmas. Em peixes anuais os estagios de desenvolvimento sdo influenciados pelas
condigdes abidticas do meio, pois estes animais vivem em ambientes extremamente
variaveis, com flutuacdes de temperatura e disponibilidade de oxigénio (FONSECA et
al., 2013). Além disso, dependendo do estagio de vida, estes organismos apresentam
preferéncias térmicas como é visto para peixes da espécie Austrolebias nigrofasciatus

que apresentam maior taxa de crescimento inicial em temperaturas mais altas (22°C) e

XLV



890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923

para manter esse crescimento somatico torna-se necessario a utilizagdo de temperaturas
mais baixas (VOLCAN et al., 2012). Igualmente, estudo realizado com a espécie de
peixe anual africano Nothobranchius furzeri mostrou que a redugdo da temperatura
retarda o inicio de déficit locomotor e de aprendizagem relacionados a idade, ou seja,
aumenta o tempo de vida (VALENZANO et al., 2006).

Os resultados relacionados as varidveis ambientais e as de balan¢o oxidativo
mostraram que os fatores fisico-quimicos e bioticos estudados apresentaram influéncia
sobre os biomarcadores. Dos fatores fisico-quimicos destacou-se a temperatura, e dentre
0s bidticos a abundancia de predador, a abundancia de C. fulgens (processos denso-
dependentes) e a abundéncia de A. minuano, uma espécie simpatrica de peixe anual.
Cabe ressaltar que para obtencdo destes resultados foram utilizados os valores médios
obtidos para cada um dos marcadores de estresse oxidativo nas trés pocas agrupadas
(Fig. 8). A temperatura apresentou influéncia sobre os niveis de PT, TBARS e GST.
Segundo LUSHCHAK (2011) o aumento da temperatura estimula processos
metabolicos como a intensificacdo da producdo de EROs por meio do aumento do
consumo de oxigénio, o que pode explicar o aumento dos niveis de TBARS. O
incremento da temperatura determina um aumento da atividade exploratoria dos
animais, sendo isto associado ao ganho de massa corporal, verificado do meio para o
final do ciclo de vida, o que coincide com o maior espectro alimentar dos animais
(LANES et al. 2014, 2016) e o incremento da atividade da GST. Lembrando que esta
enzima tem sua atividade influenciada tanto por metabolitos enddégenos como exdgenos,
como também atuando como antioxidante em moléculas geradas a partir do alimento
digerido. FREITAS et al. (2008) sugerem um dano oxidativo enddgeno gerado pelos
produtos do metabolismo do alimento ingerido por carrapatos estando isto associado a
um aumento da atividade da GST. Observamos também que a profundidade das pocas é
um fator importante de influéncia tanto nos niveis de TBARS como nos de atividade da
GST, isto parece explicar o perfil de resposta observado principalmente nos animais
coletados na poca P1, aquela que se apresentou seca em outubro e onde foram coletados
0s animais de menor ciclo de vida (duracdo).

Segundo VAZ-FERREIRA et al. (1973) conexdes de areas Umidas temporarias
com corpos d’adgua permanentes podem contribuir para a colonizacdo de espécies de
peixes ndo anuais a essas areas temporarias. Além disso, as interacbes competitivas e de
predacdo por peixes ndo anuais, macroinvertebrados e aves podem desempenhar um

papel relevante na diminuicdo da abundancia e na eliminacdo de peixes anuais adultos
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em lagoas sazonais (LANES; KEPPELER; MALTCHIK, 2014). Em nosso estudo a
abundancia de predador e a abundancia de A. minuano apresentaram influéncia sobre a
atividade da CAT, e a abundancia de C.fulgens sobre a enzima SOD, o que pode
explicar parcialmente a atividade da CAT e da SOD. Segundo LANES (2011) a
diminuicdo progressiva da abundancia de espécies de peixes anuais ao longo do ciclo de
vida pode ser devido aos mecanismos de competi¢do e predacdo. No inicio do periodo
chuvoso tem-se uma maior abundancia desses organismos anuais e a diminui¢do ao
longo do ciclo esta associada ao aumento da abundancia de peixes néo anuais (LANES,
2011).

5. Concluséao

Os resultados obtidos mostram que Cynopoecilus fulgens, uma espécie de peixe
anual que vive em ambientes efémeros apresentando condicBes abidticas e bidticas
extremamente varidveis, aliadas a um ciclo de vida poés-eclosdo caracterizado por
crescimento rapido, maturacdo sexual precoce e reproducdo intensa e acelerada que
exige uma alta demanda energética, parece utilizar estratégias capazes de suportar tais
desafios. Tal perfil de resposta encontrado sugere que o sistema antioxidante destes
animais apresenta alta eficiéncia, mantendo os niveis de lipoperoxidacdo e proteinas
carboniladas baixos, ou seja, indicando a capacidade dos animais de manterem a
homeostase.

Os animais das pocas P2 e P3 se comportam de maneira semelhante entre si; ja 0s
da poca P1 tem seu ciclo de vida p6s-eclosdo encurtado, possivelmente, por estressores
ambientais aliados as peculiaridades deste ciclo. Evidenciando que o padréo e o tempo
do ciclo de vida p6s-eclosdo podem ser moldados de forma significativa, por aspectos
ambientais, como a temperatura e a presenca de predadores. Tais resultados apontam
para a necessidade de desenvolvimento de estratégias de conservacdo ambiental que

mantenham as caracteristicas deste habitat a fim de conservarem estas espécies.
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Fig. 4: Niveis de Proteinas Totais (PT) (A, B e C), Comprimento Padréo (CP) (D, E e F), Massa Corporal
(G, H e l). As barras representam as médias * erro padrdo. Para referenciar, as barras listradas indicam as
fémeas e barras pretas os machos. As letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05), sendo
letras mailsculas utilizadas para as fémeas e minUsculas para 0os machos. O simbolo “*” no grafico
representa diferenca estatistica entre machos e fémeas em cada més.
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Fig. 5: Niveis de Lipoperoxidacdo (TBARS) e Proteinas Carboniladas (PC), e atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e de Biotransformacdo (GST) em fémeas e machos da espécie
Cynopoecilus fulgens na Poga 1 (P1). As barras representam as médias + erro padrdo. Para referenciar, as
barras listradas indicam as fémeas e barras pretas os machos. As letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05), sendo letras mailsculas utilizadas para as fémeas e minUsculas para os machos. O

simbolo “*” no grafico representa diferenga estatistica entre machos e fémeas em cada més.
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Fig. 6: Niveis de Lipoperoxidacdo (TBARS) e Proteinas Carboniladas (PC), e atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e de Biotransformacdo (GST) em fémeas e machos da espécie
Cynopoecilus fulgens na Poga 2 (P2). As barras representam as médias + erro padrdo. Para referenciar, as
barras listradas indicam as fémeas e barras pretas os machos. As letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05), sendo letras mailsculas utilizadas para as fémeas e mindsculas para os machos. O
simbolo “*” no grafico representa diferenca estatistica entre machos e fémeas em cada més.
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Fig. 7: Niveis de Lipoperoxidacdo (TBARS) e Proteinas Carboniladas (PC), e atividade das enzimas
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Fig. 8: Niveis de Lipoperoxidacdo (TBARS) e Proteinas Carboniladas (PC), e atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e de Biotransformagdo (GST) em fémeas e machos da espécie
Cynopoecilus fulgens com todas as unidades amostrais (P1, P2 e P3) agrupadas. As barras representam as
médias + erro padrdo. Para referenciar, as barras listradas indicam as fémeas e barras pretas 0os machos.
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entre machos e fémeas em cada més.
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Tabela 1: Parametros abidticos da agua em cada unidade amostral por més: Temperatura (°C), pH,
Condutividade (Ms/cm), O, (mg/L), ORP (Potencial de reducdo da oxidacdo - mV), Turbidez (NTU),

TDS (Solidos totais dissolvido - ppm) e OD (Oxigénio dissolvido em %).

I JUNHO JULHO SETEMBRO OUTUBRO
ADIIEES P1 P2 P3 | PL P2 P3 PL P2 P3 | PL P2 P3
Temperatura 128 87 142 | 156 142 82 | 173 19 146 | - 223 233

pH 6,5 56 55 | 51 52 59 | 51 52 59 - 64 43
Condutividade 0,6 004 011 | 005 004 012 | 004 004 012 | - 005 025
02 149 107 108 | 89 74 45 | 61 65 52 - 6,2 2.9
ORP 2407 2683 2493 | 275 2553 2257 | 2633 273 2793 | - 2503 1333
NTU 863 159 2103 | 177 51 1033 | 225 82 377 | - 415 774
DS 002 003 007 |003 003 008 | 003 003 008 | - 003 016
oD 1499 93 1077 | 909 738 386 | 644 712 516 | - 726 335

Tabela 2: Medida de cada area Umida temporaria (unidade amostral) por més: Area Superficial (m?) e
Profundidade Maxima (cm).

Medida: Area JUNHO JULHO SETEMBRO OUTUBRO
Umida
Temporaria P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 p2 P3 PL P2  P3
AreaSuperficial 8712 5446 23087 | 9326 7467 24724 | 13845 13785 33066 | - 2441 47
Profundidade 25 29 22 29 25 25 37 46 37 ; 27 20
Maéaxima

Tabela 3: Varidveis ambientais selecionadas que apresentaram influéncia sobre os biomarcadores. Anélises
realizadas no ambiente estatistico Rstudio.

Biomarcador R? ajustado RZ F F P P
) (variavel . (variavel . (variavel
Variaveis Ambientais (conjunto) ambiental) (conjunto) ambiental) (conjunto) ambiental)
PT 0,11 - 15,86 - 0,001 -
Temperatura - 0,11 - 15,86 - 0,001
TBARS 0,41 - 13,26 - 0,001 -
Temperatura - 0,03 - 7,09 - 0,009
Area - 0,09 - 15,77 - 0,001
Condutividade - 0,04 - 8,13 - 0,008
NTU - 0,02 - 4,50 - 0,044
Abundancia A. minuano - 0,03 - 5,81 - 0,020
Profundidade - 0,06 - 12,38 - 0,002
pH - 0,14 - 20,27 - 0,001
SOD 0,17 = 9,33 - 0,001 -
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Abundancia A. minuano - 0,03 - 4,94 - 0,022
Abundancia C. fulgens - 0,04 - 6,70 - 0,007

Temperatura - 0,10 - 14,91 - 0,001

Abundancia A. minuano - 0,36 - 69,20 - 0,001
Riqueza ndo anuais - 0,04 - 9,30 - 0,002
Abundancia C. fulgens - 0,05 - 13,43 - 0,001
Abundancia predador - 0,05 - 13,26 - 0,001
Area - 0,02 - 5,37 - 0,018

Temperatura - 0,26 - 44,56 - 0,001
Abundéncia A. minuano - 0,04 - 7,49 - 0,008
Area - 0,03 - 5,81 - 0,017
Profundidade - 0,02 - 473 - 0,029

LXIV



Considerac6es Finais da Dissertacdo

Os resultados do presente trabalho mostram que o periodo reprodutivo da espécie
é longo considerando a duracgéo do ciclo de vida pds-eclosdo; exigindo assim, uma alta
demanda energética para que estes organismos obtenham sucesso na reproducédo. Deste
modo, estes animais demonstram diversas alteracdes fisiologicas, como uma alta
capacidade do sistema antioxidante para proteger/combater a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), com o intuito de manter a homeostase permitindo o
sucesso em sustentar este longo periodo reprodutivo e concluir o seu ciclo de vida
anual. Além disso, nossos resultados apontam que machos e fémeas de C. fulgens
utilizam estratégias fisioldgicas distintas de seu balango redox durante o ciclo de vida
pos-embrionario. Entretanto, o balanco oxidativo de ambos os sexos demonstra ser
influenciado ndo s6 pelo processo reprodutivo como também por diferentes variaveis
ambientais, ressaltando que a temperatura, a abundéncia de predadores, abundancia de
A. minuano e a abundancia de C. fulgens foram fatores que apresentaram um papel
determinante no desenvolvimento durante o ciclo de vida destes animais.

Em relacdo as unidades amostrais, observamos que as populac6es de cada unidade
(P1, P2 e P3) apontaram respostas fisioldgicas distintas. Este resultado parece salientar
a influéncia de fatores ambientais no ciclo de vida desta espécie. Adicionalmente,
demonstramos que as populacbes das unidades P2 e P3 mostraram comportamentos
semelhantes em relacdo a duracdo do ciclo de vida e a maioria dos marcadores do
balango oxidativo quando comparadas a P1. Os animais da P1 apresentaram um ciclo de
vida encurtado, sendo isto possivelmente explicado por algum estresse ambiental que
determinou um aumento da lipoperoxidacdo apesar do incremento das enzimas
antioxidantes, valores exacerbados nos machos.

Sabe-se que a area de distribuicdo de peixes anuais, em nosso estado, coincide
com areas utilizadas para a agricultura (arroz e soja) cultivos que tradicionalmente se
valem do uso de agrotdxicos; além disto, soma-se a expansdo da urbanizacdo o que
possivelmente tornem-se uma ameacga a populacdes de peixes anuais. Com isso, a
caracterizagcdo destas varidveis se faz importante para uma melhor compreenséo ao
longo do ciclo de vida destes animais, permitindo que tanto esta espécie como estes
marcadores possam ser utilizados em estudos que envolvam ensaios toxicoldgicos com

o intuito de verificar o efeito de herbicidas em fases especificas ou para o
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desenvolvimento de estudos longitudinais considerando todo o ciclo de vida pos-
eclosdo.

Cabe ressaltar que os parametros aqui analisados mostram-se adequados para
serem utilizados em estudos de biomonitoramento permitindo avaliar as condicGes deste
animal em resposta a mudancas do habitat. E, também, apontam a relevancia e
necessidade do desenvolvimento de estratégias para a conservacdo ambiental e das
espécies que ali habitam.

Em relacdo a biologia do envelhecimento, 0 nosso estudo mostrou que em duas
unidades amostrais houve aumento da oxidacdo de proteinas (P2) ou da lipoperoxidacgéo
(P3) no final do ciclo de vida coincidindo com o declinio do sistema antioxidante,
podendo estar caracterizando um processo de deterioracdo funcional na fase de
senescéncia destes organismos. Deste modo, nossos resultados demonstram que a
utilizacdo dos peixes anuais neotropicais é altamente promissora, permitindo um estudo
aprofundado na éarea de envelhecimento, como também o delineamento de ensaios
toxicologicos em diferentes fases do desenvolvimento biol6gico tendo uma espécie de
vertebrado como modelo, e investigando marcadores de estresse oxidativo.

Finalmente, esperamos que estes resultados possam contribuir para o
estabelecimento dos peixes anuais como espécies sentinelas para a conservacdo das
areas Umidas temporarias. Além disso, que estes animais subsidiem atraves das
ferramentas proporcionadas pela analise do balanco oxidativo, futuras abordagens de
biomonitoramento direcionadas para espécies ameacadas em vulneraveis e

negligenciados ecossistemas.
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« All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Internet)

» A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing
interests to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

Language
Write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these).

Article structure
Manuscript Page Limit

There is no restriction on the number of pages but brevity of papers is greatly
encouraged. The length of a paper should be commensurate with the scientific
information being reported. In particular, the introductory material should be limited to
a few paragraphs and results presented in figures should not be repeated in tables.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
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'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on
its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and indicated by
a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation
marks and also cite the source. Any modifications to existing methods should also be
described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2),
etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information
* Title.

Be concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Acronyms and brand names of products should not appear in the title of a paper. Instead
they may be listed in the key words, and spelled out the first time they appear in the
body of the paper.

« Author names and affiliations.
Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and
check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation addresses
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(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lowercase superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author.

Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and
publication, also post-publication. The inclusion of multiple corresponding authors is
strongly discouraged.Ensure that the e-mail address is given and that contact details are
kept up to date by the corresponding author.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

A graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents
of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership online. Authors must provide images that clearly represent the work
described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the
online submission system. Image size: please provide an image with a minimum of 531
x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name
and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet
point).

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, ‘'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.
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Formatting of funding sources
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Artwork
Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol,
Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

» Use a logical naming convention for your artwork files.
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tables within a single file at the revision stage.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Number tables consecutively with Arabic numerals in accordance with their
appearance in the text. Type each table double-spaced on a separate page with a short
descriptive title typed directly above and place footnotes to tables below the table body
and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in
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