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RESUMO
ESTRESSE OXIDATIVO EM AEGLA LONGIROSTRI (DECAPODA, ANOMURA):
EFEITO DA TEMPERATURA E QUALIDADE DA AGUA
AUTORA: Cristina Cerezer
ORIENTADOR: Sandro Santos
CO-ORIENTADORA: Vania Lucia Loro

A poluicdo consequente de atividades antrépicas tem causado alteragdo dos ecossistemas
terrestres e aquaticos. Porém, devido a posicdo que ocupam ha paisagem, ambientes
limnicos estdo propensos a receber grandes cargas de poluentes, como por exemplo
pesticidas. Isto, aliado a menor capacidade de diluicdo, potencializa os efeitos nocivos de
substancias téxicas aos organismos que ali habitam. Além disso, a temperatura em
ascendéncia, reflexo da alteracao climética global, também exerce influéncia direta e indireta
em estudos ecoldgicos, uma vez que afeta especialmente organismos ectotérmicos que vivem
em corpos d’agua continentais. A diminuicdo de oxigénio na agua, geralmente associada a
temperatura mais alta, por exemplo, € responsavel pela baixa qualidade de alguns habitats
aquaticos, ameacando organismos mais sensiveis. A poluicao e variagcdes na temperatura
tém restringido o habitat de muitas espécies de crustaceos do género Aegla as nascentes,
visto que possuem preferéncia por agua limpida e bem oxigenada. Estas variaveis influenciam
0 metabolismo e o comportamento de Aegla, podendo alterar o estado oxidativo e
consequentemente a sobrevivéncia desta espécie caso seu ambiente seja alterado. Desta
forma, avaliaram-se os efeitos da variacdo de temperatura, da qualidade da agua e da
concentracéo de oxigénio sob parametros comportamentais e de estresse oxidativo (através
de biomarcadores) em branquias, hepatopancreas e musculo de Aegla longirostri. Os animais
foram expostos, em condi¢cbes laboratoriais, a temperaturas de 18°C, 21°C, 24°C e 26°C
durante 48 horas; foram analisadas as respostas comportamentais, letalidade e o sistema de
defesa antioxidante no crustaceo de agua doce A. longirostri. Além disso, verificamos as
alteracdes no sistema antioxidante induzidas por hipdxia moderada (2,5 ppm OD) e grave (1,5
ppm OD) e em &aguas de diferentes qualidades (antropizadas e naturais) e também as
respostas comportamentais e a letalidade. O aumento da temperatura afetou
significativamente ndo s a resposta comportamental, mas também os niveis de quase todos
os antioxidantes testados em A. longirostri em diferentes tecidos. N6s demonstramos que a
variacdo na temperatura, mesmo em um experimento a curto prazo, € capaz de induzir uma
alteracdo no comportamento de atividade e no tempo de reagdo dos crustaceos. A atividade
antioxidante em animais expostos a hipéxia moderada e grave aumentou em relagéo aqueles
com oxigenagdo constante. Esses resultados demonstram que esses animais realmente
exigem aguas bem oxigenadas para sobreviver e que uma menor oxigenagao afetaria o seu
sistema antioxidante e consequentemente a sua sobrevivéncia, podendo assim impactar as
populacdes de A. longirostri. Aguas antropizadas tém o potencial de alterar o comportamento
desses eglideos, diminuindo sua atividade durante a noite, podendo comprometer o seu
comportamento de forrageio, por exemplo. Além disso, fica evidente, através do aumento da
atividade e do nivel da maioria dos biomarcadores avaliados, que esses animais sao sensiveis
a presenca de pesticidas mesmo que estes estejam presentes em quantidades muito
peguenas.

Palavras chave: hipOxia, antioxidantes, aquecimento global, comportamento, crustaceos.



Abstract
OXIDATIVE STRESS ON AEGLA LONGIROSTRI (DECAPODA, ANOMURA):
EFFECTS OF TEMPERATURE AND WATER’S QUALITY
AUTHOR: Cristina Cerezer
ADVISOR: Sandro Santos
CO-ADVISOR: Vania Lucia Loro

The pollution from anthropic activities has produced a pronounced alteration in both terrestrial
and aquatic ecosystems. However, because of the position that they occupy in the landscape,
limnic environments are susceptible to receive large amounts of pollutants, such as pesticides.
This factors combined with the low capability of dilution enhance the harmful effects of toxic
substances to the organisms within this habitat. Moreover, the increasing temperature,
consequence of global climatic changes, also has a direct and indirect influence on ecological
studies, once it affects especially ectothermic organisms which live within continental water
bodies. The decrease of water’s oxygen, generally associated with a higher temperature, for
example, is responsible for the lower quality of some aquatics habitats, threatening more
sensitive organisms. The pollution and variations of temperature have restricted the habitat of
many species of crustaceans of the genus Aegla to water springs since they prefer clean and
well-oxygenated waters. These variables have influenced the metabolism and behavior of
Aegla and might modify its oxidative state and consequently the survival of this species in case
of environment alteration. In this way, the aim of this study was to assess the effects of
temperature variation, water quality and the oxygen concentration under behavioral and
oxidative stress parameters (using biomarkers) on gills, hepatopancreas and muscles of Aegla
longirostri. Thus, animals were exposed to 18°C, 21°C, 24°C and 26°C for 48 hours under
laboratory conditions; analysis of behavior's feedback, lethality and antioxidant defense
system were made. Beyond, we verified the alterations in the antioxidant system induced by
moderated (2.5 ppm OD) and severe (1.5 ppm OD) hypoxia and different qualities of water
(Anthropized and natural) and also the behavioral responses and lethality. The increase of
temperature has affected significantly not just the behavioral response, but also the levels of
almost all the antioxidants tested in different tissues. We have demonstrated that the variation
of temperature, even in a short-term experiment, can induce an alteration of behavior both on
activity and reaction’s time of the crustaceans. The antioxidant activity in animals exposed to
moderate and severe hypoxia have increased in relation to those who had constant
oxygenation. These results demonstrate that the animals need well-oxygenated waters to
survive, and a lower oxygenation affected their antioxidant system and consequently the
survival, which could have an impact on populations of A. longirostri. Worst quality waters have
the potential of changing the behavior, by decreasing activity at night, which could compromise
foraging behavior, for example. It is evident, by the increase in activity and level of most
biomarkers evaluated, that these animals are sensitive to the presence of pesticides even in
very small quantities.

Key Words: hypoxia, antioxidants, global warming, behavior, Crustaceans.



APRESENTACAO
Esta dissertacdo estd organizada da seguinte forma: primeiramente séo apresentados
a introducao geral e os objetivos. A seguir sdo apresentados dois manuscritos. O item
conclusao, encontrado no final desta dissertacéo, apresenta interpretacdes gerais sobre
os dois manuscritos. As referéncias bibliograficas foram apresentadas no final da
introducdo geral, manuscrito 1 e manuscrito 2 referindo-se a cada topico mencionado.
Os manuscritos que compdem a dissertacao sao:
Manuscrito 1 - Efeito da temperatura da agua no comportamento e parametros
oxidantes de Aegla longirostri (Crustacea, Anomura, Aeglidae).
Manuscrito 2 - Baixa qualidade da &gua causa alteracdes bioquimicas e

comportamentais em Aegla longirostri (Crustacea, Decapoda, Anomura).
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1. INTRODUCAO

1.1 ORGANISMO TESTE

Os crustaceos decédpodos da familia Aeglidae (Figura 1) sdo “caranguejos”
pertencentes a infraordem Anomura, com 83 espécies conhecidas, de habitos
bentdnicos e de distribuicdo restrita a regides temperadas e subtropicais da América
do Sul (BOND-BUCKUP, BUCKUP, 1999; BOND-BUCKUP et al., 2003; SANTOS et
al., 2014; MORAES et al., 2016). Nos riachos do sul do Brasil, os eglideos séo
importantes fragmentadores que participam do processo de decomposicdo dos
detritos foliares (COGO, SANTOS, 2013), sendo espécies-chave na ciclagem dos
nutrientes. Os eglideos séo o Unico grupo de anomuros com ciclo de vida completo
em cursos d’agua continentais, sendo encontrados em rios, riachos, lagos e cavernas
de 4guas correntes de temperaturas baixas e bem oxigenadas, sob detritos vegetais
ou enterrados no substrato arenoso (BOND-BUCKUP, 2003). Entre os eglideos, Aegla
longirostri apresenta distribuicdo restrita ao nordeste, centro e leste do Rio Grande do
Sul (BOND-BUCKUP, BUCKUP, 1999). Esta espécie vem sendo utilizada com
frequéncia como modelo de estudos comportamentais e ecoldgicos (TREVIZAN et al.,
2009; COGO et al, 2014; AYRES-PEREZ et al., 2015; CEREZER et al., 2016),

principalmente pela sua relativa abundancia em alguns riachos subtropicais.

Figura 1. Desenho representativo de Eglideos.

Fonte: producéo propria do autor.
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1.2 QUALIDADE DA AGUA

A poluicdo dos ambientes aquaticos causada pela atividade humana gera
acumulo de substancias toxicas que, por sua vez, causam um grande impacto sobre
a vida nesses locais (SWACKHAMER et al.,, 2004). Efluentes de esgotos,
escoamentos de areas agricolas e de pecuéria sao tipicamente contaminados por uma
variedade de quimicos nocivos que podem causar modificacdes no estado oxidativo,
seja pelo aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio ou pela reducdo na
atividade de enzimas antioxidantes (STEINBERG et al., 2008).

Oriundos do tipico processo de producdo agricola baseado na aplicacédo
desmedida, agroquimicos acabam atingindo o solo e as aguas, principalmente devido
aos ventos, a agua das chuvas, que promovem escoamento superficial, a lavagem
das folhas tratadas, a lixiviagdo e a eroséo (Figura 2) (TOMITA, BEYRUTH, 2002;
SILVA, FAY, 2004). Deste modo, os organismos aqudticos sdo constantemente
expostos a contaminantes quimicos que podem induzir diferentes mecanismos de
toxicidade (CORREIA et al., 2003). No entanto, para espécies dulcicolas, a matéria
organica natural composta principalmente por plantas terrestres em processo de
decomposicao, e a variacdo anormal dos parametros fisico-quimicos também tem o
potencial de causar estresse oxidativo (STEINBERG et al., 2006; TIMOFEYEV et al.,
2006a, b). Além do estresse oxidativo, estas substancias podem se acumular nos
tecidos dos organismos vivos. O nivel desta bioacumulacdo depende da capacidade
fisiolégica do organismo em eliminar o produto quimico, influenciando seus
mecanismos de defesa (LIVINGSTONE, PIPE, 1992).



17

Figura 2 — Vias de degradacdo e dissipacdo de agroquimicos para ambientes aquaticos. Fonte:
MARINS, 2016; adaptado de SOLOMON et al., 2014, p.373.
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Um dos agroquimicos encontrados com frequéncia nas aguas da regido central
do estado do Rio Grande do Sul é a Atrazina (ATZ) (LORO et al., 2015) (Figura 3a).
Este & um herbicida utilizado principalmente nos cultivos de cana-de-agucar, milho e
sorgo. No Brasil, foi registrada a ocorréncia de ATZ em concentracdes variando de
0,09 ug/L até 5,4 ug/L em aguas superficiais (LORO et al., 2015; VIEIRA et al., 2016).

A presenca da ATZ em ambientes aquaticos pode causar a diminuicdo na
guantidade de organismos fotossintetizantes, o que afetaria a disponibilidade de
alimentos para os herbivoros. Além de afetar a teia trofica, a morte de um grande
namero de organismos acaba prejudicando a qualidade da agua devido a
decomposicao (GRAYMORE et al., 2001). Além disso, ATZ, além de ter potencial
carcinogénico (SHIRMARDI et al.,, 2016), possui a capacidade de estimular a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), podendo gerar um desequilibrio
na produgdo e ou eliminagdo de EROS, bem como outros radicais livres (estresse
oxidativo) (LORO et al., 2015).

Outro agroquimico muito comum no estado é o Imidacloprido (IMI) (Figura 3b),
inseticida utilizado para o controle de pragas. O IMI tem potencial para atingir as aguas
superficiais em concentragdes até 36 ug/L, podendo se acumular e causar toxicidade
aos organismos (JEMEC et al., 2007; PISA et al., 2015).
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Figura 3: estrutura quimica da Atraziha (A) e do Imidacloprido (B). Fonte:
URL: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

A B
. 0-
. e )
"’ H o
‘ 'ﬂ N “\\0
y N\‘ e N N > .-’r
¥ ey .,-"H..““"n A
| ] TN,
N ‘“‘M, "/ N J ‘:| IIl :;f
\|" P .;‘.-‘::.\ y i
N

1.3 ALTERACOES TERMICAS NO AMBIENTE

Com a alteracdo climatica global, a temperatura vem sendo uma variavel
importante nos estudos de estresse oxidativo (VINAGRE et al., 2014). A temperatura
da agua é um fator ambiental que afeta o crescimento e a sobrevivéncia dos animais
aquaticos (WANG et al., 2006) e também afeta o comportamento tanto de animais
terrestres quanto aquaticos (BRIFFA et al., 2013). Organismos que vivem em locais
sujeitos a variacdo de temperatura podem sofrer alteracdes em seus processos
bioguimicos, moleculares e fisioldgicos relacionados a manutencdo da homeostase
(MADEIRA et al., 2013).

Além disso, sabe-se que um aumento de temperatura aumenta o potencial
téxico de poluentes quimicos (IPCC, 2007). Assim, o0 estresse térmico associado com
a exposicao a xenobibticos pode aumentar as chances do organismo a produzir EROS
e entrar em estado de estresse oxidativo (HALLIWELL, 1994; AHMED, 2005). Estudos
mostram que o aumento da temperatura resulta em metabolismo acelerado, aumento
do consumo de oxigénio e, consequentemente, na producdo de EROS (LUSHCHAK,
BAGNYUKOVA, 20063; AN, CHOI, 2010).

As mudancas de temperatura podem afetar ndo apenas as taxas fisioldgicas e

reagOes bioquimicas, mas também a estabilidade biol6gica de membrana e funcdes
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sistémicas, como a ventilagcdo ou a absorgéo dos alimentos (HOCHACHKA, SOMERO
2002; SOKOLOVA, 2008).

A temperatura também modifica a distribuicdo de espécies ectotérmicas e pode
conduzir a extingcdo da populacéo, o que contribui para o aumento da vulnerabilidade
ecossistémica (CAIRNS, 1975; WILLMER, 2000; WALTHER, et al., 2002).

Além disso, a temperatura é considerada um dos principais fatores capazes de
influenciar os mecanismos de defesa em crustaceos (LE MOULLAC, HAFFNER,
2000). O metabolismo aerObio destes animais, como o0 da maioria dos outros
organismos aquaticos, é dependente da temperatura (MCGAW, 2003). Em peixes,
mudanc¢as na temperatura podem afetar sua capacidade de obter oxigénio do
ambiente e podem promover mudancas no nivel fisiolégico que alteram a taxa de
consumo de oxigénio e sua entrega aos tecidos (POWELL, WATTS, 2006).

Por isso, a avaliacdo do nivel de estresse térmico, bem como a capacidade de
adaptacdo dos organismos a alteracfes térmicas, precisam ser melhor entendidas
(BONE et al., 2014).

1.4 HIPOXIA

A baixa concentracdo de oxigénio na agua (hipoxia) é outro fator responséavel
pela baixa qualidade de alguns habitats aquaticos (BROUWER et al., 2007). A entrada
de contaminantes e nutrientes na agua, provenientes da acao antropica, pode levar a
reducdo nos niveis de oxigénio dissolvido e a morte de animais nesses ambientes,
sendo conhecidos varios casos em areas costeiras no mundo (Figura 4) (UN-WATER,
2009; DIAZ, RABALAIS, 2010; MATEO-SAGASTA et al., 2010). Além disso, a
temperatura também pode influenciar a hipéxia (PORTNER, 2009). Estes mesmos
fatores podem afetar a disponibilidade de oxigénio em ambientes aquaticos de agua
doce.
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Figura 4: Distribuicao global de casos documentados de hipdxia em areas costeiras relacionadas as
atividades humanas, representadas aqui em vermelho. Fonte: RABALAIS et al., 2010.
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Os invertebrados aquéticos podem ser submetidos a hipdxia ambiental
periodica ou até mesmo a andxia (auséncia de oxigénio), e podem desenvolver
mecanismos anaerdbicos eficientes para poderem sobreviver a esses periodos com
uma menor quantidade de oxigénio dissolvido no ambiente (HOCHACHKA, 1980;
LUTZ, STOREY, 1997; CHILDRESS, SEIDEL, 1998; HOCHACHKA, LUTZ, 2001).
Dentre os invertebrados, sabe-se que 0os moluscos sdo animais que toleram mais a
hipbxia e que crustaceos sao mais sensiveis (VAQUER-SUNYER, DUARTE, 2008).

A hipoxia pode ser prejudicial para organismos dependentes de oxigénio,
alterando seu comportamento, fisiologia e inclusive alteracdes celulares, resultando
em impactos negativos, como crescimento reduzido, perda reprodutiva, mortalidade,
reducado da biodiversidade e perda de producdo secundaria (RABALAIS et al., 2010;
WANNAMAKER, RICE, 2000; WU, 2002). A falta de oxigénio também pode causar
mudancas no estado oxidativo dos organismos (WU, 2002).

Portanto, a hipOxia representa uma grave ameacga para as comunidades
bentbnicas, composta por organismos sensiveis a baixas concentracdes de oxigénio
(GRAY et al., 2002). O oxigénio dissolvido e a temperatura séo as duas variaveis
ambientais fundamentais para inferéncias iniciais sobre a qualidade do ambiente
aguatico e esses dois fatores influenciam diretamente a sobrevivéncia dos animais
nesse ecossistema (ADDY, GREEN, 1997).
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15 ANTIOXIDANTES E ESTRESSE OXIDATIVO

A exposicdo de organismos a estressores pode resultar em uma série de
alteracdes bioquimicas e fisioldégicas. O estresse oxidativo ocorre quando a
concentracdo de EROs aumenta cronicamente, perturbando o metabolismo celular e
sua regulagéo, causando danos aos constituintes celulares como proteinas, lipidios e
acidos nucléicos (LUSHCHAK, 2011). As EROs mais comuns sao: radical anion
superoxido (O2), radicais hidroxila (OH) e peréxido de hidrogénio (H202) (BLOKHINA
et al., 2003). Os efeitos negativos devido a acumulacédo de EROs incluem o aumento
de reacdes de oxidacdo de radicais livres com dano oxidativo de polimeros
importantes e aumento de peroxidacao lipidica, o que pode levar a disfuncdo de
células, tecidos e 6rgéos, e, finalmente, mortalidade dos organismos (FERRARI, 2000;
YAU-HUEI, HSIN-CHEN, 2002).

As espécies reativas incluem radicais do oxigénio (ERO) e do nitrogénio (ERN),
e certas espécies nao radicalares, que podem ser convertidas facilmente a radical
(EHRENBRINK et al., 2006). As espécies reativas possuem a capacidade de causar
danos em macromoléculas, como lipideos, proteinas e bases nitrogenadas. Quando
0S organismos sdo expostos, por exemplo a xenobiotico, a producdo de espécies
reativas pode ultrapassar a capacidade de defesa do organismo, caracterizando-se
uma situacao de estresse oxidativo (PISOSCHI, POP, 2015).

As células contém enzimas antioxidantes que minimizam os efeitos deletérios
provocados por EROs (WINSTON, DI GIULIO, 1991; LEMAIRE, LIVINGSTONE,
1993; LIVINGSTONE, 2001). A superoxido-dismutase (SOD) e a catalase (CAT)
fornecem uma primeira linha de defesa contra EROs (NWANI et al., 2010). A enzima
SOD catalisa a dismutacao de superoxido formando oxigénio e perdxido de hidrogénio
(FRIDOVICH, 1989). A CAT faz a decomposic¢ao de peroxido de hidrogénio (H202) em
agua e oxigénio (H20 + O2).

Os biomarcadores vém sendo muito utilizados para a deteccdo de
contaminagao ambiental, sendo considerados indicadores precoces (WALKER et al.,
1996). A exposicao de organismos aquaticos a contaminantes ambientais vai implicar
em efeitos que, a longo prazo, serdo notados na populacdo, comunidade e
ecossistema. Os biomarcadores sdo importantes na deteccéo prévia de mudancas

bioquimicas, moleculares, celulares, morfolégicas e fisioldgicas a nivel de organismo



22

que poderdo afetar niveis mais altos, como populacées (LOPEZ-DOVAL, BARATA,
DIEZ, 2015).

Podemos dividir os biomarcadores ecotoxicolégicos entre marcadores de
defesa e de dano. Os marcadores de defesa incluem a atividade de enzimas de
detoxificagcdo (Citocromo P450- CYP e metalotioneina- MT), biotransformacéo
(Glutationa S-transferase - GST), e defesa antioxidante (Superéxido dismutase- SOD,
Catalase- CAT, e Glutationa peroxidase - GPx). J& os biomarcadores de dano séo a
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), formacéo de micronucleo e adutos no
DNA, marcadores de estresse oxidativo, e histocitopatologias (AMIARD-TRIQUET,
BERTHET, 2015). Como marcadores de estresse oxidativo sdo utilizadas as analises
dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), indicativo de
peroxidacao lipidica, bem como a dosagem do contetdo de proteina carbonilada
(MENEZES et al., 2016).

Estudos com decapodos de 4gua doce relacionados a enzimas antioxidantes
tornam-se de grande relevancia para o entendimento dos processos adaptativos
desse grupo. Também contribuem para uma compreensao integrada da biologia e
ecologia ligada ao grupo de organismos em questao.

A poluigéo, a eutrofizagdo, o uso indevido das margens e/ ou da bacia de
drenagem sao alguns dos problemas que interferem direta ou indiretamente nas
comunidades limnicas que desenvolvem mecanismos adaptativos para sobreviverem.
A avaliacdo da atividade antioxidante em eglideos pode contribuir para o
conhecimento dos mecanismos adaptativos que as espécies desenvolvem para
sobreviver em ambientes alterados. A andlise dos processos oxidativos contribui para
a compreensdo da ecologia e evolucdo dos animais em questdo. A analise
comportamental contribui para entendermos melhor como estes animais se
comportam mediante situacao de estresse.

Tendo em vista que a integridade biolégica de um ecossistema pode ser
avaliada com base na integridade da sua fauna (ROBINSON, 1986) e que a saude de
todos os organismos vivos em um ecossistema aquatico é afetada pela deterioracéo
da qualidade da agua (DOHERTY et al., 2010), estudos que verifiquem os provaveis
efeitos decorrentes das alteracdes da qualidade ambiental sdo de grande importancia

para a preservacao da fauna limnica.



23

Estudos comportamentais vém sendo utilizados, ultimamente, como uma
ferramenta complementar para testes de ecotoxidade e monitoramento da qualidade
da agua, pois permitem a ligacdo entre os efeitos toxicos obtidos em niveis
bioquimicos/celulares aos impactos observados em populacbes e comunidades
(FELTEN et al., 2001; MALTBY et al., 2002; WALLACE et al., 2004; MILLS et al.,
2006;).

Assim, a identificacdo, monitoramento e reducéo dos efeitos da poluicdo sobre
a saude dos animais aquaticos, através de programas de gestdo e educacao
ambiental, sdo vitais. Os crustaceos sdo sensiveis as mudancas em seu habitat,
incluindo aumento nos niveis de poluicdo da &agua. Examinando os niveis de
antioxidantes nesses animais podemos, portanto, revelar alteracbes no ambiente

aguatico e investir na preservacao desses e de outros animais da fauna aquética.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar como variacdes de temperatura, hipoxia e qualidade da 4gua podem
afetar os parametros de estresse oxidativo e a atividade no crustaceo limnico Aegla

longirostri.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar os niveis de antioxidantes para A. longirostri em condi¢des naturais;

- Determinar o perfil oxidativo através da atividade dos antioxidantes nas branquias,
hepatopéncreas e musculos dos crustaceos;

- Avaliar a resposta antioxidante em animais submetidos a ambientes com hipoxia
moderada e grave;

- Avaliar a influéncia do aumento da temperatura na atividade das enzimas
examinadas e demais antioxidantes;

- Avaliar se ha mudancgas comportamentais e na sobrevivéncia desses eglideos em
diferentes temperaturas e a aguas com substancias de origem antropogénica;

- Avaliar o potencial adaptativo do sistema de defesa antioxidante em crustaceos
submetidos a estresse oxidativo causado por condicbes ambientais diferentes dos

de sua origem.
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MANUSCRITO 1:

Efeito da temperatura da agua no comportamento e parametros oxidantes de
Aegla longirostri (Crustacea, Anomura, Aeglidae).

Cristina Cerezer, Bruna Ceretta Ferreira, Jossiele Wesz Leitemperger, Aline Monigue
Blank do Amaral, Vania Lucia Loro, Marlise Ladvocat Bartholomei-Santos e Sandro

Santos

Resumo

Considerando uma possivel elevacdo na temperatura média mundial com consequéncias
negativas acentuadas para organismos limnicos, foram analisadas as respostas
comportamentais, a letalidade e o sistema de defesa antioxidante no crustaceo de agua doce
Aegla longirostri. Os animais foram expostos, em condi¢des laboratoriais, a temperaturas de
18°C, 21°C, 24°C e 26°C durante 48 horas. O aumento da temperatura afetou
significativamente ndo s6 a resposta comportamental, mas também os niveis de todos os
antioxidantes testados em A. longirostri em diferentes tecidos, com a excecéo do nivel de tidis
nao proteicos em hepatopancreas. Houve aumento dos niveis de atividade da catalase (CAT)
no hepatopancreas e de acetilcolinesterase (AChE) no musculo, danos oxidativos em lipidios
(TBARS) no musculo e nas branquias, aumento nos niveis da proteina carbonil (PC) em
hepatopancreas e de tidis ndo proteicos em branquias. Entretanto, a atividade de glutationa-
S-tranferase (GST) diminuiu com o aumento da temperatura. Nés demonstramos que a
variacdo na temperatura, mesmo em um experimento a curto prazo, é capaz de induzir uma
variagdo no comportamento de atividade e no tempo de reacao, retorno a posi¢ao inicial, dos
crustaceos. Esses resultados permitem uma predicao das consequéncias que o0 aumento da
temperatura global exercerd em organismos ectotérmicos como A. longirostri, causando
alteracbes em seu sistema de defesa antioxidante e podendo afetar a sobrevivéncia dos
organismos.

Palavras Chave: Enzimas antioxidantes, dano oxidativo, nivel de atividade, equilibrio
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1- INTRODUCAO

De acordo com o IPCC (2014) - Intergovernamental Panel on Climate Change
- € previsto que a temperatura global do ar aumente em até 4,8°C até 2100. Para cada
grau aumentado na temperatura do ar pode-se esperar um aumento de 0,3-0,9°C na
agua dos riachos, evidenciando uma relacdo direta entre a temperatura do ar, e da
adgua (LANGAN et al., 2001; MORRILL et al., 2005; KOYCHEVA, KARNEY, 2009). Os
riachos de pequena ordem, com vegetacdo riparia, apresentam microclima
diferenciado, como temperatura baixa e pouca luminosidade, por isso sao
particularmente mais sensiveis as mudancas de temperatura (STEFAN, SINOKROT,
1993). O aumento na temperatura nestas areas, por sua vez, teria consequéncias
mais diretas e acentuadas para animais ectotérmicos, que regulam sua temperatura
corporal através da temperatura ambiente (SOKOLOVA, 2008).

As alteracdes na temperatura podem afetar as taxas fisioldgicas, as reacdes
bioquimicas e a absorcdo de alimentos, o que pode interferir na distribuicdo de
espécies aquaticas. Dependendo do impacto das alteracdes, este fenbmeno pode
inclusive, conduzir a extingdo de populacdes, o0 que contribuiria para o aumento da
vulnerabilidade do ecossistema (CAIRNS et al.,, 1975; WILLMER et al., 2000;
WALTHER et al., 2002; HOCHACHKA et al., 2002; SOKOLOVA, 2008). Além de afetar
0 crescimento e a sobrevivéncia dos animais aquaticos (WANG et al., 2006), a
temperatura da agua também pode causar mudancas no potencial toxico de poluentes
presentes nestes ambientes (IPCC, 2007). Um aumento da temperatura resulta em
maior metabolismo e maior captacdo de poluentes, além de um aumento no consumo
de oxigénio e, consequentemente, uma maior producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) (LUSHCHAK, BAGNYUKOVA, 2006; AN, CHOI, 2010). ROS sao
normalmente eliminadas do organismo através de antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos (BARBOSA et al., 2010). Porém, situacfes que causem o0 aumento na
producdo de EROS, ou desativacdo das defesas antioxidantes, podem alterar o
estado oxidativo do organismo, i.e., provocar estresse oxidativo (BARBOSA et al.,
2010).

A temperatura é uma variavel abidtica chave no potencial de influenciar o
comportamento dos animais, tanto em habitats terrestres como aquaticos (BRIFFA et
al., 2013). Estudos comportamentais sao utilizados como ferramenta adicional para

testes de ecotoxicidade e monitoramento da qualidade da agua. Geralmente eles
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permitem a associacdo entre os efeitos toxicos obtidos em niveis bioquimicos e
celulares aos impactos observados na dindmica de populacdes e comunidades
(FELTEN et al., 2001; MALTBY et al., 2002; WALLACE et al., 2004; MILLS et al.,
2006).

Estudos demonstram que a maioria dos caranguejos de 4gua doce tem um
risco elevado de extingdo, tornando as investigacbes com esses animais de
fundamental importancia (CUMBERLIDGE, 2009). Eglideos, por exemplo, o Unico
grupo de anomuros com ciclo de vida completo em cursos d’agua continentais, possui
quase 70% das espécies sob algum grau de ameaca (SANTOS et al. in press). Nos
riachos da América do Sul meridional, os eglideos sdo importantes fragmentadores e
participam ativamente do processo de decomposicdo dos detritos foliares (COGO,
SANTOS, 2013). Aegla longirostri, uma espécies com ampla distribuicao, € capaz de
fragmentar até 5% da matéria organica aléctone que entra nos riachos de pequena
ordem (COGO, SANTOS, 2013).

Deste modo, usando-se a espécie Aegla longirostri como modelo, pretende-se
avaliar as possiveis consequéncias do aumento na temperatura da agua de riachos
para o sistema de defesa antioxidante e biomarcadores de dano nos animais.
Diferentes tecidos biolégicos, bem como alteragcbes comportamentais e a taxa de
letalidade serdo analisadas. Esperamos que haja o aumento nos niveis das atividades
das enzimas assim como um aumento nos biomarcadores de dano, aléem disso
acreditamos que o aumento da temperatura nos riachos seja capaz de induzir uma

variagdo no comportamento de atividade e no tempo de reacdo dos crustaceos.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- LOCAL E COLETA DOS EXEMPLARES

Foram coletados em ambientes I6ticos na cidade de Silveira Martins, regido
central do estado do Rio Grande do Sul, Brasil (29W 35' 38", 53S 33' 17"). O local
esta sob influéncia da Floresta Estacional Semidecidual, com vegetacao riparia
diversa e com aparente auséncia de impactos antropicos. Para as coletas dos
individuos foram utilizados armadilhas do tipo covo com iscas de figado e coleta

manual. Utilizamos 30 armadilhas, separadas por 10 m uma da outra, colocadas a
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tardinha e retiradas na manhd dia seguinte. Os individuos capturados foram
previamente medidos para padronizacdo utilizando um paquimetro digital (preciséo:
0,01mm). Apenas os adultos machos em periodo de intermuda foram utilizados nos
experimentos (animais com mais de 13,7 mm de comprimento do cefalotérax segundo
COLPO et al. 2005), pois h& diferenca nos compostos do hepatopancreas entre
machos e fémeas, além de que na fase de muda os eglideos passam por um periodo
em jejum (OLIVEIRA et al., 2003; FERREIRA et al., 2005). Os machos adultos foram

transportados ao laboratério para aclimatacao.

2.2- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Durante a aclimatagdo (no minimo 7 dias), os animais foram acomodados
individualmente em aquarios (2L) com temperatura de 18°C (média da agua no
ambiente natural destes animais na época da coleta), aeracdo constante, fotoperiodo
controlado (12h luz; 12h escuro), rocha para abrigo e com alimentacdo ad libitum

(detritos foliares coletados no riacho).

2.2.1 Alteracdes na temperatura da agua

Sessenta individuos foram submetidos a quatro temperaturas diferentes
(n=15) durante 48 horas: 18°C (simulando condi¢cdes do ambiente natural); 21°C
(temperatura intermedidria, 3°C acima da média); 24°C (para simular um aumento real
da temperatura da agua); e 26°C (temperatura maxima de sobrevivéncia, observado
em experimento piloto). As temperaturas para os tratamentos foram baseadas em
dados de trabalhos realizados na regido (média da temperatura anual e a maxima da
temperatura anual), além de informacdes do IPCC (2014), que prevé um aumento na
temperatura de em média 3°C podendo chegar a 4,8 °C nos proximos 100 anos. As
demais variaveis abidticas foram mantidas iguais a aclimatagdo, com oxigénio
dissolvido em torno de 8,9 ppm, os animais foram acomodados individualmente em

aquarios (2L) durante o experimento.
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2.2.2 Letalidade

Durante as 48 horas foram contabilizadas as mortes dos animais em cada um
dos tratamentos. Este parametro permite verificar a amplitude de tolerancia térmica
dos organismos expostos. Utilizamos a porcentagem de letalidade em cada

tratamento.

2.2.3 Comportamento

As observacdes comportamentais foram realizadas as 10h e as 22h do ultimo
dia de exposicédo. Os animais foram filmados, individualmente no préprio aquario, por
10 minutos (600 s) (Sony® Handycam, modelo HDR-CX560). Durante a noite foram
utilizadas lampadas incandescentes de cor vermelha, pois 0s crustaceos tém baixa
sensibilidade a este comprimento de onda (TURRA, DENADAI, 2003). A atividade dos
eglideos foi estimada por meio de atos especificos, aos quais atribuem-se escores,
conforme Ayres-Perez et al. (2011), adaptado de Dalosto, Santos (2011) (Tabela 1).
Para determinar os escores, divide-se 0s 600 s em intervalos de 10 s (totalizando 60
intervalos) e durante cada intervalo € anotado o escore da atividade predominante (no
minimo 5s, exceto para a atividade tail flipping). O escore final € a soma dos escores
obtidos em cada intervalo (pode variar de 0: animal inativo a 180: atividade maxima).
No experimento de equilibrio foi medido o tempo gasto (em segundos) pelo animal

para retornar ao equilibrio ao ser virado com parte ventral para cima.

Tabela 1. Descricdo dos comportamentos analisados e seus respectivos escores.

Comportamento Descricao Escore
Inativo Auséncia de movimento aparente ou somente movimentos

de apéndices cefélicos (antenas, anténulas, e/ou

maxilipedes) 0
Atividade baixa Movimentos de quelipodos, peredpodos, pledpodos e/ou

curtos movimentos dos animais
Atividade moderada Movimento ativo do animal pelo aquério
Atividade intensa Tail flipping. 3

Adaptado de Dalosto e Santos 2011
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2.3 ANALISES BIOQUIMICAS

Apoés a exposicao aos tratamentos os animais foram crioeutanasiados e seus
tecidos congelados a -20°C para analises posteriores. Foram dissecados branquias,
hepatopancreas e musculo para as analises (n=10), cada individuo foi analisado
separadamente.

Os tecidos foram homogeneizados e diluidos em Tris-HCI 50 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 3.000rpm por 10 min. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante (amostra) foi separado em aliquotas em tubos do tipo eppendorf para
cada um dos procedimentos.

A dosagem de proteina foi determinada de acordo com Bradford (1976), a
albumina de soro bovino foi utilizada como padrao.

O nivel de peroxidacao lipidica foi determinado em branquias, hepatopancreas
e musculo pelo método de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), de
acordo com Buege, Aust (1978). Os niveis de TBARS foram expressos como nmol de
MDA/mg de proteina.

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi determinada em
branquias, hepatopancreas e musculo de acordo com o método descrito por Habig et
al. (1974) usando 1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A atividade da
GST foi expressa em umol GS-DNB/min/mg de proteina.

A determinacdo de tidis ndo proteicos (NPSH) foi realizada em branquias,
hepatopancreas e muasculo segundo Ellman (1959). Esse antioxidante foi expresso
em umol de SH/g de tecido.

O conteudo de proteina carbonilada foi analisada em branquias,
hepatopancreas e masculo pelo método descrito por Yan et al. (1995). O conteddo de
proteina carbonilada foi expressa em nmol de proteina carbonilada/mg de proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi investigada em hepatopancreas de acordo
com o método Nelson, Kiesow (1972). A atividade da CAT foi expressa em
pmol/min/mg de proteina.

Determinou-se atividade de acetilcolinesterase (AChE) em musculo de acordo
com método descrito por Ellman, Courtney, Andres (1961). A atividade de AChE foi

expressa como pmol/min/mg de proteina.
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Todas as andlises foram ajustadas para leitura em placa de 96 po¢os no
espectrofotometro de leitura em placas, exceto CAT que foi lida em cubetas de quartzo

no espectrofotdmetro padrao.

2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram previamente testados quanto a normalidade pelo teste de
Kolmogorov—Smirnov e a homogeneidade pelo teste de Levene. ANOVA de uma via
com teste Tukey foi usada para comparar os dados entre diferentes temperaturas.
Para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Os procedimentos

estatisticos foram realizados no GraphPad Prism 6.

3- RESULTADOS

3.1COMPORTAMENTO

Durante a noite (22h), os animais expostos a temperatura mais alta (26°C)
apresentaram menor nivel de atividade em comparacdo as temperaturas
intermediarias 21 e 24°C (p <0,05) (Figura 1A). Entretanto, durante o dia (10h) a
atividade foi maior nas temperaturas mais altas (24 e 26°C) em relacédo a temperatura
mais baixa (18°C) (Figura 1B). Observou-se que tanto as 22 horas como as 10 horas
em temperaturas mais baixas (18 e 21°C) os animais retornam mais rapidamente ao
seu equilibrio (p<0,05) (Figura 2A e 2B).

Figura 1: Escore de atividade as 22h (A) e as 10h (B) em diferentes temperaturas. Letras demonstram
valores significativamente diferentes nos testes. Os dados séo reportados como média + erro padrao
(N =10). Diferentes letras indicam diferencas entre os grupos (p <0,05).
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Figura 2: Tempo em segundos que o animal demora a retornar ao equilibrio em diferentes temperaturas
analisado as 22h (A) e as 10h (B). Os dados sédo reportados como média * erro padrdo (N = 10).
Diferentes letras indicam diferencas entre os grupos (p <0,05).
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3.2 LETALIDADE

A letalidade foi maior em temperaturas mais altas chegando a

aproximadamente 30% em 26°C, sendo que em 18°C ndo houveram mortes.

Tabela 2- Porcentagem de sobrevivéncia e letalidade em cada temperatura testada incluindo uma
temperatura considerada a maxima suportada.

Temperatura (°C)

%

18 21 24 26
Sobrevivéncia 100 93,4 80 73,3
Letalidade 0 6,6 20 26,7

3.3 ANALISES BIOQUIMICAS

No hepatopancreas houve aumento de TBARS apenas na temperatura 24°C
em comparacdo com as demais temperaturas (p <0,0001) (Figura 3A). Em musculo,
0s niveis do TBARS a 24 e 26°C aumentaram quando comparados a temperatura de
18°C, mas nao diferiram entre si e também os niveis de TBARS aumentou na
temperatura de 21 °C em comparacao a 18 °C (Figura 3B). A peroxidagéo lipidica em
branquias aumentou conforme o aumento da temperatura (p <0,0001) (Figura 3C).

No hepatopéancreas o aumento da temperatura provocou uma diminuicdo da
atividade de GST na temperaturas de 21, 24 e 26 °C quando comparado a 18°C (p

<0,0001) (Figura 3D). No musculo e nas branquias, a atividade de GST diminuiu
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significativamente a 24°C, sendo maior a atividade em 18°C (Figura 3E e 3F). A
atividade de GST em branquias diminuiu nas demais temperaturas quando
comparados a 18°C e houve uma diminuicdo de GST na temperatura 24°C em

comparacao com duas temperaturas mais baixas (p <0,0001) (Figura 3F).

Figura 3: Niveis de TBARS em hepatopancreas (A), musculo (B) e branquias (C) e Atividade da GST
em hepatopancreas (D), musculo (E) e branquias (F), nas quatro diferentes temperaturas. Os dados
sédo reportados como média + erro padréo (N = 10). Diferentes letras indicam diferencas entre os grupos
conforme teste de tukey (p <0,05).
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Em relacdo aos resultados dos tidis ndo proteicos, no hepatopancreas nao
foram encontrados diferencgas significativas nas diferentes temperaturas (Figura 4A).

Em musculo houve diminuicéo de tidis em 21 e 24°C em relacdo a 18 e 26°C (Figura
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4B). A exposicao a temperatura mais alta 26°C proporcionou um aumento de tiois em
branquias em contraste com as demais temperaturas (p <0,0001) (Figura 4C).

A proteina carbonil aumentou no hepatopancreas com o0 aumento da
temperatura (p <0,0001) (Figura 4D). Em musculo e branquias a proteina carbonil
aumentou nas temperaturas intermediarias 21 e 24°C em comparagéo as demais, mas

todas as temperaturas diferiram entre si (p <0,0001) (Figura 4E e 4F).

Figura 4: ConcentragGes de ti6is ndo proteicos (NPSH) em hepatopancreas (A), musculo (B) e
branquias (C) e niveis da proteina carbonil (PC) em hepatopancreas (D), musculo (E) e branquias (F)
nas quatro diferentes temperaturas. Os dados sao reportados como média + erro padrao (N = 10).

Diferentes letras indicam diferengas entre os grupos (p <0,05).
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Houve aumento na atividade da CAT no hepatopancreas apenas ha
temperatura 24°C em comparagao com as demais temperaturas (p <0,0001) (Figura
5A).

A atividade da AChE em musculo aumentou conforme o aumento da
temperatura, sendo que a temperatura mais alta 26°C e a mais baixa 18°C diferiram
das demais (p <0,0001) (Figura 5B).

Figura 5: A) Niveis de atividade da CAT no hepatopancreas. B) Niveis de atividade da AChE em
musculo nas quatro diferentes temperaturas. Os dados sdo reportados como média + erro padréo (N =

10). Diferentes letras indicam diferencas entre os grupos (p <0,05).
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4- DISCUSSAO

Os organismos possuem amplitudes de tolerancia a diversos fatores abiéticos,
incluindo a temperatura. Fora do intervalo de maxima e de minima tolerancia, a
sobrevivéncia dos seres vivos é afetada. A exposi¢cdo a diferentes temperaturas foi
capaz de induzir inUmeras respostas tanto comportamentais, como fisiologicas em
Aegla longirostri. Em temperaturas mais altas, os animais apresentaram menor
atividade em relagao a sua temperatura “ideal” (18°C) durante a noite. Porém, durante
o dia, houve aumento da atividade em temperaturas mais altas. Os eglideos sdo mais
ativos no periodo noturno (SOKOLOWICZ et al., 2007), de forma que este resultado
pode indicar uma inversdo de habitos em um ambiente com temperaturas mais
elevadas. A inversao do periodo de maior atividade pode ser prejudicial em varios
aspectos, podendo interferir ndo s6 nos habitos alimentares como também
reprodutivos. Além disso, o tempo de retorno a posi¢éo de locomogao apds os animais
serem colocados com o abdome para cima aumentou com a elevacéo da temperatura,

tanto no periodo diurno quanto no noturno. Com maior atividade durante o dia e
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resposta de retorno ao equilibrio mais lenta em temperaturas mais elevadas, eles
estardo mais sujeitos a predacédo, o que poderia afetar a dindmica populacional.

Alguns estudos revelam que crustaceos decapodes submetidos a estresse
térmico podem diminuir o gasto de energia reduzindo o seu metabolismo para manter
as funcdes de sobrevida basais (THEBAULT, RAFFIN, 1991; LAGERSPETZ, VAINIO,
2006). Os crustaceos procuram evitar temperaturas mais altas mudando a sua
atividade locomotora (LOZAN, 2000), normalmente aumentando a atividade em sua
temperatura ideal (LAGERSPETZ, VAINIO 2006), em concordancia com os resultados
deste experimento no periodo noturno. Como em temperaturas mais altas os animais
precisam de mais energia para manter a sua temperatura corporal, esta estratégia
pode ter sido utilizada para economizar energia.

O aumento da temperatura da agua também foi capaz de causar alteracfes
nos parametros bioquimicos em Aegla. Os resultados apontam para uma clara relagéao
entre temperatura e peroxidacéo lipidica (MADEIRA et al 2014; VINAGRE et al 2014
A e B). Os niveis de TBARS foram maiores em temperaturas mais altas tanto em
musculo quanto em branquias, sendo proporcional ao aumento da temperatura. Em
hepatopancreas também ha aumento no nivel do dano lipidico a 24°C, mas em 26°C
h& uma reducéo. Isto pode ser explicado pela redu¢cdo no comportamento dos animais
nesta temperatura. Esse aumento nos niveis de TBARS indica danos em lipidios,
principal constituinte das membranas celulares, o que poderia trazer lesdes
irreversiveis as células. A peroxidacao lipidica € um biomarcador de dano e ocorre
quando radicais livres reativos interagem com acidos graxos, especialmente 0s
insaturados, causando reacfes em cascata, o que € prejudicial a membranas
bioldgicas (GUTTERIDGE 2010; DELL’ANNA 2007). Outros trabalhos confirmam que
a temperatura influencia no aumento dos niveis de peroxidac¢éo lipidica (MADEIRA et
al. 2014). VINAGRE et al. (2014 A) também observaram em camardes costeiros picos
mais elevados desse biomarcador em temperaturas intermediarias, seguido por
baixos niveis a temperaturas mais elevadas de TBARS.

Aegla expostas a temperaturas mais altas mostraram uma diminuigdo
significativa na atividade de GST em 24°C e elevados niveis em sua temperatura 6tima
18°C. Glutationa S-transferase é uma enzima significativa no processo de
detoxificagdo (HAMILTON, 2003; COLES, 2001; HAYES 2005). Estas variacoes
podem ndo estar associadas a elevacao na temperatura, e sim, a fatores intrinsecos

como época reprodutiva. Avaliando respostas de Carcinus maenas a variagdes na
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temperatura (5, 22 e 27°C), RODRIGUES et al. (2015) encontraram que a temperatura
ndo afetou a atividade de GST; apenas outra enzima, superoxido dismutase, diminuiu
sua atividade a 5°C em relacdo a 22°C. Porém existem estudos que revelam
resultados semelhantes ao que encontramos, onde a atividade da GST diminui em
altas temperaturas em camardes costeiros (VINAGRE et al., 2014a).

Os tidis ndo proteicos tém capacidade antioxidante atuando contra a formacgéo
de radicais livres na manutencao do balanco redox celular e em defesa contra agentes
eletrofilicos (REISCHL et al., 2007). O aumento dos niveis de NPSH de Aegla exposta
a temperatura de 26°C em branquias pode ser uma resposta protetora. Mas por
abranger diversas moléculas envolvidas em vias diferentes do metabolismo, os niveis
de NPSH oscilam em funcéo disso.

O aumento da temperatura também favoreceu significativamente a formacao
de proteina carbonil. Os niveis de proteina carbonilada serve como biomarcador de
danos oxidativos de proteinas (DAYANAND et al., 2012). Assim, como observado na
peroxidacdo lipidica, a 26°C houve uma mudanga no comportamento e uma
diminuicdo da proteina carbonil em musculos e branquias. A oxidacdo de proteinas,
bem como de lipidios, parece ser um dos efeitos toxicos aparentes do aumento da
temperatura. O dano oxidativo das proteinas pode alterar mecanismos e poderia
interromper fungdes vitais em células (FRIDOVICH, 1983).

A CAT é uma das enzimas antioxidantes mais importantes envolvidas na
eliminacao de H202, catalisando a conversdo de H202 em oxigénio molecular e agua.
A 24°C a atividade da CAT no hepatopancreas estava aumentada, podendo ser
consequéncia da formacdo de ROS causada pelas temperaturas mais elevadas.
Porém a 26°C houve a inibicdo da atividade da enzima, o que pode significar que
nesta temperatura a atividade da CAT pode ter sido inibida pela flutuacéo dos radicais
superoéxido (FILHO, 1996). No caranguejo de lama Scylla serrata as atividades de CAT
em branquias foram maiores no verdo e menores no inverno (KONG et al., 2008).
Contrariamente aos nossos resultados, VINAGRE et al. (2012) encontraram maiores
atividades de CAT em peixes expostos a temperaturas fora do seu 6timo térmico. Em
um estudo realizado em camardes costeiros revelam resultados semelhantes ao que
encontramos, onde a atividade da CAT diminui em temperaturas mais altas (VINAGRE
et al., 2014a).

A atividade da AChE aumentou proporcionalmente ao crescimento da

temperatura, em tecido muscular. A AChE é a enzima que hidrolisa o
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neurotransmissor acetilcolina nas sinapses colinérgicas de vertebrados e
invertebrados. O aumento da AChE pode ter colaborado com a demora para o animal
retornar ao equilibrio em temperaturas mais altas e também com a reducdo da
atividade nessas temperaturas, ja que ela é a enzima que hidrolisa 0 neurotransmissor
acetilcolina que esta associado a contracdo muscular. Apesar de ser considerado um
biomarcador de neurotoxicidade, a temperatura influenciou a atividade da AChE em
peixes Lepomis macrochirus e Rutilus rutilus L. (HOGAN, 1970; CHUIKO et al., 1997).

Em funcéo da variacdo das respostas antioxidantes, pode-se afirmar que estas
sdo tecido e espécie-especificas. Diferentes padrbes de resposta sugerem que a
expressdo de biomarcadores € especifica de uma espécie. Associacdo entre
temperatura e resposta ao estresse térmico pode ser dependente da magnitude da
tensdo térmica (MADEIRA et al., 2013). Nossos resultados sugerem que em Aegla
longirostri, extremos de hipertermia podem reduzir as defesas antioxidantes.

Como ja demonstrado em alguns estudos, o aumento da temperatura afeta a
sobrevivéncia de ectotérmicos (ISSARTEL et al., 2005; MAAZOUZI et al., 2011). Em
Nnossos experimentos obtivemos resultados que comprovam que a porcentagem de
sobrevivéncia de A. longirostri € menor em temperaturas mais altas e que na
temperatura considerada 6tima para estes crustaceos a sobrevivéncia é de 100%. Em
Foucreau et al. (2013), a sobrevivéncia em Gammarus pulex (Crustacea) também
diminui com o aumento da temperatura. A temperatura da agua € um dos principais
fatores abidticos que podem influenciar a sobrevivéncia e crescimento de crustaceos
decapodos (HARTNOLL, 2001). Mesmo em um estudo de curto prazo, a temperatura
de 26°C causou alteracfes ndo sé na atividade mas também no equilibrio desses
crustaceos, e também afetou a sobrevivéncia destes animais.

A fisiologia dos animais compreende uma ligacdo entre as caracteristicas de
histéria de vida e as condicbes ambientais atuais, portanto a compreenséo de como
estes processos respondem as alteracdes ambientais pode fornecer evidéncias sobre
as implicagbes do aquecimento global previsto nas comunidades biologicas (SMALL
et al., 2015). Nosso estudo mostrou que a temperatura da agua pode influenciar o
comportamento e as respostas fisiolégicas de A. longirostri, indicando que um
aumento da temperatura global certamente trara consequéncias negativas para este
grupo. Sabendo que os eglideos sao importantes fragmentadores, que participam do
processo de decomposicao dos detritos foliares e da ciclagem de nutrientes (COGO,
SANTOS, 2013), além de predadores ativos (CEREZER et al., 2016), alteracbes no
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seu nicho podem levar a desequilibrios nos ciclos biogeoquimicos e nas cadeias
troficas aquéticas. Considerando-se também que a maioria das espécies de eglideos
(70%) estd ameacada de extincdo (SANTOS et al., 2017), a previsao de possiveis
consequéncias do aquecimento global é vital para a conservacdo do grupo. Novos
estudos, levando em consideracdo a qualidade do ambiente associada ao aumento
da temperatura, serdo bem vindos para termos uma melhor compreensao das
consequéncias dos impactos antropicos causados ao ecossistema aquatico de agua

doce.
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MANUSCRITO 2

Baixa qualidade da agua causa alteracdes bioquimicas e comportamentais em
Aegla longirostri (Crustacea, Decapoda, Anomura)

Cristina Cerezer, Bruna Ceretta Ferreira, Jossiele Wesz Leitemperger, Aline Monique
Blank do Amaral, Aline Teixeira Marins, Vania Lucia Loro, Marlise Ladvocat

Bartholomei-Santos e Sandro Santos

Resumo

Condicdes de hipoxia, geralmente, figuram entre os principais fatores responsaveis pela baixa
qualidade do habitat. O objetivo deste estudo foi verificar, em condi¢cbes laboratoriais, se a
hipdéxia e aguas de diferentes qualidades quimicas afetam o sistema antioxidante, o
comportamento e a sobrevivéncia do crustaceo Aegla longirostri, espécie com papel
destacado na reciclagem de nutrientes em riachos subtropicais. Verificamos alteragbes
induzidas por hipéxia moderada (2,5 ppm OD) e grave (1,5 ppm OD) e em aguas de diferentes
qualidades quimicas (com e sem pesticidas) em trés tecidos (branquias, hepatopancreas e
musculos). A exposicdo a hipoxia resulta em respostas antioxidantes significativamente
diferentes em relagdo aos animais com oxigenacao constante. O que demonstra que aguas
com uma menor oxigenagao afetariam o seu sistema antioxidante e consequentemente a sua
sobrevivéncia. Aguas antropizadas tem o potencial de alterar o comportamento desses
crustaceos, diminuindo sua atividade durante a noite, 0 que poderia comprometer o seu
comportamento de forrageio, considerando-se que possuem habito preferencialmente
noturno. A presenca de pesticidas na agua é outro fator capaz de afetar as respostas
antioxidantes e a sobrevivéncia de A. longirostri. Este talvez seja, de imediato, 0 maior risco
para as populacdes naturais, pelo uso indiscriminado de agroquimicos no campo.

Palavras Chave: Atrazina, Imidacloprido, oxigénio dissolvido, hipoxia, riachos
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1- INTRODUCAO

A poluicdo dos ambientes aquaticos relacionada a atividade humana gera
acumulo de substancias toxicas que, por sua vez, causam um grande impacto sobre
0s organismos que habitam esses locais (SWACKHAME et al., 2004). Efluentes
provenientes de esgotos domésticos e industriais, bem como escoamentos de areas
agricolas e de pecuaria, sdo tipicamente contaminados por uma variedade de
guimicos nocivos (STEINBERG et al., 2008). Agroquimicos acabam inevitavelmente
atingindo corpos d’agua, principalmente devido aos ventos, a agua das chuvas, que
promovem escoamento superficial, a lavagem das folhas tratadas, a lixiviagdo e a
erosdo (TOMITA, BEYRUTH, 2002; SILVA, FAY, 2004). Deste modo, 0s organismos
aguaticos sdo constantemente expostos a contaminantes que podem induzir
diferentes mecanismos de toxicidade (CORREIA et al., 2003).

Muitas substancias quimicas presentes em aguas poluidas podem causar
modificacdes no estado oxidativo dos organismos, seja pelo aumento na geracédo de
espécies reativas de oxigénio ou pela reducao na atividade de enzimas antioxidantes
(STEINBERG et al.,, 2008). Além disso, a matéria organica natural composta
principalmente por plantas terrestres em processo de decomposi¢cdo, e a variagao
anormal dos parametros fisico-quimicos também tem o potencial de causar estresse
oxidativo (STEINBERG et al., 2006; TIMOFEYEYV et al., 20064, b).

A entrada de contaminantes, nutrientes em excesso e matéria organica
provenientes da a¢do antrépica nos ambientes aquaticos, pode levar a reducédo nos
niveis de oxigénio dissolvido (OD) e a morte de animais nesses ambientes (WU, 2002;
UN-WATER, 2009; DIAZ, RABALAIS, 2010; MATEO-SAGASTA et al.,, 2010). A
hipéxia pode ser prejudicial para organismos dependentes de oxigénio, alterando o
comportamento, a fisiologia e, inclusive o metabolismo celular, resultando em
impactos negativos, como crescimento reduzido, perda reprodutiva, mortalidade,
reducéo da biodiversidade e perda de produgéo secundaria (RABALAIS et al., 2010;
WANNAMAKER, RICE, 2000; WU, 2002).

Diversos biomarcadores tém sido amplamente utilizados para avaliar

alteracdes bioquimicas causadas por contaminantes organicos em organismos
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aquaticos. Entre estes se destacam as espécies reativas de oxigénio (EROSs) e as
enzimas que fazem parte do sistema de defesa antioxidante que minimiza os danos
oxidativos aos componentes celulares (LAVARIAS et al., 2011). Estes biomarcadores
também podem ser utilizados para observar os efeitos da condicdo de hipdxia sobre
organismos aquaticos (LAWNICZAK et al., 2013). Uma das principais caracteristicas
dos biomarcadores é o seu potencial de antecipar altera¢cdes em niveis superiores de
organizacdo biolégica (populacdes, comunidades ou ecossistemas), sendo
considerados indicadores de curto prazo de efeitos de longo prazo (CAJARAVILLE et
al., 2000). Estudos de toxicologia ambiental ou ecotoxicologia tornam-se Uteis ao
investigar o impacto de contaminantes ambientais através de respostas fisiologicas e
bioquimicas (biomarcadores) em organismos (SILVA, POMPEO, PAIVA, 2015).
Tendo em vista que a integridade bioldgica de um ecossistema pode ser avaliada com
base na integridade da sua fauna (ROBINSON, 1986) e que a saude de todos o0s
organismos vivos em um ecossistema aquético é afetada pela deterioracdo da
qualidade da agua (DOHERTY et al., 2010), estudos que verifiguem os provaveis
efeitos decorrentes das alteracfes da qualidade ambiental sdo de grande importancia

para a preservacao da fauna limnica.

Crustaceos decapodos da familia Aeglidae possuem habitos bentdnicos. Sao
importantes fragmentadores que participam do processo de decomposicdo dos
detritos foliares, sendo espécies-chave na ciclagem dos nutrientes (BUENO, BOND-
BUCKUP, 2004; SANTOS et al., 2008; COGO, SANTOS, 2013). Sdo encontrados em
rios e riachos de aguas correntes de temperaturas baixas e bem oxigenadas do sul
da Ameérica do Sul, sob detritos vegetais ou enterrados no substrato arenoso (BOND-
BUCKUP, 2003). Apesar da importancia ecoldgica destes animais, talvez este seja o
grupo mais ameacado de extincdo em ambientes aquaticos continentais, cerca de
70% das espécies estao sob risco (SANTOS et al., 2017).

O objetivo deste estudo foi analisar, em condi¢des laboratoriais, o efeito da
hipoxia e da exposicdo a aguas de diferentes qualidades quimicas (com e sem
pesticidas) nas respostas do sistema antioxidante, no comportamento e sobrevivéncia
de Aegla longirostri, espécie com ampla distribuicdo no sul do Brasil (BOND-BUCKUP,
2003).
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2- MATERIAL E METODOS

2.1  AMOSTRAS BIOLOGICAS

Caranguejos machos adultos da espécie A. longirostri foram coletados em
ambientes I6ticos na cidade de Silveira Martins, Rio Grande do Sul, Brasil (29W 35’
38", 53S 33' 17"). Para as coletas dos individuos foram utilizadas 30 armadilhas do
tipo covo, feitas com garrafas plasticas de boca conica invertida contendo iscas de
figado, aléem de coleta manual realizada por trés pessoas. As armadilhas foram
colocadas ao entardecer e retiradas no dia seguinte pela manha, uma vez que os

animais possuem habitos preferencialmente noturnos.

2.2 ANALISE DA QUALIDADE DA AGUA

A agua utilizada nos experimentos foi coletada em dois riachos, com diferentes
caracteristicas: Riacho Linha Seis (riacho 1- Natural), localizado em Silveira Martins-
RS (29W 35' 38", 53S 33' 17") e Riacho Guarda Mor (riacho 2- Antropizado) localizado
em Faxinal do Soturno- RS (29W 34' 54", 53S 32' 02"). Todos os animais utilizados
nos experimentos sao provenientes do riacho Linha Seis, que apresenta vegetacao
densa e é distante de residéncias e lavouras (riacho 1 - C); Ja o Riacho 2 apresenta
uma pequena interferéncia antropica, ou seja, possui uma vegetacao escassa com
residéncias e lavouras proximas (riacho 2 - P). No momento da coleta de agua foram
medidos os seguintes dados abiéticos, ao longo de 10 pontos, com espacamento
meédio de 10 metros entre um e outro: temperatura, pH, oxigénio dissolvido, turbidez,
condutividade, potencial de oxirreducao e solidos totais dissolvidos. Estes parametros
foram registrados com o auxilio de aparelho multiparametro HORIBA. As
concentragfes de nitrito e aménia foram medidas no Laboratorio de Bioquimica
Toxicoldgica (LabTaq) da Universidade Federal de Santa Maria. Amostras de agua
foram avaliadas qualitativamente e quantitativamente para presenca de agroquimicos,
de acordo com metodologia descrita por Sabin et al. (2009), no laboratério de analises
de residuos de pesticidas da Universidade Federal de Santa Maria (LARP) (Tabela 2).
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2.3 EXPERIMENTOS LABORATORIAIS

Os espécimes coletados foram colocados em aquarios de 2 L com oxigenacao
constante para aclimatacao durante sete dias, sendo alimentados com folhas. Apés o
periodo de aclimatacdo, os animais foram divididos em dois grupos para 0s

experimentos.

2.3.1 Experimento 1: exposicao a hipoxia

Foram realizados trés tratamentos, com duracdo de 24 horas cada, com
diferentes concentragcfes de oxigénio dissolvido na agua: 8,9 ppm OD (oxigenagao
padrdo laboratorial), 2,5 ppm OD (hipéxia moderada), e 1,5 ppm OD (hipOxia grave).
Foram utilizados 10 individuos por tratamento.

A medicao da concentracdo de oxigénio dissolvido na agua foi realizada com
um oximetro portatil e a reducdo do nivel de oxigénio na agua foi obtido com o
borbulhamento de gas nitrogénio (Figura 1). Os valores utilizados foram baseados em
estudos de hipdxia, que é definida como uma concentracdo de oxigénio dissolvido
(OD) <2,8 mg de O2/L (DALOSTO, SANTOS, 2011; BROUWER et al., 2007; WU,
2002).

Figura 1. Esquema representando o experimento de hipdxia, onde N refere-se ao galdo de nitrogénio
e 02D a concentragdo de oxigénio dissolvido na agua.

2.3.2 Experimento 2: qualidade da 4gua

Foram realizados dois tratamentos, nos quais 0s organismos foram expostos a
agua com diferentes qualidades: 1- do riacho controle onde os animais foram

coletados (riacho 1 - C) (n=15); 2- de um riacho com interferéncia antrépica (riacho 2
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- P) (n=15, 7 dias e n=20, 15 dias). O experimento durou 15 dias, com coleta de tecidos
no 7° dia e no 15° para analisarmos se o tempo de exposicao influéncia os resultados.

2.3.2.1 Comportamento: qualidade da 4gua

As observagbes comportamentais foram realizadas as 10 h e as 22 h no ultimo
dia de exposicdo em cada tratamento no experimento de qualidade da 4gua, em dois
momentos diferentes, 7° e 15° dias. Os animais foram filmados (n=10),
individualmente no préprio aquario, por 10 minutos (600 s) (Sony® Handycam, modelo
HDR-CX560). Para as filmagens noturnas foram utilizadas lampadas incandescentes
de cor vermelha, procedimento padréo para este tipo de experimento (AYRES-PERES
etal., 2011, 2015). A atividade dos eglideos foi estimada por meio de atos especificos,
aos quais atribui-se escores, conforme DALOSTO, SANTOS (2011) (Tabela 1). Para
determinar os escores, divide-se os 600 s em intervalos de 10 s (totalizando 60
intervalos) e durante cada intervalo € anotado o escore da atividade predominante (no
minimo 5s, exceto para a atividade tail flipping). O escore final € a soma dos escores
obtidos em cada intervalo (pode variar de 0 - animal inativo - a 180 - atividade

maxima).

Tabela 1. Descricdo dos comportamentos analisados e seus respectivos escores.

Comportamento Descricdo Escore
Inativo Auséncia de movimento aparente ou somente movimentos

de apéndices cefélicos (antenas, anténulas, e/ou

maxilipedes) 0
Atividade baixa Movimentos de quelipodos, peredpodos, pledpodos e/ou

curtos movimentos dos animais
Atividade moderada Movimento ativo do animal pelo aquério
Atividade intensa Tail flipping. 3

Adaptado de Dalosto e Santos, 2011.

2.3.2.2 Letalidade: Qualidade da agua

No decorrer do experimento de qualidade da agua foi registrada a quantidade de

animais que morreram em cada tratamento (em porcentagem).
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2.4  ANALISES BIOQUIMICAS

Apoés a exposicao aos tratamentos 0s animais foram crioeutanasiados e seus
tecidos congelados a -20°C para analises posteriores. Foram dissecados branquias,
hepatopancreas e musculo para as andlises (n=10). As andlises bioquimicas foram
realizadas para os animais utilizados nos dois experimentos, hipéxia e qualidade da
agua.

Os tecidos foram homogeneizados e diluidos em Tris-HCI 50 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 min. ApGs a centrifugacao, o
sobrenadante (amostra) foi separado em aliquotas em tubos do tipo eppendorf para
cada um dos procedimentos.

A dosagem de proteina total foi determinada de acordo com Bradford (1976),
usando albumina de soro bovino como padréo.

A atividade da catalase (CAT) foi realizada em hepatopancreas de acordo com
o método descrito por Nelson, Kiesow (1972). A atividade da CAT foi expressa em
pMmol/min/mg de proteina.

Determinou-se atividade de AChE em musculo de acordo com método descrito
por Ellman, Courtney, Andres (1961). A atividade de AChE foi expressa como
pgmol/min/mg de proteina.

O conteudo de proteina carbonilada foi analisada em branquias,
hepatopancreas e masculo pelo método descrito por Yan et al. (1995). O contetdo de
proteina carbonilada foi expressa em nmol de proteina carbonilada/mg de proteina.

O nivel de peroxidacao lipidica foi determinado em branquias, hepatopancreas
e musculo pelo método de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), de
acordo com Buege, Aust (1978). Os niveis de TBARS foram expressos como nmol de
MDA/mg de proteina.

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi determinada em
branquias, hepatopancreas e musculo de acordo com o método descrito por Habig et
al. (1974) usando 1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A atividade da
GST foi expressa em ymol GS-DNB/min/mg de proteina.

A determinacdo de tiois ndo proteicos (NPSH) foi realizada em branquias,
hepatopancreas e musculo segundo Ellman (1959). Os niveis de NPSH foram

expressos em pmol de SH/g de tecido.
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Todas as andlises foram ajustadas para leitura em placa de 96 pogos no
espectrofotometro de leitura em placas, exceto CAT que foi lida em cubetas de quartzo

no espectrofotdmetro padrao.

2.5  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo, analisados
guanto a sua normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade através do
teste de Levene. Foi realizada ANOVA de uma via para comparar os dados entre
tratamentos de um mesmo experimento. Para dados ndo paramétricos foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis. Foi considerado significante P < 0,05. Usamos 0 programa

estatistico GraphPad Prism 6.

3- RESULTADOS

3.1 ANALISE DA QUALIDADE DA AGUA

Tabela 2: Pardmetros fisico-quimicos e agroquimicos da agua dos dois riachos estudados. Limite de

quantificacdo (Limit Of Quantification - LOQ) para os pesticidas testados = 0,13 g/ L.

Variaveis Unidade Riacho 1 (C) Riacho 2 (P)
Temperatura oC 19+0,19 21+0,86"
pH 7,4+0,38 7,14+0,08
Turbidez NTU 4,04 3,5 9,8+0,25"
Condutividade ms/cm 0,04+0 0,077+ 0"
Potencial de oxirredugéo ORP mv 328 +13,7 350 + 7,25
Oxigénio dissolvido mg/L DO 8,3+0,45 7,89 + 0,92
Sélidos totais dissolvidos g/l TDS 0,026 + 0 0,05+ 0"
Nitrito mg/ml 0 0,005
Amobnia pumol aménia/g tecido 0,00276 0,00456
Atrazina pg/L 0 <LOQ
Imidacloprido pa/L 0 <LOQ

Os riachos apresentaram diferenca significativa quanto aos seguintes
parametros (p<0,05): Temperatura, condutividade, turbidez e sélidos dissolvidos totais
(Tabela 2, marcados com asterisco). Nitrito e amonia foram analisados somente uma
vez juntando-se os pontos. Os agroquimicos foram encontrados somente no riacho

antropizado como <LOQ o que ndo é um valor numérico testavel. Os valores de
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potabilidade para substancias quimicas que representam risco a saude segundo o
CONAMA para ATRAZINA séo de 2 ug/L.

3.2 EXPERIMENTO 1: EXPOSICAO A HIPOXIA

Tanto a atividade da CAT em hepatopancreas quanto a atividade da AChE em
musculo foram significativamente diferentes e maiores em animais submetidos a

hipoxia do que em animais com oxigenacgdo normal (p<0,0001; Figura 2A e 2B).

Figura 2: Atividade de CAT em hepatopéncreas (A) e atividade de AChE em musculo (B) de Aegla
longirostri submetida a diferentes concentragbes de OD (oxigenag¢do controle, hipdxia moderada e
grave respectivamente). Os dados sdo reportados como média + erro padrao (n = 10). NUmeros no
eixo x representam a concentracdo de oxigénio dissolvido em cada tratamento. Diferentes letras
indicam diferencas entre os grupos (p <0,05).
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O conteudo de proteina carbonilada em hepatopancreas, branquias e musculo
aumentou com a diminui¢do do oxigénio dissolvido (OD), com diferenca significativa
entre os trés tratamentos (p <0,0001; Figura 3A, 3B E 3C). Em relacdo ao nivel de
peroxidacao lipidica, para hepatopancreas e branquias, os maiores niveis de TBARS
foram encontrados tanto na hip6xia moderada quanto na grave que diferiram do
tratamento com oxigenacdo normal (p<0,0001; Figura 3D E 3F). Porém, no musculo
houve diferenca significativa entre os trés tratamentos, sendo que o0s animais
submetidos a hipéxia moderada demonstraram um aumento significativo nos niveis
de TBARS em musculo quando comparado com o tratamento com oxigenagao

constante e hipoxia grave (p <0,0001; Figura 3E).
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Figura 3: Contelido de proteina carbonilada em hepatopancreas (A), masculo (B) e branquias (C), e
niveis de TBARS em hepatopancreas (D), masculo (E) e branquias (F) de Aegla longirostri submetida
a diferentes concentracdes de OD (oxigenagéo controle, hipdxia moderada e grave respectivamente).
. Os dados séo reportados como média + erro padrdo (N = 10). NUmeros no eixo X representam a
concentracao de oxigénio dissolvido em cada tratamento. Diferentes letras indicam diferengas entre os
grupos (p <0,05).
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A atividade de GST no hepatopancreas foi maior nos grupos expostos a
hipoxia quando comparados ao grupo com oxigenacdo constante, sendo maior na
hipoxia moderada (p <0,0001; Figura 4A). Individuos de Aegla expostos a hipoxia
mostraram um aumento significativo na atividade de GST em branquias e musculo,
diferindo do tratamento com oxigenacgéo normal (p <0,0001; Figura 4B e 4C).

O nivel de tidis ndo proteicos na exposi¢cado a hipdxia moderada aumentou
significativamente no musculo e hepatopancreas (p <0,0001), sendo que o tratamento
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com oxigenagdo normal apresentou os menores niveis (Figura 4D e 4E). Em
branquias, os niveis de tidis ndo proteicos foram maiores nos dois tratamentos de

hipodxia, diferindo do tratamento com oxigenacao constante (p <0,0001; Figura 4E).

Figura 4: Atividade de GST em hepatopéancreas (A), musculo (B) e branquias (C), e niveis de ti6is nao
proteicos em hepatopancreas (D), musculo (E) e branquias (F) de Aegla longirostri submetida a
diferentes concentragdes de OD (oxigenacao controle, hipéxia moderada e grave respectivamente). Os
dados sdo reportados como média + erro padrao (N = 10). NUmeros no eixo x representam a
concentracao de oxigénio dissolvido em cada tratamento. Diferentes letras indicam diferengas entre os
grupos (p <0,05).
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3.3 EXPERIMENTO 2: QUALIDADE DA AGUA

3.3.1 Ensaios bioquimicos

Verificou-se aumento da atividade da CAT no decorrer do experimento nos
animais expostos a agua do local onde foram coletados, bem como nos tratamentos
expostos a agua antropizada. Comparando-se todos os tratamentos, houve diferenca
significativa entre a agua do local controle no dia 7 e os demais tratamentos, sendo
gue no tratamento de agua antropizada e maior tempo de exposicéo (15 P) a atividade
da CAT foi maior, diferindo dos demais tratamentos (p <0,0001; Figura 5A). A atividade
da AChE aumentou no tecido muscular em animais expostos durante 15 dias a agua
antropizada em comparacao aos grupos expostos a agua natural (p <0,0001; Figura
5B).

Figura 5: Atividade de CAT em hepatopéancreas (A) e atividade de AChE em musculo (B) de Aegla
longirostri exposta a aguas com qualidades diferentes durante 7 e 15 dias de tratamento. Os dados sao
reportados como média + erro padréo (n = 10). Diferentes letras indicam diferencas entre os grupos (p
<0,05). Numeros representam o tempo de exposi¢cdo em dias. Box preto representa o tratamento
controle e o cinza o Antropizado.
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O conteudo de proteina carbonilada em hepatopancreas e musculo ndo diferiu
entre os tempos de tratamento em animais expostos a agua natural, sendo menores
em comparacao aos grupos expostos a agua antropizada. Além disso, houve aumento
da quantidade de proteinas carboniladas nestes tecidos com o aumento do tempo de
exposicdo a agua antropizada (p <0,0001; Figura 6). Ja em branquias o contetdo de
proteinas carboniladas aumentou em animais expostos a agua antropizada em

comparacao aos grupos expostos a agua natural (p <0,0001; Figura 5C).
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Os niveis de TBARS em hepatopancreas foram menores no grupo exposto
durante 7 dias a 4gua natural e diferiu dos demais tratamentos (p <0,0001; Figura 5D).
Os animais submetidos a agua antropizada durante 15 dias demonstraram aumento
significativo nos niveis de TBARS em musculo e branquias quando comparado com
os demais tratamentos (p <0,0001, Figura 6 E e 6F).

Figura 6: Contelido de proteina carbonilada em hepatopancreas (A), masculo (B) e branquias (C), e
niveis de TBARS em hepatopéncreas (D), musculo (E) e branquias (F) de Aegla longirostri exposta a
aguas com qualidades diferentes durante 7 e 15 dias de tratamento. Os dados sé&o reportados como
média + erro padréo (N = 10). Diferentes letras indicam diferencas entre os grupos (p <0,05). Nimeros

representam o tempo de exposicdo em dias. Box preto representa o tratamento controle e o cinza o
Antropizado.
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Os animais expostos a aguas antropizadas mostraram uma diminui¢cao

significativa na atividade de GST em todos os tecidos, em comparacdo aos
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tratamentos expostos a Agua natural em ambos os periodos (p <0,0001; Figura 72, 7B
e 7C). Em relacdo aos niveis de tidis ndo proteicos, em hepatopancreas houve
diferenca entre o grupo do dia 7 da agua natural que foi menor do que os demais
tratamentos (Figura 7D). Ja em branquias e masculos apenas houve diferenca entre
os grupos do dia 7 da dgua natural e o dia 15 expostos a agua antropizada (p<0,0001).
(p> 0,05; Figura 7E e 7F).

Figura 7: Atividade de GST em hepatopéancreas (A), masculo (B) e branquias (C), e NPSH nao proteicos
em hepatopancreas (D), musculo (E) e branquias (F) de Aegla longirostri exposta a aguas com
gualidades diferentes durante 7 e 15 dias de tratamento. Os dados séo reportados como média + erro
padrdo (N = 10). Diferentes letras indicam diferencgas entre os grupos (p <0,05). NUmeros representam
o tempo de exposicdo em dias. Box preto representa o tratamento controle e o cinza o Antropizado.

A GST D NPSH
0.20- s 0.4+
g
]
8 0.15 ., 0.3 N
b1
g 8 ap
E 0.10- 2 0.2
:
@ b b g
o 0,05 — 0.1
g
0.00 T : 0.0- : r
7 15 7 15
B F
0.20- 0.20-
e
3 ab
£ 0.15 s 0.154
£
E 0.10 2 0.10
(7]
5 ) "R
(%] =
O 0,05 " 0.051
Q
g
0.00 . T 0.00- T T
7 15 7 15
C E
0.31 0.201
o
8 ab
- 0.154
> 0.2 L]
£ g
£ g“ 0.10+
= -—
2 041 32 £ 2
] = 0.05-
4
0.0- y y 0.00- ; T
7 15 7 15

@ Natural Antropizado



66

3.3.2 Anélise comportamental

As 22 horas, houve diminuicdo da atividade dos animais apés 15 dias
expostos a agua antropizada em relacdo ao dia 7 de exposicdo e em relacdo ao
periodo de exposi¢cdo a agua natural (que néo diferiram) (p <0,05) (Figura 8a).
Entretanto, durante o dia ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(p>0,05) (Figura 8b).

Figura 8: Escore de atividade as 22 h (A) e as 10 h (B) de Aegla longirostri exposta a aguas com
qualidades diferentes durante 7 e 15 dias de tratamento. Os dados séo reportados como média * erro
padrdo (n = 10). Diferentes letras indicam diferen¢as entre os grupos (p <0,05). Nimeros representam
o tempo de exposicdo em dias. Box preto representa o tratamento controle e o cinza o Antropizado.
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3.3.3 Letalidade

Houve uma maior letalidade nos animais submetidos & agua antropizada. Porém, no
decorrer do experimento, mesmo expostos a agua natural, do local onde foram

capturados, houve declinio no nimero de animais.

Tabela 3- Porcentagem de sobrevivéncia e letalidade em cada tratamento. Diferentes letras indicam
diferencgas entre os grupos (p <0,05). 7C — tratamento controle durante 7 dias; 15C - tratamento controle
durante 15 dias; 7P tratamento com agua antropizada por 7 dias; 15 P tratamento com 4gua antropizada
por 15 dias.

7C 15C 7P 15P
Sobrevivéncia 100 87,7 66,6 55

Letalidade 0 13,3 33,4 45
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4- DISCUSSAO

Estudos relacionados a toxicologia aquatica em laboratério comumente utilizam
concentragdes de xenobioticos muitas vezes ndo encontradas no ambiente, o que néo
e realista quanto a exposicdo ambiental, embora importantes para predi¢coes sobre os
efeitos produzidos por altas quantidades destas substancias. No presente estudo,
foram avaliadas alteracfes bioquimicas em A. longirostri induzidas pela hipéxia e pela
exposicdo a dois periodos de tempo diferentes (7 e 15 dias) a poluentes em
concentracfes ambientais, em relacdo a concentracdo de oxigénio dissolvido propria
do riacho de origem dos animais e a sua agua, de qualidade boa. A atividade dos
animais também foi comparada entre os tratamentos com diferentes qualidade da
agua.

A exposicao a hipéxia foi capaz de induzir inUmeras respostas fisiologicas em
Aegla longirostri, 0 que levou ao aumento dos niveis de todos 0s biomarcadores
testados. Aguas antropizadas alteraram o comportamento desses crustaceos,
diminuindo sua atividade durante a noite, 0 que poderia comprometer o seu
comportamento de forrageio, considerando-se que possuem habito preferencialmente
noturno. A presenca de pesticidas na agua afetou as respostas antioxidantes e a
sobrevivéncia de A. longirostri, onde houve o aumento de todos os biomarcadores
testados com excecdo da GST, nos tibis ndo proteicos somente diferiram os
tratamentos 7C (tratamento controle, 7 dias de exposi¢cédo) e 15P (tratamento com
agua antropizada, 15 dias de exposi¢cdo) em branquias e musculos.

A hipoxia pode resultar de varios fatores naturais como estratificacéo da coluna
de agua, mas é frequentemente consequéncia da poluicdo e da eutrofizacdo. Frente
a diminuicdo de oxigénio dissolvido na agua (hip6xia), podem ocorrer mortes de
peixes e invertebrados bentdnicos, incluindo crustdceos. Como A. longirostri é
encontrada em aguas limpas e bem oxigenadas, € de fundamental importancia
entender como o sistema antioxidante dessa espécie se comporta em situacdo de

hipoxia moderada e grave para preservacado dessa espeécie.

A CAT é uma das enzimas antioxidantes envolvidas na eliminacdo de H20:.
Esta enzima catalisa a conversdo de H202 em oxigénio molecular e agua. Suas
atividades parecem ser especificas de cada tecido e parece operar especialmente no
tecido hepatico (STOREY, 1996). O aumento na atividade da CAT no hepatopancreas
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em animais submetidos a hipoxia pode indicar um mecanismo de defesa do organismo
frente ao aumento de radicais livres, especialmente H202. O mesmo resultado foi
observado para o peixe teledsteo Cyprinus carpio em que a hipoxia estimulou o
aumento da atividade da catalase no cérebro e rim ( LUSHCHAK, 2005). Em relacéo
aos animais expostos a diferentes qualidades de 4gua, o aumento na atividade da
catalase registrada apos 7 e 15 dias em contato com agua contendo ATZ e IMI € uma
resposta comum contra a toxicidade provocada por pesticidas (JEMEC et al. 2007,
MALEV et al. 2012; GE et al. 2015).

A AChE é a enzima que hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina nas sinapses
colinérgicas de vertebrados e invertebrados. A AChE é uma enzima que é fortemente
inibida por pesticidas organofosforados e carbamatos mesmo a baixas concentracdes
(GUILHERMINO, 2000; FULTON, KEY, 2001). A atividade da AChE aumentou em
animais expostos a agua contendo os pesticidas Atrazina e Imidacloprido. Este ultimo
€ um neonecotindide que bloqueia os receptores nicotinicos de invertebrados e causa
aumento da atividade da acetilcolinesterase em abelhas (BOILY et al., 2013). Fatores
abiéticos como a hipoxia também parecem causar alteracdes na atividade da
acetilcolinesterase, apesar de ser dificil de se encontrar estudos de hipoxia que a
utilizem. Desse modo a AChE em musculo foi significativamente diferente e maior nos
tratamentos de hipoxia do que o tratamento com oxigenacao constante. No entanto,
varios estudos indicaram que a AChE também é sensivel a outros tipos de
contaminantes ambientais, tais como piretroides, metais, detergentes e misturas
complexas de poluentes (GILL et al., 1990; PAYNE et al, 1996; GUILHERMINO et al.,
2000; BADIOU, BELZUNCES, 2008). Apesar de ser inibida por alguns pesticidas, a
AChE aumentou em mauasculos em nossos experimentos na presenca desses
compostos, o0 que pode estar associado a diminuicdo da atividade dos animais a esses

tratamentos.

Proteinas sdo biomoléculas alvo de dano oxidativo, tanto pela reagdo com
radicais livres quanto com produtos da peroxidacgéao lipidica (ZHANG 2010). A taxa de
proteina carbonilada serve como biomarcador de danos oxidativos de proteinas
(DAYANAND et al., 2012). Ja a peroxidacéo lipidica ocorre quando radicais livres
reativos interagem com acidos graxos, especialmente os insaturados, causando

reagcbes em cascata. Esse dano aos lipideos € muito prejudicial a membranas
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biolégicas, pois afetam sua integridade e funcionamento (GUTTERIDGE, 2010;
DELL’ANNA, 2007). Ambos biomarcadores de danos tiveram seus niveis elevados em
animais expostos a hipoxia grave e moderada, evidenciando que mesmo a elevacao
de algumas enzimas antioxidantes (GST, CAT) nao foi capaz de minimizar os efeitos
causados pelo provavel aumento de espécies reativas de oxigénio. Para o
hepatopéancreas, em relacdo aos antioxidantes analisados, parece que o aumento da
catalase reduziu os niveis de peroxidacao lipidica, de tal modo que os niveis ficaram
mais proximos daqueles animais expostos a agua natural depois de 15 dias e nao tao
discrepantes como visto em muasculo e branquias. Portanto nos animais expostos a
agua contendo pesticidas, especialmente apds 15 dias, parece que o aumento dos
niveis de GST nao foi suficiente para impedir danos oxidativos em func¢édo dos niveis
elevados de proteinas carboniladas, especialmente no musculo e no hepatopancreas,

bem como peroxidacao lipidica no musculo e branquias.

Glutationa S-transferase € uma enzima que participa do processo de
detoxificacdo (HAMILTON, 2003; COLES, 2001; HAYES 2005). Embora o aumento
de sua atividade esteja relacionada a exposicdo a xenobidticos, a hipdxia induziu
estresse oxidativo que levou ao aumento das atividades de GST. Individuos expostos
a hipoxia mostraram um aumento significativo na atividade de GST em todos os
tecidos diferindo assim do tratamento com oxigenagédo constante. A GST aumentou
significativamente no peixe Perccottus glenii e em mexilhdes expostos a hipdxia
(LUSHCHAK, 2007; WOO, 2013). Ti6is ndo proteicos mostram a capacidade
antioxidante atuando contra a formacéo de radicais livres na manutencéo do balanco
redox celular e na defesa contra agentes eletrofilicos (REISCHL et al., 2007). Dentre
os tidis ndo proteicos, glutationa reduzida (GSH) € o representante mais abundante.
O aumento nos niveis de tidis ndo proteicos em grupos expostos a hipdxia parece
estar relacionado ao aumento da atividade da GST, uma vez que GST utiliza GSH,
catalisando a conjugacdo de moléculas com a mesma. Nos animais expostos a
agroquimicos, a inibicdo da atividade de GST é possivel pela acdo direta do
xenobiodtico e seus metabdlitos na estrutura das enzimas (XING, 2012). Essa inibicao
pode aumentar o risco de estresse oxidativo, uma vez que nao aumentou a
capacidade de protecao celular. Isso explicaria os graves danos oxidativos a proteinas

e lipideos verificados nos diferentes tecidos.
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A andlise do perfil comportamental se demonstrou um método eficaz e
complementar para avaliar os efeitos de diferentes compostos sobre a atividade dos
organismos. Durante a noite os animais tiveram uma diminui¢cdo significativa no
comportamento com o aumento do tempo de exposicdo e com a presenca dos
agroquimicos. Isso poderia alterar o comportamento de defesa e reprodugdo no
ambiente natural, podendo causar alteracdes na dinadmica da populagdo, mas essas
sdo apenas suposicoes que necessitam de estudos mais detalhados. Tais riscos a
integridade da espécie também sdo evidenciados pela maior porcentagem de
letalidade no tratamento com exposicdo aos agroquimicos. Como A. longirostri €
menos ativa durante o dia, a presenca de pesticidas na agua ndo afetou seu

comportamento nesse periodo.

O presente estudo mostrou que a exposicdo de A. longirostri a ATZ e IMI,
embora em concentracdo baixas, e hipdéxia moderada e grave foram capazes de
induzir dano oxidativo em curto prazo. Portanto, é incontestavel que atividades
antropicas poderdo afetar a sobrevivéncia e integridade dos organismos aquaticos.
Efluentes domiciliares e industriais deveriam, por lei, ser tratados antes de alcancar
ambientes aquéticos, pois um aumento na carga de nutrientes leva a eutrofizacéo e
consequentemente hipéxia dos organismos, especialmente 0s mais sensiveis, como
0s crustaceos. O Brasil, lider mundial no consumo de agrotéxicos, carece de uma
legislacao rigida que garanta seu uso consciente. A concentracdo de ATZ permitida
pela legislagao brasileira (2 ug/L) ndo é indcua para uma fauna aquatica, visto que o
experimento de exposicdo foi capaz de causar mudancas bioquimicas e

comportamentais em crustaceos submetidos a concentracdes inferiores a esta.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Nosso estudo mostrou que a temperatura da agua pode influenciar as
respostas fisiologicas de A. longirostri, indicando que um aumento da temperatura do
riacho trara consequéncias negativas para este grupo. Mesmo em um estudo de curto
prazo, altas temperaturas foram capazes de causar alteragdes ndo sO na atividade,
mas também no equilibrio e taxa de sobrevivéncia desses crustaceos. Em funcao da
variacao das respostas antioxidantes, pode-se afirmar que estas sao tecido e espécie-
especificas. Em A. longirostri, extremos de hipertermia podem reduzir as defesas
antioxidantes.

Mesmo em um experimento de curto prazo, a exposicao a hipdxia foi capaz de
mudar as respostas antioxidantes. Esses animais parecem exigir aguas bem
oxigenadas para sobreviver e a hipoxia pode afetar o seu sistema antioxidante e,
consequentemente a sua sobrevivéncia, podendo assim ter impactos em nivel de
populacdo em A. longirostri.

Aguas antropizadas tém o potencial de alterar o comportamento desses
eglideos, diminuindo sua atividade durante a noite, podendo comprometer o seu
comportamento de forrageio. Esses animais sdo sensiveis a presenca de pesticidas
mesmo em concentracfes muito baixas, demostrado com o aumento de todos o0s
biomarcadores de estresse oxidativo, com excec¢édo da GST que foi inibida. A maior
porcentagem de letalidade no tratamento com exposicdo a agua contendo
agroquimicos, ainda que em baixas concentracdes, deixa evidente os riscos a
integridade da espécie. O presente estudo mostrou que a exposicdo de A. longirostri
a ATZ e IMI, embora em concentracao baixas foram capazes de induzir dano oxidativo
num tempo maior de exposicao. Isso ressalta a importancia de se testar a influéncia
de poluentes a longo prazo, e de diminuir as suas concentracdes nas aguas atraves
de uma legislacdo mais rigorosa.

A andlise do perfil comportamental se mostrou um método eficaz e
complementar para avaliar os efeitos da temperatura e de diferentes qualidades de
agua sobre a atividade do organismo estudado. Novos estudos, levando em
consideracao a qualidade do ambiente associada ao aumento da temperatura, sao
necessarios para termos uma melhor compreenséo das consequéncias dos impactos
antrépicos causados ao ecossistema aquatico de agua doce.
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