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Resumo

O aumento de temperatura nos corpos d’agua doce em decorréncia de eventos climaticos
pode ultrapassar o limite térmico de algumas espécies animais ectotérmicas, causando
alteraces metabdlicas e ionorregulatorias, como nas taxas de consumo de oxigénio, excrecao
de nitrogénio e fluxo idnico, podendo levar os animais a morte. Além da temperatura alta, rios
e riachos possuem diferentes caracteristicas limnoldgicas, com ambientes de aguas claras e
pretas, que apresentam diferencas no pH e na concentracdo de carbono organico dissolvido
(COD), o que também interfere no metabolismo animal. A cidade de Itanhaém tem uma rica
hidrografia, com rios e riachos de &guas pretas e claras, e uma fauna aquatica endémica
distribuida em grande parte de seu territério, como os camardes Macrobrachium potiuna e
Macrobrachium acanthurus e os peixes Scleromystax macropterus, Scleromystax barbatus e
Phalloceros reisi. Assim, este estudo avaliou os efeitos do aumento da temperatura da agua de
origem sobre as respostas metabolicas e ionoregulatdrias dessas espécies, verificando a
influéncia do tipo de 4gua de riachos da bacia do Rio Preto (Itanhaém/SP) sobre essas respostas.
O experimento foi realizado em laboratorio, separadamente para cada espécie, sendo M.
potiuna, S. macropterus e P. reisi em agua preta e M. acanthurus, S. barbatus e P. reisi em
agua clara, utilizando trés temperaturas de aclimatacdo, duas de ocorréncia nas aguas dos
riachos (22 °C e 26 °C) e uma reproduzindo a situacdo de extremo climatico do IPCC 2021
(SSP3-7,0) (30 °C), as quais os animais foram submetidos de 4 a 7 dias. O consumo de oxigénio
(metabolismo de rotina; MO>), a excrecdo de amonia (Jamm), 0 uso de proteinas e os fluxos
liquidos de Na* (JN?net) e CI- (3¢'net) foram determinados para o tempo de exposicao de 2 horas
em cada condicao experimental de temperatura. O MO> de M. acanthurus e P reisi, 0 Jamm das
espécies de camardo e de P. reisi, 0 uso de proteinas de M. acanthurus e S. barbatus e 0 JNnet
de S. macropterus apresentaram aumento, acompanhando o aumento da temperatura. As
especies de agua clara M. acanthurus e P. reisi foram as mais responsivas para todos 0s
pardmetros avaliados em funcdo do aumento de temperatura, exceto Jwet, 0 qual ndo
apresentou alteracGes significativas em nenhuma condicdo experimental. Esses resultados
demonstram que os animais de agua clara da bacia do Rio Preto s&o mais responsivos ao
aumento de temperatura, se tornando mais suscetiveis as alteracdes de regimes térmicos

causados por emergéncias climaticas.

Palavras-chave: Mudancas do clima, homeostase idnica, metabolismo de rotina, excre¢éo de

nitrogénio, COD.
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Abstract

The increase in temperature in freshwater bodies due to the climatic events may exceed
the thermal limit of some ectothermic animal species, causing metabolic and ionoregulatory
changes, such as in oxygen consumption rates, nitrogen excretion and ionic flux, which can
lead to animals to death. In addition to the high temperature, rivers and streams have different
limnological aspects, with clearwater and blackwater environments. These aspects causes
differences in pH and dissolved organic carbon (DOC) concentration, and affects the
metabolism of animals. Itanhaém city has a rich hydrography, with rivers and streams of
clearwater and blackwater, and an endemic aquatic fauna distributed throughout much of its
territory, such as the shrimps Macrobrachium potiuna and Macrobrachium acanthurus and the
fishes Scleromystax macropterus, Scleromystax barbatus and Phalloceros reisi. This study
aimed to evaluate the effects of increasing the locus water temperature on the metabolic and
ionoregulatory responses of these species, verifying the influence of the type of water in the
streams of the Rio Preto basin (Itanhaém/SP) on these responses. The experiment was realized
in laboratory environment, separated for each species, with sampling and procedures occurring
in blackwater for M. potiuna, S. macropterus e P. reisi and clearwater for M. acanthurus, S.
barbatus e P. reisi, through three acclimation temperatures, two of them being regular for
stream water (22 °C and 26 °C), and one related to an extreme climate scenario given by IPCC
2021 (SSP3-7,0) (30 °C), to which the individuals were submitted between 4 to 7 days. After
two hours of exposure, the oxygen consumption (routine metabolism; MO.), ammonia
excretion (Jamm), protein use and net flux of Na* (INower) and CI- (J'net) were measured for each
experimental condition. The MO of M. Acanthurus and P reisi, the Jamm Of shrimp species and
P. reisi, the use of proteins of M. Acanthurus and S. barbatus and the JNé\e of S. macropterus
increased along with the increases in temperature. The clearwater species M. acanthurus and
P. reisi were more responsive, for all of the parameters evaluated, in higher temperatures,
except for Jnet, which did not manifest changes in any experimental condition. These results
demonstrate that clearwater animals from the Rio Preto basin are more responsive to
temperature increase, becoming more susceptible to thermal regimes changes caused by

climatic emergencies.

Keywords: Climate change, ionic homeostasis, routine metabolism, ammonia excretion, DOC.
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1. Introducéao

Ao longo dos anos, principalmente a partir do Século XVII e da Revolugéo Industrial,
0 desenvolvimento desse setor, em conjunto com o desenvolvimento humano e tecnologico,
resultou em alteracGes nos ambientes naturais (Oliveira e Oliveira, 2022). A criacdo dos atuais
modelos econbmicos e a¢des antropicas tem como consequéncia o aumento da industrializacdo
e do consumo através dos anos, gerando conflitos diretos com a preservacao e o0 uso sustentavel
dos recursos naturais globais, causando impactos e desequilibrio ambiental de forma acelerada

e progressiva, tendo dificil retorno (Rosa et al., 2021; Marques, 2022; Rosa et al., 2022).

Desde a década de 1970, a partir da Conferéncia de Estocolmo (1972), a necessidade de
manutencdo da natureza tem sido pautada dentro de reunides, conselhos e governos, ganhando
forca a partir da Conferéncia das Nac¢des Unidas sobre o Meio Ambiente e o Desenvolvimento
(Eco-92), no Rio de Janeiro, até a criacdo dos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
pela Organizagdo das Nagdes Unidas (ODS-ONU, em 2016, os quais interligam questdes
socioambientais com desenvolvimento econdmico; Pessini e Sganzerla, 2016; ONU, 2023). A
aplicacdo das ODS pode ser dificultada de acordo com a realidade de cada local, como é o
exemplo da América do Sul, uma das areas mais urbanizadas e habitadas do mundo, cedendo
cada vez mais porcdes de biomas para o desenvolvimento humano e tecnoldgico, contrastando
com a preservacao do meio ambiente e, consequentemente, controle das altera¢6es climaticas
(Lampis et al., 2020; Poértner et al., 2022).

A geracdo de residuos na atividade industrial apresenta potencial de poluigdo ambiental,
destacando-se 0s residuos gasosos, por serem lancados na atmosfera terrestre durante a queima
de combustiveis fosseis (Mainardi e Bidoia, 2020; Leite et al., 2020; Masson-Delmotte et al.,
2021). Esses poluentes abrangem gases e particulas que modificam as propor¢es da
composicao do ar atmosferico afetando a sua qualidade (Pereira, 2002). Somada a outras formas
de geracdo de poluicdo — como as queimadas —, a industrializacdo causa a emissao dos gases
dioxido de carbono (CO3), metano (CH4) e 0xido nitroso (N2O) responsaveis pelo efeito estufa,
processo de retencdo natural de calor advindo da radiagdo solar que mantém a atmosfera e a
superficie da Terra em uma faixa de temperatura adequada a existéncia de vida (Siqueira Neto
et al., 2011; Cachola et al., 2022). A emissdo desses gases para a atmosfera pelas atividades
humanas excede a quantidade considerada segura para a manutencao do clima, tornando todo
0 ambiente terrestre mais aquecido do que o normal, ocorrendo de modo mais acelerado e

gerando os quadros agravados de mudancas do clima. Tais mudancgas ndo envolvem somente
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alteracOes no regime térmico mas, também, mudancas nos ciclos hidrologicos locais, hoje vistas
como emergéncias climéticas (Figura 1; Silva e Paula, 2009; Leite et al., 2020; Masson-
Delmotte et al., 2021; Moreira et al., 2022).
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Figura 1. AlteracGes na temperatura média anual da superficie terrestre considerando dados reais e a simulagéo,
utilizando fatores humanos e naturais juntos (tom laranja) e apenas fatores naturais (tom azul) entre 1850 e 2020
(Figura presente em Masson-Delmotte et al., 2021).

Os ecossistemas costeiros possuem caracteristicas abidticas que determinam suas
formagdes, sendo a temperatura um fator modulador fundamental e que interfere tanto na
dindmica dos processos abidticos, quanto nas respostas biodticas do sistema (Brett, 1971;
Madeiraetal., 2012). A aceleragdo do aumento de temperatura expde ndo somente os ambientes
aquaticos dessas regides, ja muito sensiveis devido as a¢des antropicas, como também a toda a
biodiversidade, particularmente as espécies animais endémicas (Lough, 2007; Gongalves, et
al., 2012; Vinagre et al., 2018), como observado na estimativa de aumento de 1,5 °C (SSP1-
1,9) a 4,4 °C (SSP5-8,5), considerando apenas o cenario mais ameno apresentado pelo Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC); (IPCC, 2021). Ainda, em relatorio

avaliativo desenvolvido para o IPPC, é apresentada a forte tendéncia de consequéncias

10
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deletérias na fenologia, morfologia e fisiologia de espécies de agua doce (Parmesan et al.,
2022).

Rios e riachos sdo habitados por muitos vertebrados e invertebrados ectotérmicos,
incapazes de regular metabolicamente sua temperatura corporal (Tc), tornando-se fortemente
dependente da temperatura da agua (Ta) (Beitinger et al., 2000; Woodward et al., 2010;
Madeira et al., 2012). Embora variagdes de temperatura sejam naturais em ambientes aquaticos
e influenciem desde a distribuicdo e comportamento, até a bioquimica e fisiologia dos animais,
0 aquecimento da &gua torna os organismos ectotérmicos vulneraveis ao estresse térmico
(Angillettaetal., 2002; IPCC, 2021; Messina et al., 2023). Algumas espécies conseguem tolerar
alteracbes de temperatura dentro de sua janela térmica (faixa de temperatura 6tima para o
funcionamento de seus sistemas bioldgicos), se tornando vulneraveis quando a Ta ultrapassa
esses limites (Chaui-Berlink et al., 2002; Vinagre et al., 2018). O efeito do aquecimento da
agua em um processo fisiologico é observado, de modo geral, através da curva de desempenho
térmico, a qual apresenta trés regiGes distintas: A fase de ascensdo do processo, acompanhando
0 aumento da temperatura (I); a fase de platd, no topo, onde ha o 6timo térmico para a reacao
em questdo (I1); a fase de queda acentuada, onde a temperatura ja impede ou dificulta o
funcionamento do processo (Il1), com o organismo enfrentando estresse e podendo levar a
morte (Fig. 2; Schulte, 2015). Assim, para entender o nivel de dependéncia de um processo
fisiol6gico de uma determinada espécie em funcdo do aumento de temperatura, é calculado o
coeficiente de temperatura (Q10), que demonstra sua responsividade a temperatura e capacidade

de ajuste em cenarios de aquecimento global (Meyer et al., 2018; Mundim et al., 2020).

Nesse contexto, o metabolismo de rotina (isto é, a taxa de consumo de oxigénio), a
excrecdo de nitrogénio e a homeostase i6nica de organismos aquaticos Sdo pProcessos
fisiologicos diretamente influenciados pela variacdo da temperatura ambiental (Luo e Xie,
2009; Campos et al., 2017; Alfonso et al., 2021). Por exemplo, em animais de regides tropicais,
a taxa metabolica é geralmente maior do que nas espécies de regides temperadas, conforme a
maior demanda energética do organismo em funcao do regime térmico mais elevado, o que
pode gerar estresse térmico ao organismo (Clarke e Johnston, 1999). Ao mesmo tempo, a maior
velocidade de reagdes bioquimicas leva a formacao de grandes quantidades de espécies reativas
de oxigénio (EROs), que podem resultar em estresse oxidativo nos tecidos (Campos et al.,
2019). Caso a demanda nao seja suprida pelo metabolismo aerdbico, o animal pode entrar em
estado de hipdxia metabdlica, resultando em um maior recaimento sobre o metabolismo
anaerdbico (Campos et al., 2017; 2018).

11
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Figura 2. Curva de desempenho térmico representando a inclinagdo ascendente, o platd (6timo térmico) e

inclinacéo descendente do processo fisiolégico de uma espécie (Figura presente em Schulte, 2015).

Uma das maneiras de manter o metabolismo aerdbico em situacdes de estresse ocorre
pelo aumento da oxidacdo de aminoacidos, a partir da gliconeogénese, para gerar energia, 0 que
resulta no aumento da concentracdo intracelular de amoénia (NH3/NH4*) e, consequentemente,
da excrecdo de nitrogénio para o meio externo (Bucking, 2017; Wood et al., 2017; Malek,
2022). Ao mesmo tempo, peixes teledsteos e crustaceos de dgua doce ja apresentam altas taxas
de producdo de aménia naturalmente para manterem-se hiperosmoticos, pois esta atua como
um osmodlito, auxiliando na manutencdo de uma maior pressao osmética do plasma/hemolinfa
dos animais em relacdo a pressao do meio externo, mais diluido, juntamente com a regulacédo
da concentracéo extracelular dos ions Na* e CI" (Lignot et al., 2000; Evans, 2008; Weihrauch
et al., 2009).

De modo geral, a aménia € a principal excreta nitrogenada produzida por ectotérmicos
aquaticos, independente da sua forma (iénica ou molecular), e sua excrecao pode ser aumentada
pela maior demanda energética (Regnault, 1987; Wright, 1995). A retirada do excesso de
amonia intracelular ocorre nas membranas branquiais, onde sdo ancoradas proteinas triméricas
organizadas em formato de canal que possuem afinidade com amonia, tais como as proteinas
Rhesus (Rh), canais presentes em vertebrados e invertebrados; e as proteinas Transportadoras
de Amonio (AMT), presentes apenas em invertebrados e plantas (Weihrauch e O’Donnell,
2017; Weihrauch e Allen, 2018). As proteinas Rh tém maior afinidade com a forma néo i6nica

de aménia (NHs), facilitando sua difusdo para o meio externo a favor do gradiente de

12
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concentracdo (Weihrauch et al., 2009). Ja o ion aménio (NH4") é retirado da hemolinfa e do
plasma substituindo o ion K* nos trocadores Na*/K*-ATPase (NKA) na membrana basolateral
dos iondcitos, e na membrana apical pode ser dissociado em NHs, que sera eliminado pelas
proteinas Rh, enquanto o ion H* resultante é transportado para o ambiente externo via
trocadores Na*/H" (NHE) ou H* - ATPase (Wright e Wood, 2012; Weihrauch ¢ O’Donnell,
2017). Ha ainda a possibilidade da amonia gasosa (NHs) se difundir através da membrana para

0 meio externo por aquaporinas (Wilkie, 2002).

Outra alteracdo advinda dos eventos climaticos é acidificacdo de ambientes aquaticos
decorrente da interacdo do CO, atmosférico com a agua, se dissolvendo e produzindo acido
carbodnico (H2COs), altamente instavel, que se dissocia em ions H* e ions HCO3™ (Woodward
et al., 2010; Sodré et al., 2016; Jeremias et al., 2018). Como consequéncia, pode haver
alteracdes nas taxas de crescimento, no comportamento animal, nos niveis populacionais e nas
dindmicas entre as espécies, ou até mesmo levando a morte (Rosa et al., 2016; Hasler et al.,
2018; Sampaio et al., 2018). Em condicGes naturais, os ions H* e HCOs™ sdo intimamente
relacionados aos processos de transporte de Na* e CI-, respectivamente, pelos epitélios
transportadores (e.g. branquias) dos organismos hiperosmoticos, e alteracbes em suas
concentra¢fes no ambiente aquatico podem promover disturbios na homeostase i6nica dos
animais (Evans et al., 2005; Evans, 2008). O transporte de Na* para o interior dos ionécitos
branquiais ocorre na por¢éo apical por meio do transportador Na*/H* (NHE), ou por canais de
Na* acoplados a H+-ATPase em peixes, ou pela acdo do transportador H*/2Na* em crustaceos,
sendo a enzima Na*/K*-ATPase (NKA), presente na membrana basolateral, responsavel pela
geracdo do gradiente eletroquimico favoravel atomada de Na*, transportando o Na* intracelular
para 0 sangue/hemolinfa enquanto retira ions K* do fluido extracelular (Larsen et al., 2011;
Leone et al., 2017). Ao mesmo tempo, 0s ions Cl sdo absorvidos do meio externo para o
citoplasma dos iondcitos por meio do co-transportador CI/HCOs’, sendo transportado

basolateralmente para o fluido interno por canais de ClI" (Dissanayake et al., 2010).

Entretanto, durante a exposicdo a condi¢des acidas ocorrem distirbios nos mecanismos
de ionoregulagdo, onde a maior concentragdo de ions H* e HCOs" inibe a absorgdo ativa de ions
Na* e CI-, promovendo a redu¢éo dos niveis plasmaticos desses ions e aumentando a excre¢do
de nitrogénio (Gonzalez et al., 2005; Duarte et al., 2018). Isso ocorre pois os trocadores Na*/H*
e CI'/ HCOs tem seu potencial elétrico de membrana das branquias invertido, acompanhando a
diferenca de gradiente entre 0 meio interno e meio externo, gerando um efluxo de Na* e Cl" e
influxo de H" e HCO3 (Fig. 3; Griffith, 2017). No entanto, em ambientes dulcicolas

13
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naturalmente &cidos, a presenca de carbono orgénico dissolvido (COD), proveniente da
degradacdo bacteriana da matéria orgénica e rico em substancias himicas, tem papel importante
no controle de distdrbios na homeostase idnica dos animais associados ao elevado nivel de H*
do ambiente (Holland et al., 2013). Estudos vém demonstrando que o COD atua impedindo o
aumento das perdas difusivas de ions na membrana branquial, protegendo o animal contra
severos disturbios ionoregulatérios durante a exposicdo a aguas &cidas (Wood et al., 2011;
Duarte et al., 2016). Esses ambientes apresentam condicdes consideravelmente limitantes,
trazendo a ideia de espécies que evoluiram em contato com essas caracteristicas e estdo bem

adaptadas para lidar com os fatores abidticos extremos (Wood, 2003; Campos et al., 2019).

Water Gill epithelium Plasma
<0.1 mM 140 mM
NaCl NaCl

CI- \
Cr———t+—»
HCOE

CA

\ COE

H,O

Na* 3Na*
< 2K*
Na*
\ Cl-

Figura 3. Modelo geral de trocadores Na*/H* e ClI/ HCO3 presentes em branquias de peixes de agua doce e

responsaveis por regular ions (Figura presente em Gonzalez et al., 2005).

A Mata Atlantica corresponde a 15% do territorio nacional, abrangendo 17 estados e
sendo responsavel por parte da regulacdo do clima no Brasil e disponibilidade de recursos
naturais para a maior parte dos habitantes do pais (Fundacdo SOS Mata Atléantica, 2021).
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Embora restem apenas 24% da area original, esse bioma cobre quase a totalidade do litoral da
costa brasileira, com sua grande extenséo representando a segunda maior floresta tropical da
Ameérica do Sul, possuindo diferentes tipos de condi¢des climaticas e um dos locais com maior
indice de endemismo do Brasil (Pinto et al., 2006; Jesus e Ferracioli, 2022). Ecossistemas como
a Mata Atlantica englobam grandes éareas contendo corpos de &gua doce, havendo estreita
ligacdo entre floresta e a manutengéo dos rios, uma vez que, 0 ambiente por completo gera um
ciclo de evaporacdo e precipitacdo de agua, absorcao no solo e fornecimento da mesma as bacias
hidrograficas (Santos, 2019). Devido a amplitude de tamanho e variacéo de caracteristicas da
Mata Atlantica, suas bacias podem conter corpos d’adgua que apresentam diferentes
caracteristicas fisicas e quimicas, como os rios de aguas pretas e de aguas claras (Gongalves e
Braga, 2012).

Dentre as bacias hidrograficas que compdem vasto bioma da Mata Atlantica, a bacia do
Rio Itanhaém ocupa uma area de 912,68 km? extensdo, sendo a maior bacia costeira
exclusivamente do estado de Sdo Paulo e abrange os municipios de Peruibe, Itanhaém,
Mongagud, Praia Grande, Sdo Vicente e a porcao sudeste da Regido Metropolitana de Sdo Paulo
(IPT, 2012; Moraes, 2012). A bacia apresenta muitos rios e riachos que cortam diferentes
formac0es, apresentando heterogeneidade paisagistica e diferencas limnoldgicas e na estrutura
dos habitats, sendo considerados uma das regides de hotspots da ictiofauna (Myers et al., 2000;
Camargo e Cancian, 2016). Na porcdo da bacia que compreende a planicie costeira, encontra-
se totalmente ou parcialmente as sub-bacias dos rios Aguapeu, Branco, Mambu e Preto
(Ferreira, 2007). Nesta, sdo encontrados riachos de aguas claras, com nascentes mais proximas
da Serra do Mar, sedimentos maiores, com agua mais oxigenada, pH préximo ao neutro e baixos
niveis de COD, e os riachos de aguas pretas, mais lentos, que possuem pH acido, com maior
quantidade de matéria orgénica dissolvida e assim, baixo teor de oxigénio e coloracéo escura
(Ferreira et al., 2014; Felisberto, 2020). Estes dois tipos de riachos fazem parte da bacia de
drenagem do Rio Preto, um dos principais afluentes do Rio Itanhaém, que possui uma
microbacia com origens tanto no planalto, dentro do Parque Estadual da Serra do Mar, onde a
mata é mais protegida e ha corredeiras, quanto na planicie, composta por rios e riachos curtos
e coberta principalmente por restinga, facilitando a dominagdo da regido pela agricultura
(Ferreira, 2007; Ferreira e Petrere, 2009).

O ciclo hidrologico dos riachos pode influenciar a distribuicdo e composicdo da fauna
local, que esté diretamente ligada as mudangas de temperatura da agua durante o ano, o teor de
oxigénio e os sedimentos que compdem o substrato (Correa, 2020). Dentre esses, o clima
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representa uma barreira forte que determina os limites de distribuicdo geografica de uma
espécie, considerando suas adapta¢des evolutivas, ou mesmo sua extin¢do (Vasquez, 2021).
Animais de regides tropicais tendem a evoluir enfrentando menores variagdes na temperatura
do ambiente aquatico, uma vez que, essas areas sdo termicamente mais estaveis (Vinagre et al.,
2018). Assim, esses organismos se tornam potencialmente mais vulneraveis a exposi¢do ao
aumento de temperatura, por ndo possuirem grande plasticidade térmica (Portner, 2001). A
regido da Mata Atlantica apresenta registro de 32 espécies de crustaceos decapodes e 300
espécies de peixes em suas sub-bacias, as quais o conhecimento gira em torno do alto
endemismo, mas pouco se sabe sobre suas caracteristicas ecoldgicas, fisioldgicas e estado de
conservacao (Rocha e Bueno, 2004; Cetra et al., 2009).

Dentre os animais encontrados em rios e riachos, camardes de agua doce, conhecidos
popularmente por “pita”, fazem parte do funcionamento da cadeia trofica, sendo consumidores
importantes, assim como presas para animais maiores e produto para a pesca, € estruturam a
comunidade bentonica, ocupando diferentes habitats que fornecam condigdes de abrigo
(Garcia-Guerrero et al., 2013; Cruz, 2020). Nas regides tropicais, 0 género Macrobrachium
(Palaemonidae, Decapoda) apresenta importancia ecoldgica e econbémica e € um dos mais
abundantes, sendo 240 espécies no mundo, 55 espécies nas Ameéricas e 17 registradas no Brasil
(Pileggi e Mantelatto, 2012; Melendez, 2021; Freitas et al., 2022). Se distribuem entre a faixa
tropical e subtropical do globo, em regifes continentais ou costeiras, com alta precipitacdo e
temperaturas médias anuais entre 16 °C e 32 °C (Vega-Villasante et al., 2014). Fémeas de
Macrobrachium podem desovar diversas vezes ao ano, e a incubacdo pode ter duracdo variada
de acordo com a temperatura da agua (Garcia-Guerrero et al., 2013). A espécie de camardo
dulcicola Macrobrachium potiuna (Mdller, 1880) é endémica de riachos brasileiros de agua
preta, distribuidos entre as regides Sudeste e Sul do pais (Bond-Buckup e Buckup, 1989; Viana
e Ramos-Porto, 1998). Apresentando tamanho médio variavel, entre 6,0 mm e 50 mm, e é
totalmente independente de salinidade para reproducdo, habita margens de corpos d’agua
cobertos por trechos de vegetacdo, onde se protege contra a exposicdo as variacdes da
temperatura na superficie da agua (Lobao e Fernandes, 1988; Miiller e Carpes, 1991; Antunes
e Oshiro, 2004). A espécie de camardo Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836) também
apresenta tamanho variavel (entre 5 mm e 31 mm) e esta distribuida por corpos d’agua clara ao
longo da Mata Atlantica, podendo ocorrer também em aguas salobras e estuarinas (Bond-

Buckup e Buckup, 1989; Viana e Ramos-Porto, 1998). Considerada bastante adaptavel,
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consegue viver em areas antropizadas e apresenta potencial produtivo para carcinicultura
(Viana e Ramos-Porto, 1998; Diaz et al., 2002; Freitas et al., 2022).

A familia Callichthyidae compreende os bagres da regido tropical, conhecidos como
“cascudos”, “tamuatas” ou pelo nome comercial “coridora”, com 200 espécies, das quais seis
pertencem ao género Scleromystax (Vera-Alcaraz, 2013). Duas dessas espécies — Scleromystax
macropterus (Regan, 1913) e Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard, 1824) — encontradas
em bacias costeiras, possuem importancia econémica por serem peixes ornamentais (Brito e
Reis, 2005; Geller, 2020). Os peixes desse género apresentam tamanho maximo de 21 mm,
habito bento-pelagicos, distribuidos entre rios continentais e costeiros, cobrindo o territorio
entre os litorais da Bahia e de Santa Catarina (Vera-Alcaraz, 2013; Britto e Malabarba, 2016).
Conseguem engolir ar e realizar trocas gasosas através do intestino, o que possibilita sua
distribuicdo tanto em riachos com alta oxigenacdo, assim como em riachos com baixo teor de

oxigénio dissolvido (Maia, 2014).

A espécie S. macropterus é um bagre forrageador com tamanho entre 170 mm e 500
mm, presente em riachos rasos de agua preta, com fundo arenoso ao longo de toda a bacia do
Rio Preto (Moraes, 2012; Goncalves e Cestari, 2013). A conservacao da espécie tem sido
recomendada, uma vez que ela estd ameacada de extingdo (Gongalves e Pérez-Mayorga, 2016).
Jaaespécie S. barbatus, outro forrageador de riachos rasos, apresenta tamanho médio que varia
entre 2,0 cm e 7 cm (Moraes, 2012). Assim como em S. macropterus, os adultos de S. barbatus
possuem odontodides na cabeca, principalmente ao redor da boca, porém mais visiveis e
caracteristicos, dando nome a espécie (Lima e Britto, 2020). Geralmente encontrado em aguas
claras, sempre se camuflando nos fundos arenosos ricos em alimento, pode-se ligar suas
caracteristicas de indicador de conservacdo ambiental e de objeto comercial do aquarismo,
havendo necessidade de conciliar a preservacao dos seus habitats e 0 uso econémico visando a

manutenc¢do da espécie (Goncalves e Cestari, 2013; Ticiani et al., 2022).

A familia Poecilidae representa um dos grupos mais ricos em espécies nas regides
tropicais de agua doce, abrangendo cerca de 274 ja registradas e apresentando processo de
divergéncia ecologica rapida, acelerando a especiacdo (Thomaz et al., 2019). A maior parte das
espécies da familia poecilidae apresenta viviparidade, incluindo o género Phalloceros, mais
rico da familia, com 22 espécies ocorrendo ao longo da América do Sul (Zandona et al., 2021).
A espécie Phalloceros reisi (Lucinda, 2008) ocorre principalmente em riachos de correnteza da

regido sudeste, independente de antropizacgdo e tipo de &gua (Lucinda, 2008; Almeida, 2020;
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Souza, 2019). Habitam a superficie de corpos d’agua rasos de fundo arenoso, em assembleias
e ocupando as margens, proximos a sombra da vegetacdo ou entre rochas (Wolff e Donatti,
2016; Cetra et al., 2017; Almeida et al., 2022). Popularmente conhecida como “barrigudinho”
e de comprimento variando entre 6 mm e 40 mm, possui gonopodio, 6rgao proveniente da
nadadeira anal utilizado para reproducéo e presente em todo o género (Souza, 2019; Meneses,
2022).

Tendo em vista que as atividades humanas, somadas aos eventos climaticos, ameagam
de extin¢do a fauna endémica dos riachos da costa brasileira, estudos sobre a fisiologia destes
animais permitem aumentar a compreensdo de suas capacidades de aclimatacdo e tolerancia
térmica a alteracGes em seus regimes térmicos naturais. Assim, avaliacGes das alteragdes no
metabolismo de rotina, excrecdo de nitrogénio e homeostase idnica em funcdo de diferentes
temperaturas ambientais permite entender seus limites de tolerancia térmica, e prever futuros
prejuizos ambientais relacionados a perda de biodiversidade local, tal como estabelecer

pardmetros para a conservagao desses ambientes aquaticos.

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do aumento da temperatura sobre as respostas metabodlicas e
ionoregulatérias de Macrobrachium potiuna, Scleromystax macropterus e Phalloceros reisi em
agua preta, e M. acanthurus, S. barbatus e P. reisi em &gua clara comumente encontrados na
bacia do Rio Preto (Itanhaém/SP e Peruibe/SP), verificando a influéncia do tipo de agua sobre

essas respostas.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar o consumo de oxigénio e o coeficiente de temperatura_Q10 dessas espécies

aclimatadas a trés regimes térmicos diferentes (22 °C, 26 °C e 30 °C);

e Determinar o efeito da aclimatacdo a esses trés regimes térmicos diferentes sobre o

metabolismo de nitrogénio (taxa de excrecdo de amonia e uso de proteinas) dessas espécies;

e Verificar o efeito da aclimatacdo a esses trés regimes térmicos sobre os fluxos liquidos

ionicos de Na* e CI dessas espécies.
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3. Metodologia:
3.1. Coleta

Os individuos das espécies Macrobrachium potiuna (0,407 £ 0,06 g; média £ desvio
padréo), Scleromtystax macropterus (1,09 + 0,19 g) e Phalloceros reisi (0,219 + 0,007 g) foram
coletados na cidade de Itanhaém, no Rio Panema, afluente de agua preta da bacia do Rio Preto
(Itanhaém/SP) entre Outubro de 2021 e Marco de 2022, enquanto os individuos das espécies
M. acanthurus (0,296 £ 0,1 g), S. barbatus (2,54 £ 0,49 g) e P. reisi (0,394 + 0,04 g) foram
coletados na cidade de Peruibe em riachos de agua clara da mesma bacia entre Setembro de
2022 e Janeiro de 2023 (Fig. 4). As coletas ocorreram com rede de arrasto e pugas de malha
fina (Fig. 5).

Oceano Atléntico
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Figura 4. Mapa hidrogréfico da planicie costeira da Bacia do Rio Itanhaém onde os exemplares de
Macrobrachium potiuna, M. acanthurus, Scleromystax macropterus, S. barbatus e Phalloceros reisi foram
coletados. 1) Rio Itanhaém; 2) Rio Preto e 3) Rio Branco. O circulo marrom representa a area de coleta em riacho
de &gua preta, enquanto o circulo azul representa o riacho de agua clara na area de drenagem da bacia do Rio

Preto (Itanhaém/SP). Figura modificada de Camargo e Cancian, 2016.

Em seguida, os animais foram acondicionados em sacos de 10 L contendo dois tercos
de agua do préprio riacho e um terco de carga de oxigénio puro em temperatura ambiente.
Posteriormente, os animais foram transportados para o Laboratério de Ecofisiologia e
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Toxicologia Aquatica, no Instituto de Biociéncias do Campus do Litoral Paulista da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, onde foram aclimatados as diferentes
temperaturas. Em cada ponto de coleta foram determinados os parametros fisicos da agua —
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica — com sonda multipardametro
(AK88 Akso). Os procedimentos experimentais, de coleta e transporte dos peixes foram
previamente submetidos e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
unidade (Protocolo 04/2020 — CEUA IB/CLP).

Figura 5. Coleta manual de M. acanthurus, S. barbatus e P. reisi com rede de arrasto em riacho de 4gua clara

localizado na cidade de Peruibe, dentro da Bacia do Rio Preto (Itanhaém/SP). (Foto: Natalia Romano).
3.2. Aclimatacéo e Procedimentos Experimentais

No laboratorio, os individuos coletados no mesmo dia (Fig. 6) foram transferidos para
aquarios de vidro de 20 L com a agua do riacho de origem, e temperatura semelhante a
registrada no riacho durante a coleta. Em aquaérios diferentes, os animais foram aclimatados a
trés diferentes regimes térmicos, a saber: 22 °C e 26 °C, temperaturas comumente encontradas
na regido da sub-bacia (Ferreira 2007; Cancian, 2012; Prefeitura de Itanhaém, 2012) e 30 °C,
temperatura estipulada segundo o quadro de extremo climatico previsto pelo IPCC 2021 (SSP3-

7,0). Assim, os animais foram mantidos na mesma temperatura encontrada no local de coleta,
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e no dia seguinte a mesma, foi iniciado o aumento gradual de temperatura, sendo 1 °C por dia,
até atingir a temperatura teste desejada em cada aquario. Na sequéncia, o periodo de
aclimatacdo teve duracdo de pelo menos 4 dias para S. macropterus, S. barbatus e M.

acanthurus e 7 dias para M. potiuna e P. reisi no regime térmico desejado (Fig. 7).
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Figura 6. Exemplares de cada espécie utilizada durante os experimentos, sendo Macrobrachium potiuna (A), M.
acanthurus (B), Scleromystax macropterus (C), S. barbatus (D) e Phalloceros reisi de agua preta (E) e de agua

clara (F) (Fotos: Natalia Romano).

A temperatura dos aquarios foi mantida nos niveis desejados com aquecedores, sendo
monitorada a cada 12 horas e controlada com termostato digital (Modelo TIC17RGTi — Full
Gauge), enquanto a temperatura do laboratdrio foi mantida a 20 °C com ar-condicionado. Os
ajustes de temperatura foram realizados duas vezes ao dia, uma pela manha e outra ao final da
tarde, sendo adicionada bolsa térmica congelada para reduzir a temperatura quando necessario.
Os aquarios continham sistema de filtracdo externa (mecanica), aeracdo constante e fotoperiodo
12h:12h (luz:escuro). O pH da &gua preta foi mantido em 4,5 + 0,2, enquanto o pH da &gua
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clara foi mantido a 6,0 £ 0,2, com adi¢do da base KOH ou do acido HNOz quando necessario
para ajustes de aumento ou reducdo, respectivamente. A mensuragdo e ajuste do pH foi
realizada pela manha através de pHmetro de Bancada com compensacdo de temperatura (pHO-
14 — KASVI), sendo: uma vez ao dia, em dias de alimentacao e de descanso e duas vezes ao dia
em dias de troca parcial de &gua (antes e depois da troca). A quantidade de animais por aquério
seguiu a propor¢do de 1 g/ L, considerando a densidade de 1 grama de massa imida do animal
para cada 1 litro de agua do aquario. Ao longo da aclimatacdo os animais foram alimentados
ad libitum com racdo comercial extrusada de fundo para peixes (Nutricon) para Macrobrachium
e Scleromystax, e ragdo comercial floculada (Nutricon) para P. reisi, seguindo a ordem: Um dia
para alimentacdo, um dia para troca parcial de 4gua, e um dia de descanso. As trocas parciais
de agua foram realizadas renovando 2 L a 4 L de agua do aquario por agua do riacho. A

alimentacéo foi suspensa 24 h antes do inicio dos testes.
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Figura 7. Aumento gradual de temperatura na agua durante o periodo de aclimatacdo aos diferentes regimes
térmicos avaliados, sendo 4 dias para S. macropterus, S. barbatus e M. acanthurus a 30 °C (1) e de 7 dias para S.

macropterus, S. barbatus e M. acanthurus a 22 °C e 26 °C, e M. potiuna e P. reisi em todas as temperaturas (l1).

Ap6s o periodo de aclimatacdo, os animais foram transferidos para cémaras
respirométricas fechadas individuais com volume de 200 mL para Scleromystax (Fig. 8A) e 70

mL para Macrobrachium e P. reisi (Fig. 8B). Foram utilizados 10 individuos de cada espécie,
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em cada temperatura testada, separadamente (N=10). Nas camaras, foi determinado o consumo
de oxigénio e foram coletadas amostras para a determinagéo das taxas de excre¢do de amonia-
N e o fluxo liquido de Na* e CI de cada individuo, em cada temperatura de aclimatacdo em

cada tipo de agua testado.

Os animais permaneceram em repouso nas camaras por 2 horas antes do inicio do
experimento de consumo de oxigénio de rotina, a fim de evitar a influéncia do manuseio sobre
as respostas fisiologicas dos animais. Durante esse periodo, duas trocas de agua de 50% do
volume total foram realizadas para evitar 0 aumento de concentracdo dos osmolitos a serem
testados por meio de excrecBes decorrentes do estresse do manuseio, sendo a primeira apos 1
hora de repouso, e a segunda, ao final das 2 horas. Uma camara sem animal foi mantida com

agua nas mesmas condicdes de temperatura e pH, e trocas de 50%, funcionando como controle.

(A)

Animal
8

Figura 8. Organizagdo das cdmaras durante a determinacdo da taxa de consumo de oxigénio, com camaras
maiores, de 200 mL, (A) para Scleromystax e cAmaras menores, de 70 mL, (B) para Macrobrachium e P. reisi.

Todas, inclusive o controle, foram vedadas com rolhas envoltas por Parafilm M®.

Durante as 2h de repouso, as camaras contaram com aeragdo individual ininterrupta,
mantendo a &gua com alta concentracdo de oxigénio dissolvido, evitando uma situagdo de
hipoxia. As cémaras tiveram a temperatura mantida na qual o animal foi previamente
aclimatado com aquecedores e termostato digital, utilizando um banho maria no recipiente
suporte para as mesmas. Apos esse periodo, a aeragdo foi interrompida, e duas amostras de dgua
(15 mL e 1 ml) foram retiradas de cada cdmara, e a concentracao inicial de oxigénio (mgO2/L)

da camara foi mensurada utilizando um oximetro de bancada YSI 5100 (Fig. 9). O volume das
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camaras foi preenchido com agua do rio na mesma temperatura do teste, e elas foram vedadas
com rolhas envoltas por Parafilm M® logo ap6s a mensuragdo. Apds 2 h, as cimaras
respirométricas foram abertas, a concentracdo final de oxigénio foi mensurada e, em seguida,
duas novas amostra de agua (15 mL e 1 mL) foram retiradas. A separacdo das amostras de agua
ocorreu da seguinte forma: Tubos falcon com 15 mL foram conservados em geladeira com
temperatura a 4 °C, sendo utilizados nas determinacdes dos ions (Na* e CI°), e microtubos com
1 mL foram imediatamente congelados em freezer a -20 °C, sendo posteriormente utilizados na
determinacdo das concentracdes de amoénia-N. As concentracdes de cada composto foram
utilizadas para o calculo das taxas de excrecao de nitrogénio e fluxo liquido iénicos dos animais
em cada um dos regimes experimentais. Ao final do periodo total, de aproximadamente 5 h, os
peixes foram eutanasiados em solucdo 0,2% de tricainametanosulfonato (MS-222) e os
camarfes em baixa temperatura em caixa térmica com gelo para em seguida serem pesados

(massa umida) e medidos.

Figura 9. Oximetro de bancada YSI 5100 utilizado para a determinacéo das concentracdes de oxigénio nas

camaras (Foto: Héllen Siqueira).

3.3. Técnicas Analiticas e Céalculos

A concentracdo de Na* das amostras de agua dos experimentos foi determinada por meio
de espectrofotdbmetro de absorcdo atdbmica (AAnalyst 800 — Perkin Elmer), enquanto a
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concentra¢do de CI- foi determinada por meio de ensaio colorimétrico descrito por Zall e
colaboradores (1956). Os ensaios para determinacédo dos niveis de Na* e CI- nas amostras foram
realizados no Laboratdrio de Ecofisiologia e Evolucdo Molecular do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (LEEM/INPA). A determinacdo da concentracdo de amonia seguiu o
protocolo de Verdouw e colaboradores (1978) e foi realizada na UNESP IB/CLP. As
determinagOes das concentragcdes de Cl- e amdnia foram realizadas em espectrofotdmetro da
marca Molecular Devices — VERSA Max (Fig. 10).

B 2 N3 4§ g 3 8 A cele k (A)
T A
8 8
(3 <
5 e ' B
g 3
":i' s
= ; o
g SRR 2N

Figura 10. Placas de micropocos com padrBes e amostras em determinacgéo de concentracfes de Cl- (A) e
amonia (B) (Fotos: Natalia Romano).

As taxas de consumo de oxigénio (MOy), as taxas de excrecdo de amoénia (Jamm-N) € 0S
fluxos liquidos i6nicos (N4t € Jhet) foram calculadas individualmente para cada individuo,
em funcdo do tipo de dgua de origem e das temperaturas de aclimatacdo. Para tanto, o calculo
da taxa de consumo de oxigénio (MOy) foi realizado considerando as variagfes nas
concentracgdes iniciais e finais de oxigénio (mgO-/L) nas camaras, relativizadas pelo peso dos
animais (g), o volume das camaras respirométricas (L) e o tempo do intervalo de exposicéo (h).
O mesmo calculo foi realizado para as taxas de excrecdo de amonia e fluxo liquidos de ions, a
partir da variacdo da concentracdo dos elementos na dgua (umol/L). Para tanto, foi utilizada a
seguinte equacéo:

M0z / Jamm-N / INnet / et = [(X1-X2)*V ]/ (P*T)

Onde X1 e X2 séo os valores iniciais e finais das medi¢des de oxigénio ou concentragdo
de cada elemento, V corresponde ao volume em litros, P ao peso em gramas € T 0 tempo em

horas correspondentes ao intervalo de exposicéo.
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A partir das taxas de consumo de oxigénio (LUMO2/g/h) e excrecdo de amodnia (LM/g/h)
foi calculado, individualmente, o coeficiente de nitrogénio (NQ), que representa a quantidade

de proteina oxidada pelo metabolismo aerébico do animal, por meio da equacéo:
NQ = Jamm-n / M02

A partir da premissa do metabolismo aerobico ser totalmente dependente da oxidagdo
de proteinas, o NQ seria igual a 0,27 (Wood et al., 2017). Deste modo, a porcentagem de

proteina (%) foi calculada considerando:
Porcentagem de proteina = (NQ / 0,27) * 100%

J& o coeficiente de temperatura (Q1o), que € a medida da taxa de aumento na velocidade
das reacdes quimicas e bioldgicas em funcdo do aumento de temperatura, foi determinado,
posteriormente, de forma padrdo utilizando a taxa de consumo de oxigénio determinada nas
diferentes temperaturas de aclimatacdo, e diferenca entre as médias da temperatura na agua

durante a aclimatacdo, segundo a equacéo descrita por Clarke e Johnston (1999):
Q10= [MO2T2/MO,T1] ™12

Onde MO.T1 e MO.T2 sdo as taxas de consumo de oxigénio dos animais aclimatados
aos regimes térmicos de 22°C e 30°C, e T1 e T2 as médias das temperaturas determinadas nos

aquarios em cada regime térmico de aclimatacao.
3.4. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no programa SigmaStat 3.5. Todos os dados
estdo expressos como média + erro padrdo da média (mean + 1 SEM). Em relacdo aos géneros
Macrobrachium e Scleromystax, os testes para cada experimento foram feitos por meio de
analises de variancia de um fator (ANOVA One-Way), sendo a temperatura de aclimatagéo (22
°C, 26 °C e 30 °C), considerada como fator da ANOVA, em cada tipo de agua testado. Os testes
de Phalloceros reisi foram feitos por meio de analises de variancia de dois fatores (ANOVA
Two-Way), sendo considerados como fatores a temperatura de aclimatagéo (22 °C, 26 °C e 30
°C) e o tipo de agua (Preta e Clara). As diferencas entre as médias foram determinadas por meio
de teste a posteriori de Holm-Sidak. As diferencas estatisticas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
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4. Resultados

O camardo de agua preta, Macrobrachium potiuna, ndo apresentou diferencas
significativas em funcdo do aumento da temperatura de aclimatacdo em suas taxas de consumo
de oxigénio (Fig. 11A). Entretanto, apresentou aumento de duas vezes na taxa de excrecdo de
amoOnia com o0 aumento da temperatura de 22 °C para 30 °C, com (-0,562 puM/g/h; -1,149
uM/g/h; p = 0,031; Fig. 11B). O uso de proteinas (Fig. 11C) e o fluxo liquido de Na* e CI" (Fig.
12) ndo apresentaram diferencas significativas em funcdo do aumento da temperatura de
aclimatacdo. Para essa espécie, 0 Q1o para o0 consumo de oxigénio foi de 1,48 (Fig. 11A) e para
aexcrecdo de amonia foi 2,44 (Fig. 11B) em func¢do do aumento da temperatura de aclimatagéo.

Ja o camardo de &gua clara, Macrobrachium acanthurus, apresentou diferencas
estatisticas com o aumento da temperatura em todos os parametros fisiologicos avaliados,
exceto para o fluxo liquido de cloreto (Fig. 14A). O aumento no consumo de oxigénio nessa
espécie foi aproximadamente 2,0 e 2,5 vezes maior em 26 °C e em 30 °C, respectivamente,
comparados a 22 °C (Fig. 13A). A taxa de excrecdo de amonia (p = 0,01) e o uso de proteinas
(p = 0,047) foi significativamente maior (cerca de 2 vezes em cada parametro) nos animais
aclimatados a 30 °C, em relagéo aos individuos mantidos a 22 °C (Figs. 13B e 13C). Além disso,
a aclimatacdo ao regime térmico mais elevado (30 °C — -5,851 uM/g/h) resultou no aumento
significativo do fluxo liquido de s6dio em comparacdo aos animais mantidos a 26 °C (-1,553
puM/g/h) — (Fig. 14B). Para a espécie M. acanthurus o Q1o para o consumo de oxigénio (Fig.

13A) e excrecdo de amonia (Fig. 13B) foi de 3,27 e 8,66, respectivamente.
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Figura 11. Macrobrachium potiuna. Taxa de consumo de oxigénio (A), excrecdo de aménia (B) e uso de proteinas

(C) por exemplares de exemplares aclimatados por 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em agua preta. Letras

diferentes representam diferencas estatisticas entre as temperaturas de aclimatagdo em um mesmo tipo de agua.

Diferencas estatisticas significativas para p < 0,05.
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Figura 12. Macrobrachium potiuna. Fluxos liquidos de ions cloreto (A) e sédio (B) em exemplares aclimatados
por 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em &gua preta. Letras diferentes representam diferengas estatisticas
entre as temperaturas de aclimatacdo em um mesmo tipo de agua. Diferencas estatisticas significativas para p <
0,05.
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Figura 13. Macrobrachium acanthurus. Taxa de consumo de oxigénio (A), excrecdo de amonia (B) e uso de

proteinas (C) por exemplares de exemplares aclimatados por 4 a 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em agua

clara. Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre as temperaturas de aclimatacdo em um mesmo

tipo de agua. Diferencas estatisticas significativas para p < 0,05.
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Figura 14. Macrobrachium acanthurus. Fluxos liquidos de ions cloreto (A) e s6dio (B) em exemplares
aclimatados por 4 a 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em &gua clara. Letras diferentes representam
diferencas estatisticas entre as temperaturas de aclimatagdo em um mesmo tipo de dgua. Diferencas estatisticas

significativas para p < 0,05.

O aumento da temperatura da agua ndo resultou em alteracdes dos parametros
fisioldgicos avaliados nos individuos da espécie Scleromystax macropterus coletados em agua
preta (Figs. 15 e 16). A espécie apresentou valores de Q1o igual a 1,65 para consumo de oxigénio
(Fig. 10A) e 2,47 para excrecdo de aménia (Fig. 15B). A taxa de consumo de oxigénio (Fig.
17A), taxa de excrecdo de amonia (Fig. 17B) dos peixes da espécie Scleromystax barbatus
coletados em &gua clara ndo demonstraram diferencas significativas entre os regimes téermicos
avaliados. Os individuos dessa espécie aumento de de cerca de 2 vezes no uso de proteinas em
26 °C, quando comparados aos animais mantidos a 22 °C (p = 0,00531; Fig. 17C). N&o foram
observadas diferencas significativas no fluxo liquido de Na* e CI" (Fig. 18). Para S. barbatus, o
aumento da temperatura de aclimatacao resultou em valores de Q1o para consumo de oxigénio

(Fig. 17A) e para excrecdo de amonia (Fig. 17B) de 0,95 e 1,59, respectivamente.
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Figura 15. Scleromystax macropterus. Taxa de consumo de oxigénio (A), excrecdo de ambnia (B) e uso de
proteinas (C) por exemplares de exemplares aclimatados por 4 a 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em gua
preta. Diferengas estatisticas significativas para p < 0,05.
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Figura 16. Scleromystax macropterus Fluxos liquidos de ions cloreto (A) e sédio (B) em exemplares aclimatados

por 4 a 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em agua preta. Diferengas estatisticas significativas para p < 0,05.
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Figura 17. Scleromystax barbatus. Taxa de consumo de oxigénio (A), excrecdo de amdnia (B) e uso de proteinas

(C) por exemplares de exemplares aclimatados por 5 a 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em agua clara.

Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre as temperaturas de aclimatacdo em um mesmo tipo de

agua. Diferencas estatisticas significativas para p < 0,05.
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Figura 18. Scleromystax barbatus. Fluxos liquidos de ions cloreto (A) e sodio (B) em exemplares aclimatados por

4 a7 dias a trés regimes térmicos diferentes em &gua clara. Diferencas estatisticas significativas para p < 0,05.

Os individios da espécie Phalloceros reisi coletados em agua preta ndo apresentaram
diferengas estatisticas em nenhum dos parametros fisioldgicos avaliados, em funcdo do
aumento da temperatura de aclimatacdo (Figs. 19 e 20). J& nos individuos da espécie
Phalloceros reisi coletados em agua clara, a taxa de consumo de oxigénio foi significativamente
mais elevada em 26 °C, em comparacdo as duas outras temperaturas testadas (2,9 vezes e 1,4
vezes, respectivamente. Além disso, o MO dos peixes aclimatados a 30 °C foi
significativamente maior em relagédo aos animais mantidos a 22 °C (Fig. 19A). As respostas do
consumo de oxigénio de P. reisi também foram influenciadas pelo tipo de agua, onde os peixes
de aguas claras apresentaram MO- estatisticamente reduzidas, quando comparados aos animais
de aguas pretas, nas temperaturas de 22 °C (3 vezes, p = 0,017; Fig. 19A) e 30 °C (1,5 vezes, p
=0,05; Fig. 19A).
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Figura 19. Phalloceros reisi. Taxa de consumo de oxigénio (A), excrecdo de amonia (B) e uso de proteinas (C)
por exemplares de exemplares aclimatados por 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em agua preta e clara.
Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre as temperaturas de aclimatagdo em um mesmo tipo de
agua. (*) asteriscos representam diferentes entre os tipos de dgua em uma mesma temperatura. Diferencas

estatisticas significativas para p < 0,05.
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A taxa de excrecdo de amonia foi estatisticamente aumentada nos peixes de agua clara
aclimatados a 26 °C, quando comparados aos animais mantidos a 22 °C (p = 0,00743; Fig. 19B).
A taxa de excrecdo de excrecdo de amoOnia em peixes de &gua preta ndo demonstrou ser
influenciada pelo aumento de temperatura. Os individuos de Phalloceros reisi de agua preta
apresentaram Qi para o consumo de oxigénio igual 1,10 (Fig. 19A) e igual 2,46 para excre¢édo
de amonia (Fig. 19B) em funcéo do aumento de temperatura (22 °C a 30 °C), enquanto a mesma
espécie em agua clara demonstrou valores de 1,46 e 2,28 para as mesmas medidas,
respectivamente (Figs. 19A e 19B). O uso de proteinas (Fig. 19C) e os fluxos liquidos de Na* e
CI (Fig. 20) nao foram influenciados pelo aumento da temperatura de aclimatagdo em P. reisi

para os dois tipos de agua.
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Figura 20. Phalloceros reisi. Fluxos liquidos de ions cloreto (A) e sodio (B) em exemplares de exemplares
aclimatados por 7 dias a trés regimes térmicos diferentes em agua preta e clara. Diferencas estatisticas

significativas para p < 0,05.
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5. Discussao

5.1. Efeito da Temperatura de Aclimatacéo sobre o Metabolismo de Rotina

O consumo de oxigénio de um individuo é uma das formas de avaliar a energia que ele
utiliza para manter seu metabolismo (Clausen, 1936). Em situacGes de estresse térmico, a
tomada de oxigénio é intensificada para manter o funcionamento da respiracdo mitocondrial e,
consequentemente, gerar mais ATP por meio de fosforilacdo oxidativa, suprindo a demanda do
organismo por energia (Moyes e Schulte, 2009; Willmer et al., 2009; Norin e Metcalfe, 2019).
Assim, em cenarios de maiores temperaturas ambientais, h& aceleracdo da sintese de proteinas
e perdas idnicas difusivas através das membranas, afetando assim a taxa metabdlica basal do
animal e exigindo maior producédo de energia do organismo, gerando um ciclo entre producao
e gasto energético (Clarke e Fraser, 2004; Little et al., 2020). Além disso, temperaturas muito
altas reduzem a quantidade de oxigénio disponivel, tornando a agua hipdxica, proporcionando
um desafio duplo ao animal (Ern et al., 2020). As espécies apresentam uma faixa de temperatura
onde o desempenho do seu organismo é maximo chamada tolerancia térmica, podendo ter
grande variacdo ou ndo, mas sempre determinando sua sobrevivéncia, funcionamento do
metabolismo e distribuicdo (Cereja, 2020). Sendo o metabolismo (e por consequéncia, a
demanda pelo oxigénio) diretamente relacionado com a temperatura, a tolerancia térmica esta
relacionada a obtencdo de oxigénio para manter as funcdes vitais do individuo, proposto pela
hipbtese de tolerancia térmica limitada pela capacidade de oxigénio (OCLTT) (Portner, 2010;
Schulte, 2015).

O aumento do consumo de oxigénio em funcdo do aumento da temperatura foi
observado no presente estudo para o camardo M. acanthurus de dgua clara com o aumento de
8 °C de temperatura. Ao mesmo tempo, a espécie de camardo presente em agua preta, M.
potiuna, ndo teve o MO, afetado pelo aumento da temperatura da agua. Considerando 0 Q1o de
cada especie, M. acanthurus apresentou um valor quase 2 vezes maior que M. potiuna, o que
demonstra maior responsividade do metabolismo de rotina na espécie de &gua clara em relacdo
ao aumento de temperatura dentro da faixa testada. Essa resposta pode ser considerada espécie-
especifica, mas sugere que decdpodas de aguas claras sdo mais sensiveis e podem ser mais
afetados por alteragdes de regimes térmicos, como ocorre nas emergéncias climaticas. Visando
um panorama mais completo, estudos futuros devem considerar fatores como tipo de habitat,

distribuicdo geografica e estagdes do ano.
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O mesmo vem sendo documentadas ao longo dos anos em diferentes crustaceos:
Caridina nilética (Roux, 1833), Cherax tenuimanus (Smith, 1912) e Sudanonautes floweri (de
Man, 1901) (Hart, 1980; Villarreal, 1990; Inyang e Nwankwo, 2004). Também foi observado
no género Macrobrachium, em pos larvas (28 °C e 33 °C) e adultos (25 °C e 30 °C) de M.
rosenbergii (de Man, 1879); M. americanum (Bate, 1868) a 24 °C e 32 °C; M. tenellum (Smith,
1871) a20°C e a29°C;a23°C e a32°C) e M. acanthurus () a 20 °C, 25°C, 30°C e 35 °C
(Niu e colaboradores, 2003; Manush et al., 2004; Garcia-Guerrero et al., 2022; Hernandez-
Sandoval et al., 2018; Gasca-Levya et al., 1991).

A faixa 6tima do género também varia, como para M. rosenbergii entre 29 °C e 31 °C
e M. americanum e M tenellum a 26 °C, sendo todas as espécies distribuidas em regides tropicais
e subtropicais, demonstrando variacao entre os platos dentro desse grupo (Cheng e Chen, 2000;
Mattos e Oshiro, 2009; Garcia-Guerrero et al., 2022; Hernandez-Sandoval et al., 2018). Diaz e
colaboradores (2002) determinaram que 29 °C é a temperatura ideal para a espécie M.
acanthurus realizar suas funcgdes fisiologicas, de crescimento e de reproducdo. Deste modo,
apesar do aumento do consumo de oxigénio nos individuos de M. acanthurus aclimatados nas
maiores temperaturas em nosso trabalho, estudos futuros que relacionem o consumo com as
funcdes testadas por Diaz e colaboradores permitirdo compreender qual temperatura pode gerar
um quadro de hipdxia.

O aumento de temperatura ndo resultou em efeitos na MO> das espécies S. macropterus
e S. barbatus, possivelmente em funcdo da respiracdo bimodal. Alguns peixes da familia
Callichthyidae conseguem obter oxigénio da agua e do ar (Fernandes e Moron, 2020),
adaptacdo chamada de respiragdo bimodal. Esses animais usam esse mecanismo em casos de
aumento da demanda de oxigenagdo por algum estresse ou exercicio, ou se 0 esfor¢o para obter
oxigénio exigir alto gasto energético (Kramer e McClure, 1980). Isso possibilita que esses
organismos habitem regides de dgua doce com pouco oxigénio dissolvido, como é o caso da
Corydoras paleatus (Jenyns, 1842), com alteracbes morfologicas em suas branquias que
permitem as duas formas de tomada de oxigénio (Plaul et al., 2021). Pineda e colaboradores
(2020) observaram que o0 aumento de temperatura (25 °C para 30 °C) estimula a respiracéo aerea
de Corydoras aeneus (Gill, 1858), sendo inversamente proporcional em relacdo a

disponibilidade de oxigénio no ambiente.

Por outro lado, a espécie P. reisi de agua clara apresentou maior consumo de oxigénio

a 26 °C em comparagdo com 0 consumo a 22 °C, embora os individuos da mesma espécie em
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agua preta ndo tenham apresentado diferencas significativas. Apesar da respiracdo bimodal
presente em Callichthyidae, o efeito estimulatério do aumento da temperatura sobre o
metabolismo de rotina de peixes teledsteos tem sido descrito em diferentes géneros:
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758); Labeo rohita (Hamilton, 1822); Lates calcarifer
(Bloch, 1790) e para o poeciliidae Limia melanonotata (Nichols e Myers, 1923) testado a 25 °C
e a 30 °C (Mwangangi e Mutungi, 1994; Das et al., 2005; Glencross e Felsing, 2006; Haney e
Walsh, 2003).

Peixes da familia Poeciliidae possuem melhor estabelecimento em ambientes com
temperaturas naturalmente mais altas, como regides tropicais (Tuckett et al., 2021). Diversas
espécies desse grupo apresentam amplas janelas térmicas, podendo ser chamados de euritermos.
Poecilia sphenops, P. reticulata, Xiphophorus helleri e X. maculatus apresentam tolerancia
térmica entre 10 °C e 35 °C (Hernandez, 2002; Yanar et al., 2023). Embora muitos estudos
visem compreender a familia Poeciliidae, a plasticidade térmica do género Phalloceros ainda €
pouco estudado. E possivel que 6timo térmico para Phalloceros reisi esteja dentro da faixa de
temperatura testada em nosso trabalho, mas é possivel que seu organismo atinja limite térmico
guando se aproxima de 30 °C, considerando a reducao do consumo de oxigénio nos animais em
agua clara nessa temperatura em comparacao aos peixes mantidos a 26 °C. Resultados com o
padrdo de queda no consumo de oxigénio em temperaturas mais altas foi observado por Saint-
Paul (1983) em tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1816), um vez que a espécie é
adaptada a viver em ambientes com regimes térmicos mais elevados, como as regides tropicais.
Assim, é possivel considerar outra hipotese, onde os individuos de P. reisi presente em agua
clara estaria adaptado a temperatura mais alta testada, sendo capaz de consumir menos oxigénio

para manter seu organismao.

Os peixes da espécie P. reisi de dgua preta consumiram mais oxigénio que 0s presente
em &gua clara, principalmente nas temperaturas mais extremas. E possivel que os individuos de
agua preta ndo apresentem uma expressao génica em suas membranas branquiais suficiente para
evitar que a acidez afete a permeabilidade desses animais. Araujo e colaboradores (2017)
observaram o contrario para a sardinha Triportheus albus (Cope, 1872), espécie que habita o
Rio Negro (agua preta) e o Rio Tapajos (a4gua clara). Individuos em agua preta apresentaram
menor MOz do que os individuos de agua clara, sendo proposta uma menor permeabilidade
branquial decorrente de modulagéo genética, reduzindo o efeito da acidez dos corpos de agua
preta onde sdo encontrados. Desse modo, é possivel que a espécie P. reisi, distribuida entre 0s

diferentes corpos d’agua da Bacia do Rio Preto, ndo expresse oS genes para tal modulagéo,
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estando expostos a acidez natural do meio, considerando que os corpos de agua preta da regido
de estudo possuem pH entre 3,2 e 4,5 (Gongalves e Braga, 2012). O efeito do ambiente acido
na taxa de consumo de oxigénio ainda ndo foi completamente descrito para agua doce, mas foi
descrita para larvas do peixe olho-de-boi Seriola lalandi (Cuvier e Valenciennes, 1833), espécie
pelagica marinha (Laubenstein et al., 2018). Quando consideramos 0 Q1o da espécie em funcédo
do consumo de oxigénio em ambas as aguas, podemos observar esse provavel efeito da acidez

no MO2, mesmo que de forma sutil.
5.2. Efeito da Temperatura sobre a Excrecdo de Amonia e Metabolismo de Proteinas

O camardo de agua clara M. acanthurus apresenta maior excre¢do de amonia e maior
uso de proteinas em fungdo do aumento de temperatura. Mecanismo comum para ectotérmicos,
esse resultado era esperado considerando o estimulo do organismo para a geracdo de ATP,
visando suprir a demanda energética causada pelo estresse térmico. Resultados semelhantes
foram observados para M. rosenbergii (Chen e Kou, 1996a; Schmitt e Uglow, 1996), para
outros crustaceos (Chen e Nan, 1993; Chen e Lai, 1993), e para teleosteos (Leung et al., 1999;
Frisk et al., 2013).

Ao aumentar a taxa metabolica e acelerar a sintese proteica mediante o aumento da
temperatura, 0s organismos aquaticos ectotérmicos tém como consequéncia a maior produgédo
de excretas nitrogenadas (Wood, 2001; Chew et al, 2005; Wood et al., 2017). Dentre os tipos
de excretas, a amonia dispde de menor gasto energético, representando a principal forma para
decapodes e peixes, independente da forma (i6nica - NH4* ou molecular — NH3z (Regnault, 1987;
Houlihan et al., 1991; Chen e Kou, 1996b; Frick e Wright, 2002; Uliano et al., 2010). A ambnia
é o produto final do catabolismo de aminoacidos e proteinas, levando ao seu aumento no fluido
extracelular e sendo sua excrecdo natural, evitando atingir concentragdes toxicas que tendem a
desencadear disturbios nas fungdes cerebrais por alterar a ionoregulacéo celular (Wright, 1995;
Bucking, 2017). Ela se origina principalmente da desaminacdo que enzimas especificas
realizam na glutamina, no glutamato, na serina e na asparagina, e também em rea¢Ges com

purinas e pirimidinas (Weihrauch et al., 2004).

A espécie de agua clara M. acanthurus apresentou maiores MOz € Jamm COM 0 aumento
de temperatura, 0 que demonstra a relacdo entre a alta excrecdo e a demanda respiratoria desses
animais em situacGes com maior faixa térmica. 1sso ocorre, pois, ao intensificar a captacao de

oxigénio visando maior geracdo de energia, 0 organismo terd como consequéncia aumento na
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concentracdo de excretas nitrogenadas da atividade do metabolismo aerdbico. Outros
crustaceos apresentam resultados semelhantes em situacdes similares: M. rosenbergii;
Farfantepenaeus paulensis (Pérez Farfante, 1967) e Hemigrapsus takanoi (Asakura e
Watanabe, 2005 (Chen e Kou, 1996a; Lemos et al., 2001; Shinji et al., 2009).

O camardo de agua preta M. potiuna ndo demonstrou aumento significativo de MO- a
30 °C (p = 0,085). No entanto, é possivel notar um leve aumento na sua respiracdo
acompanhando a intensificacdo da excrecdo de aménia. Assim, podemos considerar que a
espécie tende a acompanhar o aumento de funcGes metabdlicas em maiores temperaturas. A
maior responsividade da excre¢do ao aumento de temperatura de M. acanthurus quando
comparado a M. potiuna é demonstrada através do Q1o para a excre¢do de amonia, onde o valor

para o camardo de agua clara foi 8,66, enquanto o de agua preta foi 2,44.

De modo semelhante, peixe S. barbatus apresentou maior uso de proteinas entre as duas
temperaturas mais baixas, mas sem alteracdes significativas em seu MO (p =0,1) e Jamm (p =
0,48), o0 que podemos explicar pela maior demanda proteica de peixes em temperaturas mais
altas (Wright e Anderson, 2001).

P. reisi presente em agua clara apresentou maior MOz e maior Jamm em funcéo do
aumento de temperatura, demonstrando que o aumento da tomada de oxigénio esta fortemente
relacionada com uma maior producgéo de excretas nitrogenadas. Como esperado, esse resultado
corrobora a literatura para teledsteos: O. mossambicus (Peters, 1852); O. niloticus; Miichthys
miiuy (Basilewsky, 1855); Silurus meridionalis (Chen, 1977) e C. macropomum (Kutty, 1972;
Alsop et al., 1999; Zheng et al., 2008; Luo e Xie, 2009; Wood et al., 2017).

5.3. Respostas lonoregulatérias ao Aumento de Temperatura

O fluxo liquido de Na* de M. acanthurus aumento entre as duas temperaturas mais altas,
possivelmente em decorréncia do aumento da captacdo de oxigénio em funcdo do estresse
térmico, que torna o epitélio da membrana mais permeéavel e facilita o o extravasamento de ions
Na* e CI, o que é chamado de compromisso osmo-respiratério (Gonzalez e McDonald, 1992).
Uma membrana mais permeavel implica em maiores perdas i0nicas difusivas e maior gasto de
ATP para manter a tomada ativa de ions através dos trocadores apicais dos ionécitos, sendo
esse ‘compromisso’ um balango entre a tentativa de ganho energético para maximizar a captura

de oxigénio e a perda de energia para manter a ionoregulacdo (Moyson et al., 2015).
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ObservacOes de aumento de fluxo liquido de ions Na* como consequéncia do aumento
de temperatura foram estudados em teledsteos, como: Metynnis hypsauchen (Miller e Troschel,
1844) do Rio Negro a 26 °C e a 33 °C); Danio rerio (Hamilton, 1822) a 15 °C, 25 °C e 35 °C;
e O. mykiss a 13 °C e 18 °C, presente em regides temperadas (Baldisserotto e Val, 2002;
Onukwufor e Wood, 2020a; Onukwufor e Wood, 2020b). O mesmo foi observado em espécies
de caraciformes Hyphessobrycon melazonatus (Durbin, 1908) e Pyrrhulina brevis
(Steindachner, 1876) e no ciclideo Apistogramma agassizii (Steindachner, 1875) quando
testados em situacdes climaticas atuais e extremas (4,5 °C a mais) na regido amazénica (Campos
etal., 2019).

O fluxo de ions de s6dio s6 ocorre no camardo de agua clara, a0 mesmo tempo em que
nenhuma espécie de 4gua preta demonstrou aumento do JNet e do J%'\et. Dessa forma, hé a
possibilidade de que o COD presente na agua preta ter agido de forma protetiva em relacéo as
perdas idnicas nesses animais, enquanto os de agua clara ficaram mais expostos ao aumento de
temperatura. O COD se liga ao epitélio branquial, gerando hiperpolarizacdo, o que altera o
funcionamento dos transportadores, reduzindo a permeabilidade da membrana aos ions sédio e
cloreto ao estimular a atividade da NKA (Wood et al., 2011). Ele pode ainda reduzir a
permeabilidade paracelular, de modo semelhante & agdo do fon Ca?* quando abundante na agua,
evitando as perdas de ions nessas regides (Morris et al., 2021). Entretanto, para determinar a
acdo do COD nas branquias, é necessério realizar analises das amostras de agua das coletas,

além de experimentos focados na marcacdo do material organico.
6. Concluséo

O aumento de temperatura foi determinante em todos os parametros avaliados durante
o trabalho, exceto no fluxo liquido de cloreto, principalmente para M. acanthurus e P. reisi em
agua clara. O camardo de agua preta, M. potiuna, apresentou aumento da excrecao nitrogenada
em funcdo da temperatura, enquanto o camarao de dgua clara demonstrou maior responsividade
a0 aumento de temperatura, havendo aumento do seu MOz, Jamm, Uso de proteinas e JN3ner. Os
peixes do género Scleromystax ndo demonstraram alteracbes em seu metabolismo e
ionoregulacdo em funcdo da temperatura, exceto pelo aumento do uso de proteinas de S.
barbatus presentes em agua clara, sendo possivel que sua respira¢do bimodal tenha suprido as
necessidades energéticas ao longo do experimento. Os individuos da espécie Phalloceros reisi
presentes em agua clara também demonstraram maior responsividade em seu MOz, Jamm € USO

de proteinas ao ser exposta a regimes térmicos mais altos, sendo o consumo de oxigénio da
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espécie maior em agua preta, ambiente mais acidoO trabalho permite uma maior compreensao
do efeito que 0 aumento de temperatura exerce nas respostas metabdlicas e ionoregulatorias de
espeécies encontradas nos diferentes tipos de agua da bacia do Rio Preto, abrindo espaco para
maiores investigacOes sobre aspectos dessa fauna endémica e da presenca do COD em alguns

corpos d’agua.
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